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RESUMO
A malaria ¢ uma doenca infecciosa, negligenciada, endémica em mais de 85 paises,
responsavel por mais de 241 milhdes de casos, considerada um dos maiores problemas
econdmicos e sociais do mundo. No Brasil, em 2020 foram notificados 145.188 casos da
doenca. O Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, sdo os principais responsaveis pela
maioria dos casos da doenga. A erradicacdo da malaria é de interesse global, no entanto, a
falta de uma vacina, o aparecimento de parasitas resistentes e sua grande endemicidade
dificultam esse controle, e justificam a busca por novas moléculas bioativas para a producdo
de novos farmacos com potencial antimaldrico. Deste modo, esta pesquisa avaliou a atividade
antimalarica in vivo do extrato acetonico de Carapa guianensis, assim como sua toxicidade
aguda, analise de sobrevivéncia ¢ analise dos pardmetros hematolégicos. O residuo industrial
de C. guianensis foi fornecido pela empresa extratora de 6leo vegetal AmazonQil localizada
na cidade de Ananindeua-PA. A analise da composi¢do quimica de C. guianensis, foi
realizada por meio da Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (EM-EM). A avaliagdo da toxicidade in vivo em camundongos BALB/c foi
realizada conforme o Guia OECD. Para se avaliar a atividade antimalarica in vivo foram
utilizados camundongos da linhagem BALB/c, infectados com aproximadamente 10°
eritrocitos parasitados pelo P. berghei recebendo tratamento no 4° dia apos a inoculagdo,
foram tratados durante 7 dias consecutivos e submetidos a coleta sanguinea para determinagéo
dos parametros hematologicos. A caracterizagdo quimica identificou limonoides como
composto majoritarios sendo eles methyl angolensate (21,17%) e 6a-acetoxygedunin
(12,38%). A dose toxica aguda do extrato acetonico de C. guianensis foi superior a 2000
mg/kg em  camundongos BALB/c, sendo classificado  na  categoria 5
do Globally Harmonized Classification System (GHS). As doses do extrato acetonico (100 e
200 mg/kg/dia) reduziram significamente a parasitemia induzida pelo P. berghei, assim como,
obtiveram um resultado importante na avaliagdo de sobrevida dos camundongos. Diante do
exposto, o extrato acetonico de C. guianensis, um produto natural da Amazonia apresentou
potencial antimalarico seguro e promissor candidato as novas pesquisas complementares

necessarias ao desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Malaria, Carapa guianensis, Plasmodium, atividade antimalarica.



ABSTRACT
Malaria is an infectious disease, neglected, endemic in more than 85 countries, responsible for
more than 241 million cases, considered one of the biggest economic and social problems in
the world. In Brazil, in 2020, 145,188 cases of the disease were reported. Plasmodium
falciparum and Plasmodium vivax are primarily responsible for most cases of the disease.
Malaria eradication is of global interest, however, the lack of a vaccine, the emergence of
resistant parasites and their high endemicity make this control difficult, and justify the search
for new bioactive molecules for the production of new drugs with antimalarial potential. Thus,
this research evaluated the in vivo antimalarial activity of the acetone extract of Carapa
guianensis, as well as its acute toxicity, survival analysis and analysis of hematological
parameters. The industrial residue of C. guianensis was supplied by the vegetable oil extractor
company AmazonQil located in the city of Ananindeua-PA. The analysis of the chemical
composition of C. guianensis was performed by means of ultra-performance liquid
chromatography coupled to sequential mass spectrometry (MS-MS). Assessment of in vivo
toxicity in BALB/c mice was performed according to the OECD Guide. To evaluate the
antimalarial activity in vivo, BALB/c mice were used, infected with approximately 106
erythrocytes parasitized by P. berghei receiving treatment on the 4th day after inoculation,
treated for 7 consecutive days and submitted to blood collection to determine the
hematological parameters. The chemical characterization identified limonoids as the major
compounds being methyl angolensate (21.17%) and 6a-acetoxygedunin (12.38%). The acute
toxic dose of acetone extract of C. guianensis was higher than 2000 mg/kg in BALB/c mice,
being classified in category 5 of the Globally Harmonized Classification System (GHS). The
doses of acetone extract (100 and 200 mg/kg/day) significantly reduced P. berghei induced
parasitaemia, as well as obtaining an important result in the evaluation of mouse survival. In
view of the above, the acetone extract of C. guianensis, a natural product from the Amazon,
presented a safe antimalarial potential and a promising candidate for further complementary

research. Necessary for the development of new drugs.

Keywords: Malaria, Carapa guianensis, Plasmodium, antimalarial activity
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1 INTRODUCAO

Doenga potencialmente fatal, a malaria apresenta-se como um grave problema de
satide publica, atingindo milhares de pessoas anualmente em todo planeta (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019). Ocorre em mais de 85 paises, onde no ano de 2020 houve aproximadamente
241 milhdes de casos da doenga, as mortes chegaram a 627 mil. Os maiores numeros de casos
da doenca ocorrem na Africa Subsaariana, Asia, Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental e
nas Américas (OPAS, 2020). Na regido das Américas o pais que mais registra casos da

doenga ¢ o Brasil, com cerca de 50% das ocorréncias (BRASIL,2006).

Figura 1- Distribui¢do mundial da malaria.
PAISES ENDEMICOS PARA A MALARIA EM 2000 E 2016

PAISES ENDEMICOS PARA A MALARIA EM 2016 I PAISES ENDEMICOS PARA A MALARIA EM 2000, NAO MAIS ENDEMICOS EM 2016
]PAISES NAO-ENDEMICOS PARA A MALARIA EM 2000 DADOS NAO APLICAVEIS

FONTE: BASE DE DADOS DO RELATORIO MUNDIAL DA MALARIA (WHO), 2016, TRADUZIDO.

Fonte: Organizagdo Mundial de Saude (2016)

No Brasil, em 2020 foram notificados 145.188 casos de malaria segundo dados do
Ministério da Satude (2022), desses casos 99% ocorreram na regido da Amazdnia Legal,
distribuidos nos estados do Amazonas, Acre, Amapa, Mato Grosso, Maranhdo, Para,
Roraima, Rondonia e Tocantins. Isso acontece devido as condi¢des demograficas, ambientais
e sociais favoraveis para a manutencdo da transmissdo da doenga nesta regido (LAPOUBLE

et al., 2015).

Na Amazonia, responsavel por grande niimero de casos da doenca no pais, estd o
Estado do Para, localizado na porcao oriental da regido norte do Brasil (Amazdnia Brasileira),
¢ o segundo maior estado do pais em extensdo territorial (CORDEIRO, 2002). A regido
paraense ¢ endémica por oferecer ao vetor caracteristicas geograficas (adequadas a

proliferagdo vetorial), ecoldgicas (intenso desmatamento), bioldgicas (presenca de altas
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densidades de vetores) e socioeconémicas (varios grupos populacionais morando proximas ou

dentro de areas florestais) que facilitam a sua transmissdo (CONFALONIERI, 2005).

No ano de 2020 o Estado do Para registrou aproximadamente 24.556 mil casos
confirmados de maléria, sendo sua maioria nas Regides do Baixo Tocantins, Regido do
Maraj6 II e Regido do Tapajos. A transmissibilidade em geral acontece em areas rurais, como,
assentamentos, comunidades ribeirinhas, garimpos e areas indigenas, muito caracteristico
dessas regidoes, porém, também sdo notificados casos da doenga em areas urbanas e
periurbanas (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Para essas populagdes tradicionais, que sdo
responsaveis por grande parte dos nimeros de casos da doenga, as plantas medicinais
apresentam-se como uma das principais alternativas de tratamento devido as influéncias

culturais e ao custo proibitivo dos produtos farmacéuticos.

O uso de plantas medicinais para tratar varias doengas incluindo a maldria, faz parte da
cultura popular de varios paises, o interesse pela medicina tradicional aumentou
consideravelmente entre usuarios, pesquisadores ¢ servicos de saide (ROSA et al., 2011). O
estudo dessas plantas parte inicialmente do seu uso pelas comunidades, tornando-se mais
viavel para a elaboragdo de pesquisas farmacologicas. Na Amazdnia as plantas medicinais
apresentam-se como uma op¢ao de tratamento principalmente pelas populagdes tradicionais, e
entre as espécies de plantas medicinais utilizadas empiricamente, estd a espécie de Carapa

guianensis.
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Caracteristicas da malaria

A malaria ¢ uma doenga infecciosa, febril de evolugdo aguda, ndo contagiosa, que
traz como agente etiologico protozoario do género Plasmodium (MACIEL et al, 2011). O
parasita responsavel pela malaria pertence ao filo Apicomplexa, subordem haemosporina e
familia Plamodidae. Sdo cinco espécies de Plasmodium reconhecidas como agentes
etiologicos da malaria em seres humanos: P. malariae, P. vivax, P. falciparum, P. ovale e P.

knowlesi (recentemente encontrado na Malasia) (CHAVES et al., 2015).

Os vetores responsaveis pela transmissdo da maldria sdo insetos da ordem dos
dipteros da familia Culicidae do género Anopheles, popularmente conhecidos por mosquito-

prego, carapand, bicuda e muricoca. No Brasil, existem cinco espécies consideradas como
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vetores principais da doenca: A. darlingi, A. aquasalis, A. albitarsis, A. cruzi e A. bellator

(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Dentre todas as espécies a infeccdo por P. falciparum, é responsavel pelo maior
namero de obitos, seguido do P. vivax, sendo amplamente distribuido pelos tropicos.
(GARCIA, 2010). O P. ovale e o P. malariae estio distribuidos pela Africa tropical e em
outras grandes areas endémicas da doenca no planeta (ROUCHER et al, 2014). O
Plasmodium knowlesi ¢ um parasita encontrado na natureza em macacos, entretanto, tem-se
observado casos de malaria em seres humanos ocasionada pelo P. knowlesi em todo Sudeste
Asiatico, constituindo a quinta espécie de Plasmodium que causa malaria em humanos
(SINGH & DANESHVAR, 2013; WHITE, 2008). Sem uma vacina, a prevengao, diagnostico
e tratamento sdo as principais recomendagdes da Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
2016).

2.2 Transmissao e ciclo biolégico do Plasmodium

A transmissdo da malaria ocorre por via vetorial, por meio da picada da fémea do
mosquito Anopheles infectada por protozoario do género Plasmodium. No Brasil, o Anopheles
darlingi, ¢ o principal vetor da doenga, esses mosquitos sdo encontrados picando durante todo
o periodo noturno, porém, também sdo encontrados realizando repasto sanguineo ao
amanhecer e ao entardecer. Seus criadouros sdo preferencialmente locais com agua limpa,
sombreada, quente ¢ de baixo fluxo, caracteristico da Amazdnia Brasileira (BRASIL, 2006;

MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Figura 2 — Mosquito Anopheles darlingi

is (2017).
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O ciclo do Plasmodium ¢é heteroxénico, ou seja, para completar o seu ciclo biologico
de vida ele precisa de dois hospedeiros diferentes: um vertebrado (hospedeiro intermediario)
onde ocorre a fase assexuada e outro invertebrado (hospedeiro definitivo) onde ocorre a fase

sexuada do ciclo (RiOS VELASQUEZ, 2014; VENTURA, 2010).

A infeccdo se inicia durante o repasto sanguineo, onde as fémeas anofelinas
inoculam os esporozoitos (presentes nas glandulas salivares) nos capilares cutineos do
homem, esses esporozoitos introduzidos na corrente circulatéria chegam aos hepatocitos,
onde se multiplicam por divisdo assexuada, também chamada de esquizogonia pré-eritrocitica
(por preceder obrigatoriamente a fase de parasitismo intraeritrocitdrio) originando os
esquizontes, que por sua vez, se segmentam formando milhares de elementos filhos, os

merozoitos (PESSOA, 1982; REY, 1992; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Nas espécies de P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos permanecerdo em estagio de
laténcia no figado, chamados de hipnozoitos (responsaveis pelas recaidas tardias da doenga)
(SOULARD et al., 2015). Outros hepatocitos parasitados, rompem-se liberando esses
merozoitos, uns serdo fagocitados pelas células de Kupffer, enquanto que outros sobreviverao,
invadindo os eritrdcitos e iniciam o segundo ciclo de reproducdo assexuada do Plasmodium, o

ciclo eritrocitico (REY, 1992).

Apbés invadirem os eritrocitos, esses merozoitos transformam-se em trofozoitos,
dando origem esquizontes sanguineos, esses esquizontes amadurecem e se diferenciam em
merozoitos que invadem outros eritrocitos, repetindo o ciclo constantemente (ANTINORI et
al., 2012). Apds varios ciclos, alguns merozoitos se transformam em gametocitos (formas
sexuadas) denominadas macrogametas (feminino) e microgametas (masculino). Esses
gametas dentro das hemacias ficam na corrente sanguinea até que haja um eventual repasto de
sangue, sendo assim ingeridos por um anofelino, logo, esses gametas chegam até o intestino
delgado do vetor onde sofrem divisdo celular se transformando em ookinetos (macrogametas
fecundados), esses atravessam o intestino formando cistos, chamados de oocistos. Esses
oocistos passam por esporogenia, rompendo-se permitindo que muitos esporozoitos migrem
para as glandulas salivares do anofelino, estando completos para uma nova inoculacdo

(BRASIL, 2010).
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Figura 3 - Ciclo de vida do Plasmodium.
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Fonte: Centro de controle e prevencdo de doengas (2006).

2.3 Patogenia da malaria

Geralmente o quadro clinico da malaria pode ser classificado como leve, moderado
ou grave, isso vai depender de fatores como a espécie do Plasmodium infectante, o tempo
transcorrido de infeccdo, a parasitemia ¢ o grau de imunidade adquirida pelo individuo. Os
grupos considerados de risco e que estdo sujeitos a apresentarem complicacdes em
decorréncia da doenga estdo as gestantes, as criangas e os primoinfectados, principalmente se

a infecgoes for pelo P. falciparum (WEISS et al., 2010).

A sintomatologia envolve febre e quando acompanhada de cefaleia e calaftio,
constitui a triade malarica, comum na evolu¢do clinica da doenca (VENTURA, 2010). Além
disso, outros sintomas como vOmito, anorexia, anemia, fadiga e diarreia também podem estar
presentes. Caso ndo tratada de maneira correta a malaria pode desenvolver graves
complicagdes, tais como, ictericia, edema pulmonar, obstrugdo de vasos sanguineos no

cérebro e complicac¢des renais, podendo ainda levar a 6bito (FRANCA et al., 2008).

A infeccdo ocasionada pelo P. falciparum ¢ a mais letal (FRANCA et al., 2008).
Nesse tipo de infec¢do o individuo pode desenvolver anemia grave, ictericia acentuada,

hiperparasitemia, edema agudo de pulmao, distirbios hidroeletroliticos e equilibrio acido-
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basico, disturbios hemorragicos, insuficiéncia renal aguda, coma, convulsdes, choque

circulatorio e hipoglicemia acentuada (BRASIL, 2006).

As alteragdes hematologicas mais comuns na infec¢do malarial sdo: anemia,
leucopenia, trombocitopenia, eosinopenia e neutropenia (DAVIS ef al., 1991; HANSCHEID
et al., 2008). A anemia se caracteriza como uma das complica¢des mais frequentes e acontece
em decorréncia da destrui¢do dos eritrocitos pelo Plasmodium. Nas criangas e nas gestantes o
quadro de anemia pode ser ainda mais grave, devido aos indices de hemoglobina na maioria
das vezes apresentarem-se inferiores ao de um adulto normal. Além disso, o estado
nutricional, infec¢do pelo virus HIV, infecgdo helminticas e bacteremia, podem acentuar

ainda mais o quadro de anemia do individuo (SIQUEIRA et al, 2014).

O comprometimento renal durante a infeccdo pelo Plasmodium ¢ um achado
frequente e apresenta-se como uma complicacdo severa que pode levar a 6bito. Isso pode
ocorrer na infecgdo por qualquer espécie de Plasmodium, porém, ¢ mais frequente na infecgio
por P. falciparum onde as alteragdes tubulares sdo mais relevantes que as glomerulares,
podendo ir desde um acometimento de pequena monta até necrose tubular aguda e
insuficiéncia renal aguda (IRA). O aparecimento de IRA estabelece um critério de gravidade,
evidenciando o comprometimento de outros 6rgdos ou sistemas, podendo desenvolver choque
hipovolémico, acidose, hipoglicémia e a presenca de parasitémia intensa (> 5%). Na infec¢do
pelo P. malariae o individuo pode desenvolver complicagdes mais tardias, especificamente
insuficiéncia renal cronica (HALDAR, 2009; PIRES et al., 2001; AGUIAR, 2010; SIMAO et
al., 2003).

O comprometimento hepatico pelo Plasmodium tornar-se visivel, sobretudo, através
da ictericia, alteracdo do nivel sérico das aminotransferases ¢ hepatomegalia. Apresenta-se
como uma caracteristica histopatologica distinta, podendo alterar o funcionamento do 6rgao,
como o rebaixamento dos fatores que atuam na coagulagdo, impedimento de metabolizar
varios antimalaricos e alteracdes na gliconeogénese colaborando para o evento de acidose

latica e hipoglicemia— aproximando-se, a insuficiéncia hepatica aguda (BAHETI et al., 2003).

A imunidade contra a infeccdo ¢ um componente da influéncia de diversos fatores
que ajudam a regular as afinidades entre parasito-hospedeiro. A imunidade a malaria abrange
uma resposta celular e humoral, onde as células T sdo indispensaveis para produzir anticorpos

e na inducdo da imunidade celular. O Plasmodium expde-se ao sistema imune em maior ou
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menor grau levando em conta o seu estagio de desenvolvimento, no hospedeiro seu sistema
imune responde aos antigenos parasitarios induzindo a resposta imune efetiva contra o
parasita ou a imunopatologia (NAHREVANIAN, 2006; VERONESI, 1999). A resisténcia
inata ¢ um estado inerente do hospedeiro independente de qualquer contato prévio com o
Plasmodium, essa resisténcia pode proteger total ou parcialmente o individuo do processo

infeccioso (BRAGA & FONTES, 2000).

Em virtude da exposi¢cdo natural frequente a maldria o individuo apresenta uma
imunidade ativa natural a curto prazo contra a infec¢do e para sustentar essa imunidade
natural, é necessario que a infecgdo se repita (MOORTHY et al, 2004). O desenvolvimento
da imunidade ativa contra a infec¢do varia de pessoa para pessoa, mas geralmente os adultos
que vivem em regides de constante exposi¢cao ao Plasmodium desenvolvem essa imunidade
que os protegem durante a vida (DOOLAN et al., 2009). Ja a imunidade adquirida esta sujeita
as condicdes apresentadas pelo individuo como seu estado nutricional, condi¢des de repouso e
tratamento medicamentoso. Em regides naturais de alta transmissibilidade da doenga como na
Africa e na Asia, onde predominio é do P. falciparum, os recém-nascidos sdo protegidos de

malaria durante os seis meses de vida (REY, 2001; MIOTO, et al., 2012).
2.4 Diagnostico

Para diagnosticar essa enfermidade ¢ importante reconhecer o contexto
epidemiolédgico, clinico e laboratorial. E indispensavel que se realize uma anamnese para se
apurar informag¢des mais detalhadas sobre o individuo, como por exemplo, se 0 mesmo reside
em area endémica ou se permaneceu em zona de risco de infecgdo, se possui historico de

transfusdo sanguinea ou padrdes de febre intervalados (KOOGAN, 2009).

O diagnéstico precoce atua como forma de controle dessa doenga, pois possibilita o
tratamento antes que haja uma maior progressao de transmissdo. No entanto, alguns sintomas
causados pela malaria sdo parecidos com a sintomatologia de outras doengas, tais como:
hepatite viral, dengue e leptospirose, entre outras, o que de certa forma dificulta o seu

diagnostico (COSTA et al., 2010).

Com o intuito de minimizar esse problema, foram desenvolvidos métodos de
diagndstico para se detectar o parasita ou seus subprodutos, apresentando cada um suas

vantagens ¢ desvantagens em relacdo ao seu uso, desempenho, custo ¢ praticidade. Para que
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haja eficdcia no tratamento ¢ necessario que se tenha um diagndstico célere e correto, além de
se utilizar as drogas antimaldrica mais adequada e no tempo mais breve possivel. O

diagnéstico pode ser dividido em clinico e laboratorial (GLORIA, et al., 2018).
2.4.1 Diagnéstico clinico

Estudos recentes demonstram que a demora no diagnostico ¢ um fator agravante da
doenga, sobretudo se for causada por P. falciparum. O diagnéstico clinico é realizado em
decorréncia de sinais e sintomas sugestivos de infec¢do, como febre de 40°C ou mais, seguida
de calafrios, sudorese profusa e cefaléia, em padrdes recorrentes. Podem aparecer ainda sinais
prodromicos, a exemplo de vOmitos, nauseas, astenia, fadiga. Outros sintomas tipicos da
maldria: anemia hipocromica, com hematocrito alto no periodo febril, esplenomegalia
dolorosa, quadro clinico ligado a historia epidemiologica de residéncia ou procedéncia de area
endémica, ¢ a resposta rapida a utilizagdo de antimalaricos podem ajudar a fechar o

diagndstico (BRASIL, 2004).
2.4.2 Diagnostico laboratorial

Ha anos a microscopia optica ¢ considerada como padrdo ouro para detecgdo da
malaria (MURPHY et al, 2013). O teste microscopico tem propriedades desejaveis, como
baixo custo, especificidade e alta sensibilidade. Por esses motivos, se sustenta como padrao
ouro para detec¢do da doenga. Apesar disto, existem outros métodos utilizados para o seu
diagndstico, como o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), imunofluorescéncia,
testes imunocromatograficos rapidos, PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e outros

(GLORIA, et al., 2018).

O diagnéstico da infeccdo ¢ efetivado pela visualizagdo microscopica do
Plasmodium em exame de esfregaco delgado ou gota espessa, corado pela técnica de Giemsa
ou Walker. Além de facilmente acessiveis, ambas permitem indicar a espécie do plasmodium.
Esses métodos também quantifica a intensidade do parasitismo, mediante determinagdo da
parasitemia por volume de microlitro ou milimetros cubicos (ul ou mm3) de sangue (GOMES

et al., 2011; BRASIL, 2005).

Os diagnosticos sorologicos se baseiam na interagdo entre antigenos do parasita com
anticorpos produzidos contra estes parasitas em pessoas infectadas, utilizam-se técnicas como

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) ou imunofluorescéncia (TANGPUKDEE et
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al., 2009). Os testes de diagnostico rapido (TDR) para a infecgdo consistem em anticorpos
contra antigenos caracteristicos do plasmodium retidos em membranas de nitrocelulose e
unidos a particulas de ouro, que migram na fase liquida de sangue de individuos com suspeita
da doengca (MOODY, 2002). Além disso, varias pesquisas t€ém enfatizado a utilizacdo da
reacdo em cadeia da polimerase (polymerase-chain reaction — PCR) como método de
deteccdo de DNA de Plasmodium circulante (LASERSON et al, 1994). A PCR possibilita
rapidamente uma analise mais sensivel e especifica que as outras (PERANDIN et al., 2004;

MANGOLD et al., 2005).

2.5 Vacina

Na busca pela erradicacdo da malaria, tem-se incentivado o desenvolvimento de uma
vacina eficaz, essa vacina € necessaria para que haja o controle dessa doencga, uma vez que os
Plasmodium resistentes aos antimalaricos e a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas trazem
grande consequéncias para a saude das populagdes de paises endémicos. O conhecimento
sobre o ciclo evolutivo do Plasmodium € necessario para se compreender os possiveis alvos a
serem atingidos pelas vacinas antimaldricas, essas vacinas focam nos trés estagios do ciclo do
parasito, sdo elas: vacinas com atuag@o nas formas pré-eritrociticas ou vacinas bloqueadoras
da infecg@o (esporozoitos e/ou formas teciduais hepaticas); vacinas para as formas assexuadas
eritrocitarias ou modificadoras da doenga (merozoitos); e as vacinas para as formas sexuadas
ou bloqueadoras da transmissdo (gametocitos) (FRASSON et al., 2009; CHAVES et al,
2015).

O Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax sdo os mais estudados para o se
desenvolver essas vacinas. A vacina RTS,S/ASO1 (Mosquirix™) foi desenvolvida para
combater a malaria ocasionada pelo P. falciparum, e encontra-se em estudos mais avangados
de fase III onde sua ag@o ¢ na fase pré-eritrocitica. Desde 2019 a RTS,S/AS0O1 esta sendo
testado por um programa piloto no Quénia, Gana ¢ Malaui, ultrapassando mais de 800 mil
criangas imunizadas. O uso da vacina RTS,S/ASO1 em associacdo com os antimalaricos
contribuiram para a reducdo do nimero de casos graves de malaria em criangas no continente
africano. A eficacia e protecdo da vacina ultrapassa 39% em novos casos ¢ 29% em casos
graves. O desenvolvimento dessas vacinas evitaria as formas graves da maldria, com o
principal objetivo de reduzir a morbimortalidade da doenga nas areas endémicas (CHAVES et

al., 2020).
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2.6 Farmacos Antimalaricos

Entre as décadas de 50 e 60, foi lancado pela Organizagdo Mundial de Satde um
programa que buscou erradicar a malaria. Esse programa estava fundamentado na utilizagdo
de fortes inseticidas e drogas antimalaricas, e tinha como finalidade interromper o ciclo
bioldogico homem-mosquito por um periodo aceitavel até que reservatorio do vetor
desaparecesse. Porém, na década de 70 observou-se uma falha no programa em razdo de
fatores econdmicos, administrativos e bioldgicos, o que resultou na resisténcia parasitaria aos
antimalaricos tradicionais (DIAS; FREITAS 1997; TARANTO et al., 2006).

Os medicamentos utilizados em seu tratamento sdo oriundos de produtos naturais ou
sintetizados a partir deles, produzidos desde 1940 (FRANCA et al., 2008). Sem uma vacina,
seu tratamento e profilaxia sdo realizados através dessas drogas. A resisténcia do Plasmodium
as diversas classes de farmacos disponiveis apresentam-se em muitas regidoes endémicas ao

redor do mundo (COSTA, 2017).

Comumente boa parte dos farmacos antimalaricos atuam na fase eritrocitica do
parasito. Os principais antimalaricos podem ser classificadas: pelo seu grupo quimico em
arylaminodalcoois (quinina, mefloquina e halofantrina), 4-aminoquinolinas (cloroquina e
amodiaquina), 8-aminoquinolinas (primaquina), peroxido de lactona sesquiterpénica
(derivados da artemisinina), naftoquinonas (atovaquona) e antibioticos (tetraciclina,
doxiciclina e clindamicina), ¢ pelo seu alvo de agdo no ciclo bioldégico do parasito em
esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas (cura radical do P. vivax), esquizonticidas
sangiiineos (promovem a cura clinica), gametocitocidas (bloqueia a transmissdo) e

esporonticidas (impede a infecg@o pelos esporozoitos) (BRASIL, 2001).

A efetividade de um antimalarico é oferecida segundo as intera¢Ges entre a droga e o
plasmodium — toxicidade seletiva e resisténcia aos farmacos — e entre a droga e o hospedeiro
por meio da farmacocinética e da farmacodinamica. Um medicamento ideal ¢ seletivo para o
parasito e proporciona atividade terapéutica sem ou com pouquissima toxicidade para o
hospedeiro (DESHPANDE er al, 2016). O tratamento correto, ou seja, seguindo dosagem e
tempo recomendados, objetiva garantir um tratamento clinico répido e duradouro, além de
impedir a aparicao das formas graves da doenca e evitar o desenvolvimento da resisténcia
medicamentosa do Plasmodium (OSORIO-DE-CASTRO et al, 2011). Quando tratada a
tempo, ¢ muito dificil ocorrer morte por maldria em individuos sem comorbidades

(TARANTO e al., 2006).
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2.6.1 Artemisinina e seus derivados

Em meio aos farmacos utilizados no tratamento e quimioprofilaxia da maléria,
destaca-se a artemisinina por ser o antimaldrico cuja resisténcia dos Plasmodium ndo possui
relevancia clinica. A artemisinina (ginghaosu) ¢ adquirida através da extracdo de plantas do
género Artemisia apresentando-se em maior quantidade na espécie 4. annua (HSU, 2006). E
de origem chinesa, usada pela medicina chinesa para tratar a maldria desde o século II a.C

(FRANCA et al., 2008).

Trata-se de uma lactona de sesquiterpeno com um peréxido como ponte de ligagdo.
A porcdo ligada ao peroxido parece ser responsavel pela atividade antimalarica. A
artemisinina e seus derivados estdo entre os esquizonticidas sanguineos de agdo rapida, agindo
na eliminagdo do parasito e melhorando os sintomas em menos tempo quando comparados a
cloroquina ou a quinina (BRASIL,2001). Contudo, estudos atuais sugerem que O uso
descontrolado do farmaco, e de seus derivados, podem criar condi¢des adequadas para o

surgimento de Plasmodium resistentes (JAMBOU et al., 2005).

A artemisinina contém baixa toxicidade em compara¢do a quinina, desta forma,
ocasiona pouco efeitos adversos. Apesar disso, oferece baixa biodisponibilidade, sendo pouco
soluvel em dgua ou 6leo (DE DONNO et al., 2012). A diidroartemisinina ¢ uma derivagdo do
composto soluvel em 6leo e o artesunato de sddio e 4cido artelinico soluveis em dgua. Ambos
possuem acdo esquizonticida sanguinea mais forte quando comparado ao composto precursor,

combatendo parasitos resistentes a varios antimalaricos (BRASIL, 2001).

Os estudos com derivados da artemisinina, comprovam que sua atividade se da por
conta da indugdo da formagdo de radicais livres que alquilam ou oxidam proteinas e lipidios
dentro dos eritrocitos infectados (KANNAN et al,, 2005). Outro diferente modo de acdo
indicado € que a artemisinina e seus derivados necessitam serem acionados por clivagem
redutora, capaz de alquilar enzimas do Plasmodium, induzindo a morte do parasito (WU,

2002).
2.6.2 Quinolinas e derivados

A quinina, composto isolado da arvore Cinchona, oriunda da América Central e do
Sul, foi o primeiro composto usado para tratar a malaria (BARREIRO et al., 2009;
GREENWOOD et al, 2008). A sua estrutura quimica ¢ composta, sobretudo por um alcaldide
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(anel heterociclico contendo nitrogénio com um par de elétrons ndo-ligante) responsavel pela
atividade antimalérica da substancia (LA-SCALEA et al., 2007)

Apbs ser descoberto, o uso e a demanda por quinina se expandiram pela América do
Norte, Asia e Europa, onde na metade do século XX esse composto passou a ser considerado
o principal quimioterapico empregado para tratar a infeccdo pelo Plasmodium. No entanto
reduziu-se sua utilizacdo devido sua elevada toxicidade, além do aparecimento de P.
falciparum resistentes (FRANCA et al., 2008).

Muitos farmacos foram sintetizados da estrutura quimica da quinina, resultando na
sintese de muitas aminoquinolinas e amino-alcoois relacionados, incluindo a cloroquina,
amodiaquina, mefloquina e piperaquina (GRYZLO; KULIG, 2014). Estes apresentam acdo
bastante semelhante a quinina (SA ef al, 2011). E tem agdo esquizonticida, ativa contra
formas eritrociticas assexuadas de P.falciparum e P.vivax, e ndo possui efeito sobre as formas
hepaticas do parasita (ACHAN et al, 2011).

O mecanismo de ac¢do das quinolinas continua pouco esclarecido sendo alvo de
muitos estudos. Entretanto, seu principal mecanismo de agdo se demostra estar ligado ao
acamulo de bases fracas no lisossomo acido do Plasmodium junto com a ligagdo de
ferriprotoporfirina-IX (do grupo heme da hemoglobina), impedindo com isso a polimerizagdo
do mesmo por parte da ferriprotoporfirina-IX polimerase evitando assim seu mecanismo de
detoxificacao, essa concentragdo de ferriprotoporfirina-IX ocasiona a morte do parasito
(ROBERT et al., 2001; SILVA et al., 2005). No Brasil, a quinina permanece sendo a droga
de escolha para tratar a infec¢do por P. falciparum nao grave ou complicada, em associacao
com doxiciclina ou tetraciclina (BRASIL, 2001).

2.6.3 Antifolatos

Em 1960 surgiram cepas de P. falciparum cloroquina-resistentes, os medicamentos
sulfadoxina e pirimetamina combinados tornaram-se fortemente utilizados para se tratar a
infecgdo. Essas duas drogas atuam seletivamente sobre enzimas envolvidas no ciclo dos
folatos, importantes em processos bioquimicos vitais do parasita, como na sintese de
aminoacidos, proteinas e DNA (SILVA, 2013).

Os antifolatos estdo entre as classes de medicamentos antimaldricos mais usados
atualmente, em decorréncia do aparecimento de Plasmodium resistentes ao tratamento, sua
eficiéncia tornou-se prejudicada. Os antifolatos usados para tratar a malaria sdo distribuidos
em duas classes: inibidores da dihidropteroato sintase (DHPS) e inibidores da dihidrofolato
redutase (DHFR) (SCHUCK, 2013).
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Os inibidores da DHFR sdo fortes agentes esquizonticidas ¢ agem sobre as formas
assexuadas do plasmodium, sdo algumas dessas drogas a pirimetamina e a trimetoprima. Nos
inibidores da DHPS temos a sulfadoxina e as sulfonas drogas muito utilizadas no tratamento
(FRANCA et al, 2008). Entretanto alguns novos antifolatos, onde a estrutura e atividade sao
da pirimidina e triazina estdo em processo de desenvolvimento com grandes potenciais
antimalaricos (SAHU et al., 2008).

As combinagdes de drogas com potencial antimalarico existentes com determinadas
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas, visam aumentar a eficacia terapéutica e
diminuir ou retardar a selecdo de parasitos resistentes. Para isso sdo utilizados alguns
medicamentos em combinagdo, como por exemplo a lumefantrina, amodiaquina, mefloquina e
sulfadoxina-pirimetamina (AGUIAR et al., 2012). No Brasil, a politica nacional de tratamento
da malaria orienta toda a terapéutica e disponibiliza gratuitamente os medicamentos
antimalaricos utilizados por todo o territorio nacional, através do Ministério da Saude (LEITE

et al.,, 2013).

2.7 Plantas medicinais

Ha comprovacdes de que ha milénios os produtos naturais sdo utilizados na
terapéutica de diversas patologias humanas (LAHLOU, 2013). Os registros demonstram que
desde a era paleolitica as plantas ja eram usadas como remédio (SAAD et al., 2009). O uso de
plantas medicinais é um dos métodos mais antigos utilizados pela humanidade e, ainda hoje,
representam para muitos grupos étnicos e comunidades, a Unica forma de tratamento, cura e

prevengdo de varias doengas (VEIGA e al.,, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saide estima que 80% da populagdo em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento utilizam a medicina tradicional com plantas.
Buscou-se entdo a necessidade de se valorizar a utilizagdo de plantas medicinais na atengdo
basica a saude (ROSA et al, 2011). Nos ultimos anos, tem-se constatado a necessidade de se
buscar e desenvolver novos farmacos. Isso acontece em decorréncia dos altos indices e
prevaléncia de enfermidades que ndo tém tratamentos e/ou cura satisfatéria em humanos e
animais, o que de certa forma favorece a realizagdo de pesquisas de bioprospecgdo de novas

fontes de moléculas bioativas (STROBEL & DAISY, 2003).

No Brasil, a vasta biodiversidade de flora, ¢ vista pelos pesquisadores como uma

mina de substancias biologicamente ativas (BARREIRO et al., 2002). Na Amazonia inumeras
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espécies de plantas sdo utilizadas na medicina tradicional para tratar doencas infecciosas
(FUNASA, 2002). Porém, grande parte das plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas
com pouca ou nenhuma comprovagdo de suas propriedades farmacolédgicas (VEIGA et al,
2005). Uma das plantas utilizadas com finalidade terapéutica é a C. guianensis objeto de

estudo desta pesquisa.
2.7.1 Carapa guianensis.

A C. guianensis faz parte da familia botanica Meliaceae, com cerca de 51 diferentes
géneros e aproximadamente 550 espécies, sendo encontradas em regides tropicais e
subtropicais da América, Asia, Australia, Africa e Nova Zelandia. No Brasil essa familia é
constituida por 7 géneros, sendo: Swietenia, Guarea, Cedrela, Khaya Cabralea, Trichilia e
Carapa (MIRANDA JUNIOR, 2014). A C. guianensis (AUBLET, 1775) é encontrada nos
estados do Para, Amapé e Maranhdo, Acre e Amazonas (BRASIL, 2021).

E popularmente conhecida como andiroba-do-igapd, andiroba, jandiroba, penaiba,
carapd, aldirova e em inglés de crabwood, entre muitos outros nomes populares. Em tupi-
guarani andiroba quer dizer “gosto amargo”, caracteristica designada em virtude dos
limonoides achados em seu tronco, galhos e sementes (DA SILVA et al., 2009). A arvore de
andiroba pode atingir de 25-50 metros de altura, possui um tronco cilindrico e reto, tem uma
casca espessa muito amarga de coloragdo avermelhada ou acinzentada, que se desprende em
grandes pedacos. Esta arvore produz um ouri¢o arredondada que quando maduro cai e libera
sementes que contém um Oleo amarelo-claro, utilizado como produto fitoterapico

(NASCIMENTO et al., 2019).

Figura 4 — Carapa guianensis

Fonte: Empeé Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa (2022).
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O uso fitoterapico desta espécie vem desde o tempo do Brasil colonia. Na Amazodnia, a
populagdo, de uma forma geral, costuma utilizar a andiroba no tratamento contra tosse,
convulsoes, doengas de pele, artrite, reumatismo, infecgdes de ouvido, para curar feridas,
contusdes, como repelente de insetos e também para tratar os sintomas relacionados a malaria

(DA SILVA et al., 2014).

A andiroba ¢ uma arvore tropical com fortes caracteristicas e de uso multiplo, ¢
valorizada tanto pelo 6leo extraido de suas sementes com pela alta qualidade de sua madeira.
E cultivavel na regiio amazonica e sua semente ¢ muito utiliza na industrializagdo de frutos
nativos da regido, o residuo gerado da semente na maioria das vezes ¢ desprezado, podendo

ser utilizado para a obtencdo de subproduto da andiroba (KLIMAS et al., 2007).
2.7.2 Propriedades medicinais de Carapa guianensis.

Praticamente todas as partes da C. guianensis sdo utilizadas para algum fim terap&utico
na medicina popular no Brasil, assim como em outros paises que englobam a floresta
amazonica. A partir das sementes desta espécie os povos nativos da Amazonia extraem o 6leo
da andiroba, que ¢é tradicionalmente utilizado como antipirético, anti-malarico, inseticida,
anti-inflamatorio e repelente (MIRANDA et al., 2012). A tabela 1 mostra varios autores que

identificaram algumas de suas suas propriedades medicinais.

Tabela 1- Relago das propriedades medicinais de Carapa guianensis.

AUTORES PROPRIEDADES MEDICINAIS
(SANTOS et al., 2016) Inseticida
(SILVA et al., 2006) Larvicida
(DE AMORIM et al., 2020) Anti-helmintica
(DE SOUZA et al., 2017) Anti-inflamatorio
(NONATO et al., 2018) Cicatrizante
(DE SOUSA et al., 2018) Antifungica
(SILVA & ALMEIDA, 2014) Antibactericida

Fonte: Proprio autor.

Varios estudos realizados com a C. guianensis confirmaram que esta espécie possui
atividade antiviral (PROPHIRO et al., 2012), antiparasitiria (MIRANDA JUNIOR et al.,
2012; OLIVEIRA et al., 2018), cicatrizante (NAYAK et al., 2010), e antioxidante (ARAUJO-
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LIMA et al, 2018). Nao encontramos na literatura trabalhos que descrevam a atividade

antimalarica do extrato acetonico do residuo industrial de C. guianensis.

As propriedades medicinais da andiroba sdo atribuidas aos Limondides
tetranotriterpenoides, incluindo 6a-acetoxigedunina, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, andirobina,
gedunina e metil-angolensato que sdo de grande interesse para os pesquisadores devido as
suas variedades estruturais e atividades bioldgicas. Eles contém atomos de oxigénio que
conferem uma polaridade moderada e sdo responsaveis pelas dificuldades na sua separagdo
por meio de métodos cromatograficos tradicionais (TAPPIN et al., 2008). No tronco, nos
galhos e nas sementes de andiroba foram identificados limonoides, flavonoides,
triacilglicerideos, cumarinas, monoacilglicerideos, metilbenzoatos triterpenos, flavanas, e

acidos graxos saturados (PENIDO et al., 2005).

Os limonoides oferecem uma polaridade mediana, sendo solivel em ésteres, cetonas
e clorados, além de uma baixa polaridade em 4gua e hexano. Nos ultimos anos os estudos
cientificos sobre esta espécie t€m levado ha muitas investigacdes sobre suas propriedades
farmacologicas. O interesse cientifico e comercial sobre a C. guianensis vem crescendo a cada

ano (TAPPIN et al., 2008).

2.8 Utilizacio de modelos experimentais na malaria

Em virtude da impossibilidade de se realizar estudos em humanos para se entender os
eventos que ocorrem durante a infeccdo pelo Plasmodium utilizam-se os modelos
experimentais na pesquisa (NITCHEU et al., 2003). Varios modelos experimentais foram
desenvolvidos em primatas ndo humanos, ratos e camundongos, embora possuam algumas
limitagGes esses modelos apresentam certas caracteristicas da malaria humana (BASIR et al.,

2012).

Os modelos in vivo sdo utilizados para avaliar a atividade antimalarica de um
composto, o uso de modelos animais em testes in vivo esta associado a questdes éticas
totalmente indispensaveis. Entre os modelos experimentais que mais se assemelham a doenca
em humanos, estd o modelo murino (roedores). Existem quatro espécies de plasmodium
oriundas de roedores africanos e adaptados para o uso em camundongos: P. berghei, P.

chabaudi, P. vinckei e P. yoelii. (NOGUEIRA & ROSARIO, 2010; NITCHEU et al., 2003).
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Essas espécies de P. murino apresentam varias particularidades, tornando-as ideais
para diferentes tipos de pesquisa. O P. chabaudi ¢ utilizado principalmente em estudos sobre
os mecanismos de resisténcia a drogas antimalaricas e evasdo do sistema imune. O P. yoelii ¢
usado em pesquisas sobre o estagio extra eritrocitico, tais como o estagio hepatico e a acdo do
sistema imune nessas formas. O P. vinckei ¢ utilizado para estudos de cronobiologia ¢ o P.
berghei, caracteriza-se por gerar uma infec¢do grave, deste modo ¢ indicado em estudos que
envolvem a maléaria grave, como por exemplo, a maldria cerebral (OTTO et al., 2014;

JUNQUEIRA, 2007).

Grande parte das pesquisas com modelos experimentais utilizam o modelo de
infeccdo por P. berghei ANKA, oferecendo uma divisdo segura entre linhagens de
camundongos resistentes (BALB/c ¢ A/J) e susceptiveis (C57B1/6 e CBA). Algumas
pesquisas relatam que camundongos geneticamente susceptiveis e infectados com a cepa
ANKA estdo sujeitos a apresentar manifestacdes clinicas parecidas com a infec¢do por P.
falciparum (VAN DER HEYDE et al., 2006). Deste modo, estes modelos experimentais estdo
sendo amplamente aproveitados principalmente em razdo da facilidade de manuseio,

observagdo e criagao desses animais em laboratorio.

3. JUSTIFICATIVA

Mundialmente conhecida, a malaria ¢ uma doenca de alta prevaléncia em paises em
desenvolvimento, atualmente é responsavel por mais de um milhdo de mortes a cada ano no
mundo e mesmo assim se apresenta como uma doenca negligenciada. No Brasil, estima-se
que 99% dos casos ocorram na regido amazodnica, isso acontece devido as condi¢des propicias
que a regido oferece para a proliferacdo do vetor. No ano de 2020, o Estado do Para ocupou o
segundo lugar dessa regido com mais nimeros de casos da doenca, ultrapassando 24 mil
notificagdes. Sabe-se que a regido amazdnica possui uma extensa area geografica, o que de
certa forma dificulta as estratégias de controle da doenga na regido, além de existirem fatores
determinantes relacionados ao aumento no nimero de casos, como a falta de uma vacina
eficaz, a resisténcia dos Plasmodium aos medicamentos padrdo, limitado o arsenal terapéutico

e a toxicidade dos farmacos existentes.

Nesse contexto, o uso de plantas medicinais representa uma alternativa terapéutica
viavel no tratamento da malaria, principalmente em locais com dificil acesso ao tratamento,

como na regido Amazonica. No entanto, a validacdo cientifica do conhecimento tradicional
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sobre as plantas medicinais ¢ primordial, pois direcionam as pesquisas para o
desenvolvimento de novas moléculas bioativas que podem levar a produgdo de farmacos
semissintéticos ou sintéticos com maior eficdcia e menos nocivos ao organismo humano. A
resisténcia do Plasmodium aos farmacos existentes e a falta de uma vacina eficaz de uso
global sdo fatores importantes determinantes na busca por novas opg¢des de tratamento. A
flora brasileira apresenta uma rica biodiversidade de recursos naturais inexplorados e diversas
espécies com potencial para serem investigadas. O estudo da espécie C. guianensis, objeto
desta pesquisa, visa corroborar com outros estudos que investigam moléculas com possivel

atividade antimalarica e assim, contribuir com o tratamento da malaria.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimalarica do extrato acetonico de Carapa guianensis em
modelos experimentais in vivo de malaria induzida pelo Plasmodium berghei em

camundongos BALB/c.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar a toxicidade aguda in vivo do extrato acetonico de C. guianensis.
- Avaliar a atividade hemolitica do extrato acetdnico de C. guianensis.

- Analisar o potencial antimalarico do extrato acetonico de C. guianensis, pelo seu efeito na

reducdo da parasitemia de camundongos com malaria;

- Analisar a sobrevivéncia dos animais com malaria e tratados com o extrato acetonico de C.

guianensis.

- Avaliar os parametros hematoldgicos dos animais com malaria, e tratados com o extrato

acetonico de C. guianensis.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao do material botanico

O residuo industrial da andiroba utilizado nesta pesquisa foi gentilmente cedido pela

empresa extratora de 0leo vegetal AmazonOil localizada na cidade de Ananindeua-PA. O



32

residuo vegetal foi enviado para a Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA, onde foi
utilizado nos testes do estudo. A espécie botanica foi identificada pela empresa extratora

AmazonOil.

5.2 Preparo e rendimento do extrato acetonico de Carapa guianensis

O preparo do extrato acetonico de C. guianensis foi realizado no laboratorio de
Farmacologia da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA, Unidade Tapajos. Foi
utilizado 200g de residuo industrial triturado em mash 20 e colocado em saco de papel filtro

12x6 para extracdo no aparelho soxhlet.

Figura 5: Extracdo do extrato acetdnico do residuo industrial de C. guianensis.

Foto: Propria autora.

O solvente orgénico escolhido para extrair o extrato do residuo industrial da C.
guianensis foi a Acetona, sendo trés tratamentos: 8 horas, 12 horas e 16 horas de extracdo
com 5 repetigdes cada. Os dados obtidos das extragdes foram analisadas utilizando o teste
ANOVA.

5.3 Caracterizacio quimica do extrato acetonico de Carapa guianensis

A caracterizagdo quimica de C. guianensis foi realizada por Peron (2017), através do
método de Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

sequencial (EM-EM). A identificagdo dos compostos majoritarios do extrato acetdnico de C.
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guianensis foi efetivada através da comparagdo com os compsotos disponiveis na literatura,

utilizando a biblioteca (NIST-11).
5.4 Animais

Para a realizacdo dos experimentos envolvendo animais o presente estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de ética no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal

do Oeste do Para sob o nimero de protocolo 0520220199.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 50 camundongos machos da
linhagem BALB/c, pesando em média de 20 a 30 g, oriundos do Biotério da Universidade
Estado do Para, mantido no alojamento do biotério a uma temperatura controlada de 22+2 °C,
sobre um ciclo claro-escuro de 12 horas, com ragdo balanceada (Labina®) e agua ad [libitum.
O manejo e os cuidados com os animais seguiram totalmente os principios éticos da
experimentacdo animal seguindo todos os critérios estabelecidos pelo Comité de ética no Uso

Animal (CEUA) da Universidade Federal do Oeste do Para.

5.5 Avaliacdo da toxicidade oral aguda

A toxidade oral aguda foi analisada utilizando o Guia OECD-423/2001 “Toxicidade
Aguda de Classes”, onde sdo usadas doses de (Smg/kg, 50 mg/kg, 300mg/kg ou 2000mg/kg),
em um numero minimo de 3 animais por grupo. A dose inicial escolhida foi de 2000mg/kg,
conforme estabelece o protocolo para espécies que ja possuem estudo prévio de toxicidade
aguda para seu género. A dose foi testada duas vezes para se definir a categoria toxicologica
segundo as especificagdes do Guia da OECD. As doses foram administradas por via oral
(gavagem) e posteriormente, os animais foram avaliados quanto as suas alteracdes motoras e
comportamentais depois de 30 min, 1h, 2h, 3h e 4h ap6s a administracdo, a partir de entdo,
diariamente até o 14* dia. Os parametros avaliados foram: hipnose, ataxia, anestesia,
irritabilidade, lacrimac@o, respiracdo, piloeregdo, reflexo, convulsdes, resposta aperto cauda,
contor¢do, tremores, frénito vocal, ptose, hipotermia, cianose, hiperemia ¢ morte. Todos os

animais utilizados no teste foram pesados antes da administrag@o, no 7° e 14° dia.
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Figura 6 - Protocolo de Toxicidade de Classe — Esquema de doses OECD-423/2001.

ol

Smg/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

300mg/kg

2000mg/kg

3 animals 3 animals

5mg/kg 50mg/kg 300mg/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
L
A\ 4 \ 4 A\ 4 \ 4
Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 0.5 > 5.5 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

«per step three animals of a single sex ( normally females ) are used « @ unclassified
«0,1,2,3: Number of moribund or dead animals at each step « Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 3
«GHS: Globally Harmonized Classification System (mg/kg b.w.)

Fonte: Adaptado OECD (2001).

5.6 Infeccao experimental por Plasmodium para a indugio da malaria

O ensaio foi efetivado por meio do teste adaptado e descrito por Peters (1985), onde
o modelo de maldria foi induzido a partir da inoculagdo via intraperitoneal de
aproximadamente 10° eritrocitos parasitados com cepa P. berghei (PbA) ANKA em 8

camundongos da linhagem BALB/c.

No primeiro animal infectado e doador, foi coletado uma gota da porcdo terminal da
cauda para andlise de densidade parasitaria. Esse animal apresentou uma densidade parasitaria
maior que 10%, e foi submetido a pungdo cardiaca para a coleta de sangue. O indculo
contendo hemacias parasitadas do animal doador foi administrado por via intraperitoneal nos

animais testes.

No 4° dia p6s infeccdo foi realizada coleta de uma gota de sangue da porgdo terminal
da cauda desses animais para andlise da densidade parasitaria. A avaliagdo da infec¢do foi
realizada através da contagem de hemadcias parasitadas em esfregago delgado com a execugdo
do calculo de parasitemia por campo microscopico examinado a determinagdo do indice de

densidade parasitaria (BRASIL, 2010a).
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5.7 Manutencio da cepa de Plasmodium berghei

Inicialmente foi coletado de um animal infectado, uma amostra de sangue através da
porcdo terminal da cauda. Uma aliquota de 20 pL de sangue total foi diluida em solucdo de
PBS, para um volume final de 1000uL. Desta solu¢do, 100 uL. foram administrados via
intraperitoneal nos animais de repasse, sendo este procedimento repetido semanalmente

durante o desenvolvimento do experimento com intuito da manutengdo da cepa viva.

5.8 Delineamento Experimental

Os animais foram separados em seis grupos experimentais com 06 animais por grupo:

e Grupo 01 (Controle): os animais receberam tratamento apenas com veiculo PBS
(Solugao Tampao Fosfato Salino), mas ndo foram infectados com o P. berghei.

e Grupo 02 (Malaria/P.berghei): animais infectados com o P. berghei.

e Grupo 03 (Padrdao Artemisinina): os animais foram infectados com o P. berghei e
receberam o tratamento com a Artemisinina 100 mg/kg/dia por via oral.

o Grupo 04 (And/C. guianensis 50 mg): animais infectados pelo P. berghei e submetidos
ao tratamento com extrato acetonico de C. guianensis com dose de (50 mg/kg), 24
horas, durante 7 dias consecutivos, via oral.

o Grupo 05 (And/C. guianensis 100 mg): animais infectados pelo P berghei ¢
submetidos ao tratamento com extrato acetonico de C. guianensis com dose de (100
mg/kg), 24 horas, durante 7 dias consecutivos, via oral.

o Grupo 06 (And/C. guianensis 200 mg): animais infectados pelo P berghei ¢
submetidos ao tratamento com extrato acetonico de C. guianensis com dose de (200

mg/kg), 24 horas, durante 7 dias consecutivos, via oral.

Todas as doses foram determinadas apos o teste de toxicidade aguda. Essas doses
correspondem a 1/40, 1/20 ¢ 1/10 da dose maxima avaliada no teste de toxicidade aguda
(2000 mg). Todos os tratamentos tiveram inicio no 4° dia pds infeccdo, onde foi realizada a
primeira verificacdo da densidade parasitaria para a confirmacdo da infeccdo. Para se realizar
a coleta de material biologico ao final do tratamento, os animais mantiveram a dieta rotineira,

ndo fazendo o jejum habitual, pela fragilidade do estado malarico.
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5.9 A determinaciio da densidade parasitaria

Para a avaliacdo da parasitemia dos animais, no 3°, 7° ¢ 10° dia apos a infeccdo, foi
retirada uma gota de sangue da por¢do terminal da cauda dos animais, posteriormente
colocadas em lamina pela técnica do esfregaco sanguineo, corada pelo Método de Giemsa e
analisado o quantitativo de células infectadas em um total de 500 hemacias. As porcentagens
de parasitemia e de supressdao foram determinadas utilizando modelo modificado proposto por

Girma (2015):

% parasitemia = numero de eritrocitos parasitados
500

%Supressao = parasitemia do grupo ndo tratado — parasitemia grupo tratado x 100
parasitemia do grupo ndo tratado

5.10 Analise de sobrevivéncia dos animais

Em cada grupo experimental foram realizadas andlise de sobrevivéncia apos a
inoculacdo do plasmodium e tratamento com C. guianensis. Esses animais foram mantidos a
uma temperatura controlada de 22+2 °C, sobre um ciclo claro-escuro de 12 horas, com ragio

balanceada (Labina®) e agua ad libitum, até o dbito.

5.11 Procedimento de coleta sanguinea dos animais

Apds o periodo de tratamento todos os grupos de animais foram anestesiados com
uma associa¢do de xilazina 2% e ketamina 50%, onde foi administrado 0,1 a 0,2 mL/100 mg
por via intraperitoneal. Apds o procedimento de anestesia, todos os animais foram submetidos
a uma pung¢do cardiaca para a retirada de 1 ml de volume sanguineo, para se realizar a andlise

bioquimica.

5.12 Avaliac¢ao da atividade hemolitica

Apds coleta de sangue com uma seringa contendo EDTA, o mesmo foi transferido
para um tubo de centrifuga (tipo Falcon®) de 15mL em processo asséptico usando fluxo
laminar, adicionado solucdo salina 0,9% estéril, centrifugado por 5 minutos, 1800rpm a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e foi usada a papa de hemacias
ressuspendida em solucdo salina 0,9%. O composto-teste foi diluido em solugdo de DMSO a

1% e testado nas seguintes concentragdes: 1000 a 15,6 pg/ml, em 7 dilui¢des seriadas (1:2)
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testados em triplicata e adicionado 100uL da suspensdo de hemacias a 1% (v/v) em cada tubo.
Apbs esse procedimento os tubos ficaram em repouso, a temperatura ambiente, por 60minutos
e, posteriormente, foram submetidos a centrifugacdo por dois minutos a 3000 rpm. Para
controle de 100% de hemolise foi feita uma suspensdo de hemacias com Triton X-100 1%
(v/v). Como controle sem hemolise, utilizou-se solucdo salina 0,9%. Posteriormente, o
sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 pocos e lida em espectrofotometro a
405nm. O ensaio foi realizado em triplicata e a taxa de hemolise das amostras foi calculada

como abaixo:

% hemolise = Abs. da amostra — Abs. do controle negativo x 100

Abs. do controle positivo — Abs. do controle negativo
5.13 Analise dos parametros hematologicos

Para a realizacdo do hemograma foi utilizado um Analisador Hematol6gico Mindray,
modelo BC2800 veterindrio. Ao final do tratamento foram avaliados os seguintes parametros
da sériec vermelha: Contagem Total de Eritrocitos, Quantificagdo de Hemoglobina,
Determinagao do Hematocrito, Concentragdo da Hemoglobina Média (HCM), a Concentragdo
da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), e também contagem total de plaquetas; ¢ a
série branca; Numero absoluto de Leucocitos, Quantitativo de Linfocitos e Monocitos € o

Quantitativo de Neutrofilos (Segmentados).
6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos estatisticamente através do programa Graph Pad
Software, San Diego, CA Prism 5.0®. Todos os dados foram analisados de modo quantitativo
e submetidos aos testes estatisticos ANOVA seguido do teste de Tukey. *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001 foram utilizados como nivel de significancia.
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7 RESULTADOS
7.1 Rendimento e composicao quimica do extrato acetonico de Carapa guianensis

Apbs a realizagdo da extragdo em trés diferentes tempos, seguindo a analise de
variancia ANOVA: pode se formular que a extracdo de 8 horas difere significativamente da
extracdo de 12 horas, sendo (p) < 0,01%, todavia, a extracdo de 12 horas ndo tem diferenca
significativa da extragdo de 16 horas, onde o (p)> 0,01%. Logo, a extracdo de 12 horas possui

0 tempo necessario para obter um bom rendimento.

Tabela 2: Média das extragdes do extrato acetonico de Carapa guianensis.

TEMPO DE 8 HORAS 12 HORAS 16 HORAS
EXTRACAO
MEDIA 10.0454 12.2786 12.3912

Foto: Autoria propria

Na extragdo do extrato do residuo de andiroba com o solvente organico acetona pelo
soxhlet durante um percurso de 12 horas, o rendimento bruto obtido foi de 52 ml de um total

de 200g de matéria bruta inicial. Assim, o percentual de rendimento foi de 26%.

A caracterizacdo quimica por meio do método de Cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (EM-EM), levou a identificacdo de
sete compostos majoritarios (limonoides) presente na amostra analisada, sendo eles: methyl
angolensate (21,17%), 6a-acetoxygedunin (12,38%), gedunin (8,44%), 7-deacetoxy-7-
oxogedunin (6,33%), xyloccensin K (4,10%), andirobin (2,60%), ¢ deacetylgedunin. Apesar
do limonoide deacetylgedunin ter sido identificado, seu pico apresentou-se muito pequeno,
dificultando a determinacdo de sua area com precisdo. Os limonoides identificados

representam cerca de 50% da area total do cromatograma nas amostras analisadas.

7.2 Avaliacdo da toxicidade oral aguda

Nao foram registrados morbidade ou quaisquer sinais de intoxicag¢ao norteados pelo teste
dos animais expostos com alteragdes nos olhos, pélos ou mucosa, assim como, nenhum sinal
de tremor, salivacdo, diarreia, sono, letargia ou mortalidade que sdo determinadas pelo
protocolo, permanecendo assim por um periodo de 14 dias sucessivos.

A dose inicial de 2000 mg/kg foi utilizada em virtude da existéncia de estudos com a C.

guianensis, onde ja se tem determinada a dose toxica ¢ a DL50 desse produto natural. Deste
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modo, quando ja se tem informagdo sobre a capacidade de mortalidade de alguma substancia
que seja improvavel no mais alto nivel da dose inicial, utiliza-se a dose maxima de 2000
mg/Kg.

O peso, por apresentar-se como um sinal de toxicidade, foi mensurado no dia 1, 7 ¢ 14
de experimentagdo. Através deste acompanhamento observou-se que durante este periodo nao
houve perda significativa de peso, além de nenhuma reduggo na alimentagdo ou qualquer sinal
de tristeza nos animais expostos ao extrato acetonico de C. guianensis, observou-se neste
periodo uma evolugdo crescente no peso dos animais.

Tabela 3: Teste para confirmacdo da dose maxima de seguranga bioldgica oral do extrato
acetonico de Carapa guianensis.

Teste 1
C. guianensis
Dia Controle 2000mg/Kg

0 169,83 £27,23 229,20 £ 10,20
n=3 n=3

7 188,60 + 25,45 247,85 + 15,85
n=3 n=3

14 195,07 £ 22,05 254,40 + 17,40
n=3 n=3

Meédia do peso corporal (Gramas + Desvio Padrdo) de ratos Wistar expostos oralmente
ao veiculo controle de dilui¢do da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e o produto natural na
dose de 2000 mg/Kg.

Tabela 4: Repeticdo do teste para confirmacdo da dose maxima de seguranca do extrato
acetonico de Carapa guianensis:

Teste 2
C. guianensis
Dia Controle 2000mg/Kg

0 160,15 + 12,68 188,73 + 5,66
n=3 n=3

7 169,83 +11,19 196,75 + 14,51
n=3 n=3

14 179,03 + 11,32 200,51 + 14,50
n=3 n=3

Meédia do peso corporal (Gramas + Desvio Padrao) de ratos Wistar expostos oralmente ao
veiculo controle de diluicdo da droga (Salina 0,9% e Tween 80 1%) e o produto natural na
dose de 2000 mg/Kg.
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7.3 Avaliacao da atividade hemolitica

Os resultados obtidos da analise da atividade hemolitica dos animais submetidos ao
tratamento com o extrato acetonico de C. guianensis, demonstraram que nenhuma das
diferentes concentragdes testadas (1000, 500, 250, 125, 62.5, 322, e¢ 15,6 ug/mli,
respectivamente) causou hemolise celular, sendo igual ao controle tratado com salina 0,9%,

que diferem significativamente do controle com triton x. (Figura 7).
Figura 7. Andlise da capacidade hemolitica do extrato acetonico de C. guianensis.

100+
k&

50+

Hemoélise (%)

Nenhuma das concentragdes utilizadas (1000, 500, 250, 125, 62.5, 32.2, 15.6 ug/mli,
respcetivamente) causou hemolise, resultado semelhante ao controle tratado com salina 0,9%,
que possui diferenca significativa do controle com triton x. (Figura 7). *** Representando que
houve diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) (ANOVA, seguido do teste de
Tukey).

7.4 Avaliacdo da parasitemia

Apds a analise quantitativa do nimero de parasitas nas amostras sanguineas coletadas
no 11° dia po6s inoculagdo do sangue parasitado, o resultado demonstrou que o extrato
acetonico de andiroba apresentou nas diferentes doses administradas (50, 100 ¢ 200mg/kg),
uma diminuicdo significativa da parasitemia sanguinea dos animais infectados pelo P.
berghei. O tratamento padrdo realizado com a artemisinina 100 mg/kg (Grupo 3)
proporcionou aos animais uma supressdo de 100 % dos parasitas. No tratamento com o
extrato acetonico de andiroba a maior supressdo de parasitemia nos camundongos BALB/c foi

analisada na dose de 200 mg/kg apresentando maior eficacia na redu¢do no numero de



41

parasitas. Observou-se desta forma, que o percentual da parasitemia ¢ diretamente

proporcional ao aumento da dose do extrato acetonico de andiroba.

A analise quantitativa envolvendo o niimero de parasitas nas amostras sanguineas
coletadas de todos os grupos infectados pode ser observada na figura 8:

Figura 8. Evolucdo da Parasitemia dos camundongos BALB/c infectados com Plasmodium

berghei.
PARASITEMIA
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Cada ponto representa a média + da densidade parasitaria dos animais pertencentes aos grupos
Pb (infectados com P. berguei), grupo Pb+Artemisinina 100mg/Kg/Dia, grupos Pb + And
(Tratamento com o extrato acetonico da C. guianensis 50, 100 e 200mg/Kg/Dia
respectivamente) N=06 numero de animais por grupo.*** Representando que houve diferenga
significativa diferenga (p<0,05) na densidade parasitaria do grupo P. berghei (Pb) quando
comparado aos grupos Pb+Artemisinia 100mg, Pb+andiroba 50mg, Pb+andiroba 100mg e
Pb+andiroba 200mg (ANOVA, seguido do teste de Tukey).

7.5 Avaliacao do tempo de sobrevida dos animais

Apds a confirmacdo da infeccdo pelo P. berghei nos camundongos da linhagem
BALB/c, observou-se a sobrevivéncia destes animais por meio da contagem de dias. Todos os
grupos submetidos ao tratamento pertencentes aos grupos 4, 5 ¢ 6 (Extrato acetdonico de
Andiroba 50, 100 e 200 mg/kg'dia), assim como os animais pertencentes ao grupo 3
(Padrao/Artemisinina 100 mg/kg) sobreviveram por um periodo superior a 4 semanas de
observagdo, contabilizando um total de 30 dias. Enquanto que os animais pertencentes ao
grupo 2 (PB/malaria ndo tratada) permaneceram vivos por um periodo de no maximo 13° dias

apos a infecgao.
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Figura 9 - Tempo de sobrevivéncia dos camundongos BALB/c infectados com Plasmodium

berghei.
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Cada barra representa o tempo de sobrevivéncia (dias). Grupo 2 (PB/malaria ndo tratada),
Grupo 3 (Pb+Artemisinina 100 mg/kg) Grupos 4, 5 ¢ 6 (Pb + And 50, 100 e 200mg/Kg/Dia,
respectivamente). *** Representa que teve uma diferenca significativa p <0,001 vs Grupo 2
(PB/malaria ndo tratada) (ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).

7.6 Analise dos parametros hematologicos
7.6.1 Série vermelha

Os dados hematologicos da série vermelha estdo apresentados na tabela 5. Apos 7
dias de experimento houve uma diminui¢do significativa (p<0,001) de hemacias no grupo 2
(malaria/P. berghei ndo tratado) em comparagdo ao grupo 1 (controle/sem infec¢do). Além
disso, o grupo 3 (Pb+Artemisinina 100mg) apresentou aumento significativo destas células (p
<0,001) quando comparamos com o grupo 2. Em relagdo aos grupos 5 e 6 (Pb+andiroba 100 e
200 mg/kg/dia, respectivamente) proporcionaram uma diferenga significativa (**p <0,01),
enquanto que o grupo 4 (50 mg/kg/dia) ndo ofereceu diferenga significativa deste pardmetro
em comparagdo ao grupo 2. O numero de hemacias dos grupos 3, 5 e 6, sdo semelhastes ao
dos animais que nao foram infectados com o P. berghei (Grupo 1).

Quando analisamos a concentragdo de hemoglobina no sétimo dia de infecg@o,
observamos uma reducao significativa deste parametro (p<0,001) no grupo 2 em comparacao
ao grupo 1. Analisando os resultados do hematocrito e comparando o Grupo 2 com o Grupo 3
observamos que o tratamento proporciona um crescimento significativo (p <0,001) nos
valores de hemoglobina destes animais. Os grupos 5 ¢ 6 ((Pb+andiroba 100 ¢ 200 mg/kg/dia,

respectivamente) proporcionaram uma diferenga significativa (**p <0,01) enquanto que o
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grupo 4 (50 mg/kg/dia) ndo conseguiu proporcionar diferenga significativa neste parametro
quando comparamos ao grupo 2.

Ao compararmos o nivel de hematocrito (Tabela 5) observamos uma reducdo
significativa deste parametro (p<<0,001) do Grupo 2 em comparagdo direta ao grupo Grupo 1.
Avaliando e comparado o resultado do grupo 2 e¢ 3 percebemos que o tratamento gera um
aumento significativo (p <0,001) percentual de hematocrito destes animais. No que diz
respeito ao grupo 6 (Pb+andiroba 200 mg/kg/dia) proporcionou uma diferenga significativa
(**p <0,01), o grupo 5 (Pb+andiroba 100 mg/kg/dia) também apresentou diferenca
significativa (*p <0,05), ja o grupo 6 (50 mg/kg/dia) ndo obteve diferenca significativa deste
parametro quando comparados com Grupo 2.

Na avalia¢do do resultado da quantificacdo de Plaqueta (Tabela 5) analisamos uma
diminuigdo significativa deste pardmetro (p<0,001) do grupo 2 em comparagdo ao grupo 1.
Ademais, o grupo 3 e 6 apresentaram o aumento significativo com p <0,001, ja o grupo 5 com
p <0,05 quando comparado com o grupo 2. O Grupo 4 ndo conseguiu proporcionar diferenca
significativa deste parametro comparado ao grupo 2.

Tabela S: Analise hematolégica dos grupos experimentais tratados com o extrato acetonico

de Carapa guianensis ¢ artemisinina no 11° dia apos a infecg¢do por Plasmodium berghei em
camundongos BALB/c.

Nitmero de Hemoglobina Hematocrito Plaquetas
eritrécitos 10/nl  g/dL o, 108/l
?Crgﬁt(;(}le) 9,18+0,47 14,0641,20  48,7+1,14 7324232

Grupo 2 (PB) 3,12+0,62### 6,11+0,98###  20,45+3,51### 236+37,03###

Grupo 3
(PB+Artemi 10,02+2,01 *** 13,5842,52%**  48,0248,7***  813+£32,41***
100mg)

Grupo 4
(PB+And 50mg)

Grupo 5
(PB+And 100mg)

3,2+0,35 14,70+0,42 22,36+3,06 351£72,05

7,20+2,63** 11,78+£2,53**  38,2+10,41* 437+£51,94*

Grupo 6

o o o ok
(PB+And 200mg) 8,062,415 6,82+0,79 42,06+13,1 610+85

Analise hematologica dos animais tratados com o extrato acetonico de Carapa guianensis ¢
artemisinina no 11° dia apos a infeccdo por P. berghei em camundongos BALB/c.* P.b:
Plasmodium berghei. Média + SEM. Grupo 1 (controle), Grupo 2 (PB/maléria ndo tratada);
Grupo 3 (PB-+artemisinina 100 mg kg 'dia); Grupos 4, 5 ¢ 6 (PB+And 50, 100 e 200mg kg’
Idia). ### Representa que houve uma diferenga significativa (p <0,001) nos pardmetros
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hematologicos 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).

7.6.2 Série branca: Contagem global de leucocitos

Como apresentado tabela 6, a analise da contagem global do nimero de leucdcitos,
linfocitos, mondcitos e neutrofilos segmentados obteve um aumento significativo (p <0,001)
no Grupo 2 (infecgdo pelo P. berghei sem tratamento) quando comparamos ao Grupo 1 (sem
infec¢@o). Todos os grupos tratados 3, 4, 5 e 6, demonstraram uma diminui¢do significativa
(p<0,001) nesses valores quando comparados ao grupo 2.

Tabela 6: Analise dos parametros hematologica da série branca (leucocitos) dos grupos

experimentais tratados com o extrato acetonico de Carapa guianensis e artemisinina no 11°
dia ap6s a infecg¢do por Plasmodium berghei em camundongos BALB/c.

Numero total P . Neutroéfilos

de leucécitos hl)zl/t:l)lutos 11\/(1)2/1:3clt0s segmentados
Grupol = 430.078  243:064 053010  2,165+1,16
(Controle)

Grupo 2 (PB) 151,6+8,43###  87,47TX2,88###  5,22+0,72### 23,1246, 2T###

Grupo 3
(PB+Artemi  6,19+0,31*** 3,5240,42%** 0,59+0,09 *** 1,63+0,36***
100mg)

Grupo 4
(PB+And 12,75+1,32%**  825+10,23 ***  (,85+0,05%**  2.+0,86***
50mg)

Grupo 5
(PB+And 10,22+1,37***  6,763+0,32%**  (,68+0,02%** 1,73+£0,52***
100mg)

Grupo 6
(PB+And 8,08+3,413***  541+0,88%** 0,37+0,09 *** 1,62+0,57***
200mg)

* P.b: Plasmodium berghei. Média =+ SEM. Grupo 1 (controle), Grupo 2 (PB/malaria ndo
tratada); Grupo 3 (PB+artemisinina 100 mg kg-1 dia); Grupos 4, 5 ¢ 6 (PB+And 50, 100 e
200 mg kg-ldia). ### 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).
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8. DISCUSSAO

Baseado em dados etnofarmacologicos sobre a C. guianensis descritos na literatura,
observamos que esta espécie tem sido utilizada no tratamento de varias doengas parasitarias,
incluindo a malaria. Considerando o grande potencial farmacolégico dos produtos naturais
provenientes de metabolitos secundarios das plantas, o presente estudo avaliou a atividade
antimalarica do extrato acetonico do residuo industrial de C. guianensis (andiroba).

Nos bancos de dados consultados até o presente momento, ndo encontramos nenhum
estudo referente a atividade antimalarica in vivo do extrato acetonico do residuo industrial de
C. guianensis. Os estudos farmacologicos por outras pesquisas, determinam atividades anti-
sépticas (BRASIL, 2021), antiparasiticas (JESUS et al., 2017), cicatrizantes (MORAES et al.,
2019), anti-helminticas (AMORIM et al., 2020) e antiinflamatorias (SOUSA et al., 2019). A
C. guianensis também ¢ usada por comunidades indigenas no tratamento de tosse, convulsdes,
doengas de pele, artrite, reumatismo, infec¢des de ouvido e como repelente de insetos
(COSTA-SILVA et al., 2007). As folhas de C. guianensis sao utilizadas no tratamento de
ulceras e parasitas da pele (NAYAK et al., 2009). Além de ser utilizada no tratamento da
malaria entre as populacdes rurais e ribeirinhas de acordo com Oliveira et al (2014).

A caracterizagdo quimica desta espécie em conjunto com a avaliacdo da atividade
antimalarica e sua toxicidade, sdo importantes para validar suas propriedades farmacologicas.
A composi¢do fitoquimica de C. guianensis, baseia-se na presenca de limonoides como
compostos majoritarios, sendo eles: methyl angolensate, 6a-acetoxygedunin, gedunin, 7-
deacetoxy-7-oxogedunin, xyloccensin K, andirobin e deacetylgedunin, responsaveis pela agao
terapéutica da espécie (PERON, 2017).

Para se avaliar a toxicidade da andiroba, foram realizados testes de toxicidade aguda
que sdo importantes e indispensaveis para se analisar a atividade biologica de produtos de
origem vegetal, tendo em vista que muitos produtos naturais podem desencadear efeitos
adversos e até letais (SONAGLIO et al., 2003). Nos testes de toxicidade realizados com o
extrato acetdnico de Carapa guianensis foi evidenciado que a dose toxica aguda € superior a
2000 mg/kg em camundongos BALB/c, sendo classificada como categoria 5
do Globally Harmonized Classification System (GHS), segundo o critério do protocolo
experimental adotado. Os resultados obtidos através dos testes de toxicidade foram utilizados
como base para se determinar as doses seguras para serem utilizadas no teste

antimalarico in vivo.
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A toxicidade aguda de compostos em experimentacdo ¢ analisada a partir
da observagao de sinais como alteragdes no peso, na pelagem, nos olhos, nas mucosas ¢ no
comportamento. A alteracdo imediata mais manifestada em relagdo a acdo toxica ¢ a reducgéo
do peso do animal (LEMOS et al., 2018). Durante os testes realizados o extrato acetonico de
C. guianensis, apresentou baixa toxicidade, ndo sendo evidenciado nenhum sinal ou sintoma
de toxicidade ou morte nos animais, podendo entdo, desta forma ser administrado com
seguranca nas doses que foram testadas.

Em um estudo realizado por JUNIOR et al., (2012), os resultados demonstraram que o
6leo da C. guianensis ndo apresentam toxicidade em ratos. Assim como, a pesquisa realizada
por COSTA-SILVA et al., (2007) que avaliou o 6leo da semente de C. guianensis para
toxicidade aguda e subaguda por via oral em ratos Wistar e como resultado o teste de
toxicidade aguda ndo produziu quaisquer sinais ou sintomas de toxicidade ou ocorréncia de
mortes. O tratamento subagudo também nio alterou o peso, consumo de alimentos ¢ agua dos
animais. Andlises hematologicas realizadas ndo apresentaram diferengas significativas em
nenhum dos pardmetros analisados. Em conclusdo, a administragdo aguda e subaguda do 6leo

da semente de C. guianensis ndo produziu efeitos toxicos em ratos Wistar machos.

Quando avaliamos o resultado da atividade hemolitica dos animais submetidos ao
tratamento com o extrato acetonico de C. guianensis, evidenciou-se que nenhuma das
diferentes concentragdes testadas ocasionam hemolise das células. A avaliagdo da hemolise é
um dos testes utilizados para evidenciar a citoxicidade de plantas. De acordo com Paula et al.,
(2014), hemolise ¢ a lise ou ruptura das membranas das hemacias, responsaveis pela liberacao
da hemoglobina para o plasma, tendo como resultado a hemoglobinemia, desencadeando
problemas como hemoglobinuria. Desta forma, esse teste ¢ utilizado nas pesquisas de
citoxicidade de plantas medicinais, sendo efetivo como estudo preliminar de compostos com
potenciais bioativos.

A atividade antimalarica de C. guianensis, foitestada utilizando
camundongos BALB/c infectados com o P. berghei. O extrato acetonico da andiroba
provocou uma redug¢do significativa da parasitemia nas doses testadas in vivo, evidenciando o
controle sobre a evolugdo dos niveis parasitémicos dos animais infectados. A maior supressao
da parasitemia nos camundongos BALB/c foi evidenciado na dose de 200 mg/kg,
apresentando maior eficacia. Desta forma, ressalta-se que a reducdo da parasitemia é

diretamente proporcional ao aumento da dose do extrato acetonico de andiroba. Apds sete
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dias de infeccdo e tratamento, evidenciou-se que a eficacia terapéutica da andiroba ¢ parecida
com o resultado obtido da droga padrio.

Nosso resultado corrobora com os achados de PEREIRA et al, (2014) onde
evidenciou que os limondides isolados do dleo de andiroba reduz a parasitemia na malaria em
camundongos BALB/c infectados com a cepa P. berghei NK65 sensivel a cloroquina no teste
supressivo de 4 dias. Neste estudo, as doses testadas suprimiram a parasitemia em 40 e 66%,

respectivamente, comprovando uma clara resposta a dose.

Avaliamos também o tempo de sobrevida dos animais apo6s a confirmagdo da infecgao
pelo P. bergei submetidos ao tratamento com o extrato acetonico de C. guianensis, observou-
se a sobrevivéncia dos animais por meio da contagem de dias que permaneciam vivos apos a
sua infeccdo. Os resultados obtidos demonstraram que todos os grupos submetidos ao
tratamento com C. guianensis, assim como o grupo tratado com a droga padréo sobreviveram
por um periodo superior a 4 semanas de observagdo, contabilizando um total de 30 dias. Ja os
animais pertencentes ao grupo infectados pelo P. bergei que ndo receberam qualquer tipo de

tratamento permaneceram vivos por um periodo de no maximo 13° dias apds a infeccao.

O aumento significativo no tempo de sobrevida dos animais pos tratamento, pode estar
diretamente ligado a um possivel efeito terapéutico do extrato acetonico de C. guianensis
sobre a diminui¢cdo dos niveis de parasitemia. Haja vista que a acdo terapéutica do extrato
acetonico de andiroba proporcionou aos camundongos tratados uma sobrevida durante todo o
periodo de andlise do estudo. No que diz respeito a sobrevivéncia dos animais infectados que
ndo receberam qualquer tratamento foi de em média 13 dias, resultado semelhante ao descrito

no estudo de Somsak et al., (2015).

Sdo varias as altera¢des fisiopatoldgicas desencadeadas pela infecgdo do P. berghei,
essas alteragdes sdo causadas por multiplos fatores que englobam uma complexa relagdo entre
o hospedeiro e o parasita, desta forma, o estudo das inumeras alteracdes hematologicas
desenvolvidas pela malaria foi analisada em nossa pesquisa, assim como, evidenciamos o
quadro clinico da infec¢do e demonstramos a agdo terapéutica do tratamento realizado.

Dentre as alteragdes fisiopatologicas, a anemia, apresenta-se como um fator
determinante do grau de severidade da doenga, sendo classificada como uma complicagdo
clinica letal, desencadeada pela destruigdo dos eritrocitos, podendo ser identificada na
infeccdo de camundongos com o P. berghei. A anemia, leucocitose, ecosinopenia ¢

trombocitopenia sdo complicagdes hematologicas ocasionadas por essa infec¢do. Dentro dos
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globulos vermelhos as formas sexuadas do parasita ocasionam a lise das hemacias, ocorrendo

uma diminui¢do de hemoglobina o que acarreta em anemia grave (ASANGA et al., 2017).

Em nosso estudo quando avaliamos o resultado da andlise hematologica dos
parametros da série vermelha, observamos que houve uma diminui¢do de RBC, HTC ¢ HGB
dos animais infectados e ndo tratados (grupo 2). Resultado parecido ao observado na pesquisa
de Souza et al.,, (2018) e Ballal et al., (2011) onde demonstraram que houve uma diminuigdo
da sériec vermelha dos animais infectados pelo P. berghei ¢ que ndo foram submetido a
qualquer tipo de tratamento. Logo, nosso resultado demostra semelhanca aos estudos

presentes na literatura em modelos de estudo que utilizam a infec¢do pelo P. berghei.

Quando avaliamos o resultado do grupo 3, submetido ao tratamento com a droga
padrdo usada para tratar a malaria, obtivemos uma diferenga significativa quando comparado
ao grupo 2 (malaria), apresentando um importante aumento de RBC, HTC E HGB. A reversao
deste parametro presente no grupo 3, confirmou a importancia de se realizar estudos que
reproduzam a complexa relagdo parasita-hospedeiro em modelos experimentais, tornando-se
indispensaveis para se avaliar os efeitos desencadeados pela droga teste nesses pardmetros
(MIZOBUCHI et al., 2014).

Ao analisarmos os resultados da série vermelha, observou-se um aumento significativo
de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito nos grupos 5 ¢ 6 submetidos ao tratamento com C.
guianensis, quando comparado ao grupo 2 (malaria). O grupo 3 tratado com artemisinia
também apresentou aumento deste parametro quando comparamos ao resultado apresentado
pelo grupo 2.

Grande parte da mortalidade apresentada pela malaria ¢ atribuida a gravidade da
anemia, ocasionada pela lise dos eritrocitos (VENTURA, 2010). Esta anemia também pode
ser evidenciada na infeccdo pelo P. berghei em camundongos. Os resultados apresentados
pelo tratamento com o extrato acetonico de C. guianensis foi eficaz e desencadeou um
aumento nos parametros hematoldgicos dos animais testados. A redu¢do da hemdlise celular
foi promovida pela diminuicdo da parasitemia nos grupos submetidos ao teste com C.
guianensis, estando diretamente ligado ao aumento de RBC, HTC e HGB, revertendo a
anemia apresentado pela malaria.

Na analise do pardmetro hematologico da série branca (leucograma), evidenciou-se
uma diminui¢do do niimero de leucocitos dos grupos submetidos ao tratamento com o extrato
acetonico de C. guianensis em relagdo ao grupo 2. O grupo 3 também apresentou reducao

neste padrdo quando comparado ao grupo 2. O quadro infeccioso causado pelo P. berghei
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promove um aumento significativo sobre o perfil de leucocitos presentes na corrente
sanguinea dos animais analisados, sendo visivel no grupo 2.

Avaliando o resultado do aumento do parametro WBC apds a infecgdo pelo P. berghei
no grupo 2, evidencia-se a tentativa do sistema imunoldgico em combater o agente infeccioso
do organismo. Segundo Lacerda-Queiroz et al, (2012) este aumento de WBC no organismo ¢é
a resposta do hospedeiro infectados por P. berghei.

No organismo o sistema imunologico é o responsavel por combater o parasita, a
producdo de células do sistema imune sdo esséncias na destrui¢do do parasita. Estudos
apontam, que nos mecanismos imunolégicos envolvidos na infeccdo pelo Plasmodium, o
sistema imunoldgico do hospedeiro desenvolve uma resposta contra o parasita, que altera
todos os componentes do sistema imune. Em um estudo realizado por Oliveira (2010)
encontrou valores médios abaixo da normalidade para a contagem de leucocitos, linfocitos e
plaquetas, sendo justificada pela provavel redistribuicdo dos leucdcitos para locais com
processos inflamatorios ativos. Enquanto que, o nimero de bastdes teve a média acima dos
niveis normais, o que sugere que ha uma maior utilizagdo de neutréfilos do que a capacidade

do organismo de produzi-los ¢ matura-los.

9. CONCLUSAO

As informagoes etnofarmacoldgicas sobre as plantas medicinais sdo importantes na
busca por novos compostos biologicamente ativos. Nesta pesquisa o extrato acetonico de C.
guianensis obtido a partir do residuo industrial de uma empresa de Ananideua-PA, foi
subemtido a testes in vivo para se avaliar a atividade antimalarica desta especie.

Como resultado, o extrato acetonico de C. guianensis demonstrou um efeito
significativo na supressdo da parasitemia de camundongos BALB/c infectados com P. berghei
em diferentes doses testadas, assim como, nao apresentou toxicidade aguda in vivo na dose
maxima de 2.000 mg/kg, testada conforme o protocolo seguido. Além de ter demonstrado um
resultado positivo na andlise de sobrevida dos animais infectados e tratados com diferentes
doses (50, 100 e 200mg/kg) de C. guianensis.

Desta forma, conclui-se que o extrato acetonico de C. guianensis possue um potencial
efeito antimalarico e necessita de estudos posteriores que corroborem com esses resultados,
possibilitando o desenvolvimento de um novo fairmaco como alternativa no tratamento da

malaria.
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