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RESUMO

A maléaria é uma doenca infecciosa e parasitaria, que afeta milhes de pessoas nas regides
tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, a maioria dos casos estdo na Amazoénia Legal
devido especialmente as condicdes favoraveis para a existéncia do vetor. A malaria, doenca
causada por protozoarios do género Plasmodium, é a protozoose que mais mata seres humanos
no mundo. A resisténcia descrita no sudeste da Asia do Plasmodium falciparum, & derivados
de artemisina, droga classicamente utilizada no tratamento da doenga, ameaca o controle da
malaria, ressaltando a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos, em especial
0s produtos naturais. Os medicamentos oriundos de substancias naturais sdo capazes de tratar
cerca de 80% das enfermidades que acometem a humanidade. Libidibia ferrea Mart. ex Tul.
var. ferrea, € uma arvore que cresce em todo o Brasil, sendo encontrada, principalmente, na
regido Norte e Nordeste, sendo conhecida vulgarmente como juca. O juca, tem sido muito
investigado por suas diversas propriedades bioldgicas (anti-inflamatoria, analgésica,
anticancerigena, antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante) mas nao existem estudos sobre sua
acdo contra parasitas do género Plasmodium. Neste contexto, objetivou-se avaliar a atividade
anti-plasmodial in vitro do extrato hidroalcodlico de Juca (L. ferrea) (EHJ). A preparacdo do
extrato hidroalcodlico de Jucé foi realizada utilizando frutos, os frutos (1,5 kg) foram
higienizados com alcool 70° Gl e secos em temperatura ambiente. Apos 48 horas os frutos foram
colocados em estufa de circulagdo de ar forcado microprocessada a 40°C por 72h.
Posteriormente, os frutos foram triturados e colocados para maceragdo em alcool 96° Gl, na
proporcdo de 5 litros para 1 kg de fruto, durante 7 dias. Em seguida, o macerado foi filtrado e
a tintura extraida por meio de rotaevaporador. Para o ensaio de citotoxicidade foi utilizado o
método de MTT com células WI-26VA4 (fibroblasto pulmonar ATCC CCL-75). Este teste
consiste na avaliacdo colorimétrica rapida do crescimento de linhagens celulares in vitro. Para
obtencdo das fases intraeritrocitarias de Plasmodium falciparum, os parasitos da cepa W2
(cloroquina-resistente) foram cultivados em hemécias humanas in vitro sob condi¢Ges ideais
para o crescimento. Para o teste anti-plasmodial as culturas sincronizadas do P. falciparum com
0,5% de parasitemia em estagio de anel e 2% de hematdcrito foram distribuidas em placa de 96
pogos (180uL por pogo). O composto testado foi adicionado (20uL) a placa-teste, em triplicata,
e em diferentes concentragdes seriadas de 50 a 0,20ug/mL. Nos testes realizados, a
citotoxicidade foi registrada como a porcentagem de reducdo na absorbancia. O extrato
hidroalcodlico de Jucd ndo apresentou atividade citotoxica por MTT, com valor de 1C50
superior a 100 pg/ml. Na determinacgéo do 1C50 por teste anti-plasmodial o valor foi de 11,10



pg/ml. Além disso, obteve-se o indice de seletividade (IS) 9, que corresponde a relacdo entre
as atividades citotdxicas e anti-plasmodial do extrato hidroalcodlico de Jucd. O extrato
apresentou baixa atividade hemolitica nas maiores concentracdes e ndo apresentou atividade
hemolitica nas menores concentracdes testadas. Devido a sua atividade anti-plasmodial nas
concentracdes testadas e baixa toxicidade, o extrato de Jucd apresenta-se como candidato a
fitoterapico no tratamento de malaria, podendo ainda potencializar seu efeito se associado com

outros fitoterapicos.

PALAVRAS-CHAVE: Maléria. Juca. Fitoterapicos. Amazonia. Salde.



ABSTRACT

Malaria is an infectious and parasitic disease that affects millions of people in the tropical and
subtropical regions of the world. In Brazil, most cases are in the Legal Amazon, especially due
to the favorable conditions for the existence of the vector. Malaria, a disease caused by protozoa
of the genus Plasmodium, is the protozoan that kills most human beings in the world. The
resistance described in Southeast Asia by Plasmodium falciparum, to artemisinin derivatives, a
drug classically used to treat the disease, threatens malaria control, highlighting the need for
the development of new drugs, especially natural products. Medicines from natural substances
are able to treat about 80% of the diseases that affect humanity. Libidibia ferrea Mart. ex Tul.
var. ferrea, is a tree that grows throughout Brazil, being found mainly in the North and Northeast
regions, being commonly known as juca. Jucéa has been extensively investigated for its various
biological properties (anti-inflammatory, analgesic, anticancer, antioxidant, antimicrobial and
healing) but there are no studies on its action against Plasmodium parasites. In this context, the
objective was to evaluate the in vitro anti-plasmodial activity of the hydroalcoholic extract of
Jucé (L. ferrea) (EHJ). The preparation of the hydroalcoholic extract of Juca was carried out
using fruits, the fruits (1.5 kg) were sanitized with 70° Gl alcohol and dried at room temperature.
After 48 hours, the fruits were placed in a forced air circulation oven at 40°C for 72 hours.
Subsequently, the fruits were crushed and placed for maceration in 96° Gl alcohol, in the
proportion of 5 liters to 1 kg of fruit, for 7 days. Then, the macerate was filtered and the tincture
was extracted using a rotary evaporator. For the cytotoxicity assay, the MTT method with WI-
26VA4 cells (ATCC CCL-75 lung fibroblast) was used. This test consists of the rapid
colorimetric evaluation of the growth of cell lines in vitro. To obtain the intraerythrocyte phases
of Plasmodium falciparum, parasites of the W2 strain (chloroquine-resistant) were cultured in
human red blood cells in vitro under ideal conditions for growth. For the anti-plasmodial test,
synchronized cultures of P. falciparum with 0.5% ring-stage parasitemia and 2% hematocrit
were distributed in a 96-well plate (180uL per well). The tested compound was added (20uL)
to the test plate, in triplicate, and in different serial concentrations from 50 to 0.20pg/mL. In the
tests performed, cytotoxicity was recorded as the percentage of reduction in absorbance. The
hydroalcoholic extract of Jucé did not show cytotoxic activity by MTT, with an IC50 value
greater than 100 pg/ml. In the determination of 1C50 by anti-plasmodial test, the value was
11.10 pg/ml. In addition, the selectivity index (SI) 9 was obtained, which corresponds to the
relationship between the cytotoxic and anti-plasmodial activities of the hydroalcoholic extract

of Juca. The extract showed low hemolytic activity at the highest concentrations and did not



show hemolytic activity at the lowest concentrations tested. Due to its anti-plasmodial activity
at the concentrations tested and low toxicity, the Juca extract is presented as a candidate for

herbal medicine in the treatment of malaria, and may also potentiate its effect if associated with
other herbal medicines.

KEYWORDS: Malaria. Juca. Herbal medicines. Amazon. Health.
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1 INTRODUCAO
1.1 Malaria

A malaria é uma doenca infecciosa e parasitaria, que afeta milhdes de pessoas nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Principalmente na Africa, no Sudeste Asiatico e na
Regido Amazonica da América do Sul (REINERS etal., 2010). Segundo a World malaria report
(2018) ocorreram 219 milhdes de casos de malaria em todo o0 mundo em 2017 com 435.000

mortes.

No Brasil, a maioria dos casos estdo na Amazonia Legal, que compreende os Estados
do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Rondbnia, Roraima e Tocantins,
devido entre outros fatores, as condi¢fes favoraveis para a existéncia do vetor, a falta de
saneamento adequado e assentamentos desordenados acarretando sérios problemas na sadde
publica e grande impacto econdmico acometendo milhdes de pessoas (MENEGUETTI et al.,
2014; REINERS et al., 2010).

A maléria, doenga causada por protozodrios do género Plasmodium, € a protozoose de
maior impacto no mundo, colocando sob risco aproximadamente 40% da populacdo mundial
(cerca de 2,4 bilhdes de pessoas), em mais de 100 paises (GOMES et al., 2011). Esta doenca é
transmitida ao homem por fémeas de mosquitos do género Anopheles infectadas. O P.
falciparum é a espécie mais perigosa do género pois pode levar a forma mais grave de malaria,
a cerebral, que na maioria dos casos leva a morte (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-
VILLAR, 2008).

A resisténcia do Plasmodium falciparum a derivados de artemisina no sudeste da Asia
ameaca o controle da malaria (ARIEY etal., 2014). A busca por novas drogas para o tratamento
estd aumentando de forma constante devido & resisténcia do parasita a terapia tradicional
(MENEGUETTI et al., 2014).

E reconhecida a importancia dos produtos naturais, incluindo aqueles derivados de
plantas, no desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas, estima-se que, aproximadamente
40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a
partir de fontes naturais, destes, 25% sdo provenientes de plantas medicinais (CALIXTO etal.,
2001; DELMACIA et al., 2015). Ha grande diversidade de espécies de plantas na Amazodnia
brasileira com potencial para a investigacdo de novos metabdlitos secundarios com acgao
antiplasmodica (MENEGUETTI et al., 2014).
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1.2 Libidibia ferrea

As plantas podem ser encontradas em todos os habitats do nosso planeta, no entanto,
é nos paises com clima tropical que existe maior variedade delas. As preparacGes a base destes
produtos sdo bastante conhecidas popularmente em paises em desenvolvimento, principalmente
pelo aspecto cultural do uso e pela crenca no poder medicinal (SCHULZ et al., 2013). Os
medicamentos oriundos de substincias naturais sdo capazes de tratar cerca de 80% das
enfermidades que acometem a humanidade. Apresentando vérias atividades farmacoldgicas
como antimicrobianos, anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressores dentre outros
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Libidibia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea, € uma arvore que cresce em todo o Brasil,
sendo encontrada, principalmente, na regido Norte e Nordeste, sendo conhecida vulgarmente
como jucé ou pau-ferro, este tltimo devido a rigidez do seu lenho (FREITAS, 2012; LORENZI,
2002). Espécie economicamente importante, € utilizada como planta ornamental e na

construcao civil, além de forrageira (FREITAS, 2012).

Na regido amazébnica a Libidibia ferrea tem extenso uso na medicina popular,
conhecida principalmente como “juca”, sendo indicada para tratar diversas afec¢des de saude,
na forma de chas e infusGes para tratamento de afecgdes bronco-pulmonares, diabetes,
reumatismo, cancer, distarbios gastrintestinais, diarreia; além do tratamento topico de feridas e
contusdes (OLIVEIRA et al., 2010; PAIVA et al., 2015; SOUSA, 2017).

O juca (Libidibia ferrea), tem sido muito investigado do ponto de vista de suas diversas
propriedades bioldgicas tais quais: anti-inflamatdria, analgésica, anticancerigena, anti-Ulceras,
antioxidante e antimicrobiana (BORGES et al., 2008; FERREIRA, 2012; GONZALEZ, 2005;
HENRIQUE, 2016; MAGALHAES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2014; PAIVA et al., 2015).
Existem ainda estudos sobre a composic¢do fitoquimica da planta, destacando-se entre 0s
componentes ja isolados os compostos fenolicos, flavonoides e taninos (KOBAYASHI et al.,
2015; MAGALHAES et al., 2015).

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas da Malaria

A malédria € uma doenca infecciosa e parasitaria, provocada por protozoarios

intracelulares do subfilo Apicomplexa do género Plasmodium, que possui aproximadamente
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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 atravées da picada da fémeas da mosquitos do género Anopheles infectadas (NEVES et
al., 2011; SINGH; DANESHVAr, 2013).

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

2.2 Vacina

E grande o interesse em erradicar a malaria, no entanto, atualmente, ndo existe uma
vacina eficaz. Embora o desenvolvimento de vacinas seja o 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 agdo no ciclo de vida do Plasmodium, divididas em:
Vacinas pré-eritrocitaria, que visam bloguear a infec¢do no sangue; Vacinas eritrocitarias de
estagios sanguineos, que tém como objetivo eliminar a parasitemia e prevenir o quadro clinico;
e as vacinas que blogueiam a transmissdo. Em 2012, Vaccine Technology Roadmap estabeleceu
a meta de desenvolver uma vacina 75% eficaz até 2030 (CROMPTON et al., 2014;
HEMINGWAY etal., 2016).

2.3 Ciclo Bioldgico do Plasmodium

Ha quatro estagios no qual o Plasmodium necessita passar a fim de completar o seu
ciclo bioldgico. Sdo eles: estagio de desenvolvimento hepético e reproducdo assexuada, que
ocorre no hospedeiro vertebrado; a formacdo dos gametas e dos esporozoitos, que ocorre na
fémea do mosquito (figura3) (GERALD et al., 2011; NEVES et al., 2011).
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Figura 1: Ciclo de Vida do Plasmodium
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Portanto, o ciclo bioldgico das espécies de Plasmodium inicia-se com a inoculacao 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
hepatdcitos e, por reproducédo 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 eritrécitos a fim de continuar seu desenvolvimento, dando
inicio ao ciclo eritrocitico. No interior dos eritrocitos, os merozoitos diferenciam-se em
trofozoitos, formando um anel que, posteriormente, desenvolve-se em esquizonte. A
segmentacdo do esquizonte contém inlmeros novos merozoitos que, ao romperem a membrana
celular, caem na circulacdo infectando novos globulos vermelhos, reiniciando dessa forma, o
ciclo (SINGH; DANESHVAR, 2013).

Apols algumas geracdes, aproximadamente de 10-12 dias, 0S merozoitos se
diferenciam em gametdcitos haploides masculinos e femininos, sendo essenciais para a

reproducdo sexuada. Estes, apds serem ingeridos pelo mosquito, passam pelo processo de



19

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 transmisséo do parasito para o hospedeiro humano ao alimentar-se
(GERALD et al., 2011; JOSLING; LLINAS, 2015).

2.4  Patogenia da Maléria

As alteraces fisiopatoldgicas iniciais da malaria sdéo comuns para todas as espécies e
compreendem alteragdes complexas nos eritrocitos, na circulacdo e nas reagdes imunoldgicas
provocadas pelo desenvolvimento intraeritrocitario do parasito. Dentre os principais sintomas
apresentados estdo: tremores, frio e uma alta stbita da temperatura corporal, 0 que desencadeia
nauseas, cefaléia, dores musculares e abdominais, falta de apetite e distabios gastrointestinais
e, posteriomente, anemia. Os sinais e sintomas clinicos estéo associados ao ciclo eritrocitico da
malaria de acordo com o tipo de Plasmodium infectante que corresponde ao momento da
ruptura das hemaécias e liberacdo 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 maléria 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 confirmacédo laboratorial
por microscopia da gota espessa ou testes imunocromatografico (BRASIL,2010).

A infeccdo causada pelas espécies P. falciparum tem inicio febril e é responsavel pelo
desenvolvimento da forma grave da patologia, com acometimento do sistema nervoso central
(SNC) como anemia grave, insuficiéncia renal, disfungdo pulmonar, choque, coagulacéo
intravascular disseminada, hipoglicemia, acidose metabdlica e disfuncdo hepaética
(WICKRAMASINGHE; ABDALLA, 2000; GOMES et al., 2011).

Durante a fase intraeritrocitaria, 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
bago, contribuindo para o desenvolvimento da anemia e manifestagdes clinicas. As principais

alteracGes hematoldgicas associadas a malaria sdo: Eosinopenia; Linfopenia provocada pela
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restribuicdo dos linfocitos; Trombocitopenia leve ou moderada relacionada a coagulacéo
intravascular, durante os primeiros dois dias hd uma neutrofilia seguido de neutropenia com
desvio a esquerda; Plaquetopenia leve ou moderada sem manifestacdo hemorragica; e
monocitose. Nota-se a formacéo de rouleaux provocado pela hipergamaglobulinemia policlonal
e a presenga de mondcitos e neutréfilos contendo pigmento malarico. (WICKRAMASINGHE;
ABDALLA, 2000; BUFFET etal., 2011).

A malaria apresenta manifestagdes agudas e crbnicas. Os principais achados clinicos
na malaria aguda s&o febre, nauseas, anemia leve, posteriormente, esplenomegalia com bago
palpavel. A malaria crbnica € resultado de repetidas contaminacgdes, 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 alteracOes patologicas da infeccao pelo parasito do género Plasmédio normalmente
provocam distarbios hematoldgicos 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 malaria cronica € 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 hepética, principalmente na malaria grave, pode ocasionar severas
complicagBes por meio de manifestagbes como: ictericia, hepatomegalia e aumento de
determinadas enzimas como as aminotransferases. Desse modo, induz algumas alteracGes na
funcdo do 6rgdo como a gliconeogénese, reducdo da producdo de fatores de coagulagdo 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 estd totalmente elucidado, porém ha
hipoteses que indicam alteragdes na microcirculacdo causada pela citoaderéncia das hemacias.
Desse modo, 0 aumento de expressdes de fatores de adesdo celular induziveis na parede do vaso
¢ a producdo de “rosetas” interferem no fluxo sanguineo na medida em que as células infectadas
sofrem remodelamentos e aderem as 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).
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A eriptose descrita em varias condicdes clinicas como na anemia falciforme, anemia
ferropriva, sepse, doenga de Wilson, delegdo do fosdato, B-talassemia e malaria. Na malaria a
eriptose € causada pelo estresse oxidativo das hemécias infectadas pelo Pasmodium, a
exposicao da fosfatidilserina na superficie celular gera desordem na membrana, desencadeando
a entrada de Ca?* pelos canais catibnicos permeéveis, que por sua vez provoca a perda celular
de KCI por estimular os canais de K*, levando a redugéo de volume celular. A apresentacdo da
fosfatidilserina na membrana também provoca o reconhecimento e a fagocitose das hemacias
por macrofagos, levando a eliminacdo das células infectadas circulantes. Esses dois
mecanismos provocam a depuracdo acelerada dos eritrocitos causando anemia o que leva a
ativacdo dos linfocitos T CD8+ citotdxicos que expressdo dos marcadores HLA-DR e o CD69,
por conseguinte ativam as células T helper e citoliticas. (GOMES et al., 2011; CROMPTON et
al., 2014).

A resposta imune da malaria 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 sélida ao Plasmodium se desenvolve somente ap0s anos em areas
endémicas atraves de inimeras exposi¢des acumulativas, o que leva a quadros clinicos de febre
sem complicagBes culminando em uma producdo gradual de anticorpos especificos e na
resisténcia a doenca. A resisténcia a infeccdo hepatica € raramente alcangcada provocando
infeccBes assintomaticas principalmente em adultos que vivem em areas endémicas (GOMES
etal., 2011; CROMPTON et al., 2014).

As estratégias de controle da infecgdo estdo baseadas no desenvolvimento de vacinas e
medicamentos, assim como no avanco de politicas de erradicacdo do vetor, quimioprofilaxia e
melhoria dos sistemas de saude (Frason et al., 2009). Dentre as principais drogas utilizadas para
o0 tratamento da malaria 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 antimalarico utilizado em tratamento de casos graves, porém a resisténcia
desenvolvida pelo plasmodio inviabiliza sua utilizagdo em muitos casos, além da elevada
toxicidade ao organismo, que agrava o quadro de disfuncdo hepética e renal produzido pela
patologia (ARIEY et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

2.5 Diagnostico

O diagndstico répido, eficaz e preciso da malaria € um desafio, ndo somente em regides

que possuem recursos limitados, mas também em paises desenvolvidos e em &reas ndo
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endémicas onde os especialistas sdo raros e ndo consideram a malaria como hipGtese de
diagndstico. A répida deteccdo do parasito, além de aliviar o sofrimento, diminui o risco de
infeccdo 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 movimentagdes da populacdo em areas consideradas
endémicas, 0s sinais e sintomas considerados comuns dificultam o diagndstico. Esses fatores
sdo as principais causas de morte por essa patologia. O diagndstico da malaria é dividido em
clinico e laboratorial. (TANGPUKDEE et al., 2009; HEMINGWAY et al., 2016).

2.6 Diagnéstico Clinico da Malaria

O diagnéstico clinico da malaria é amplamente praticado pelos médicos por ser o
método mais barato. Tal diagndstico é baseado nos sinais e sintomas apresentados pelos
pacientes. Os sintomas apresentados em uma infeccéo por maléria s&o inespecificos e variaveis,
comuns em outras infecgdes bacterianas ou virais como febre, nausea, vémito e diarreia. A
inespecificidade dos sintomas prejudica 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-malarica ser tratado com antimalérico,
contribuindo assim para o0 aumento da resisténcia aos antimalaricos existentes
(TANGPUKDEE et al., 2009).

2.7 Diagnostico Laboratorial da Maléaria

O diagndstico laboratorial da maléaria é realizado por diferentes técnicas, desde
microscopia oOptica do esfregaco sanguineo utilizando sangue periférico corados com Giemsa
ou outras técnicas de coloracdo, como teste quantitativo de buffy coat (QBC), teste de
diagnostico rapido (RDT) a exemplo do OPtiMAL, ICT, ParaHIT-f até métodos de diagndstico
molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os diferentes métodos possuem
caracteristicas peculiares e vantagens e desvantagens relacionados a 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 lamina de vidro corado

utilizando a coloracdo de Giemsa, Wright ou Field é o método considerado padréo ouro para
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diagndstico laboratorial da malaria. A gota espessa do sangue periférico corada com Giemsa é
considerado um teste de triagem para malaria, j& o esfregaco sanguineo que forma um filme de
sangue bem fino é utilizado para confirmacao 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 sdo 0s parametros essenciais para 0 manejo da malaria e
contribuem para a ampla aceitacdo. As desvantagens do método estdo relacionadas ao trabalho
demandado para a coloragdo e interpretacdo, fonte de energia elétrica, equipamentos adequados
além da imprescindivel presenga de um microscopista treinado, a técnica tem limitagbes como
baixa sensibilidade para a deteccdo e identificacdo de espécies em pacientes com baixa
parasitemia ou em infeccOes de malarias mistas. Estudos indicam que um
microscopista especialista consegue detectar até 5 parasitas/ul, j& um microscopista
inexperiente detecta apenas 50-100 parasitas/ul, o que provavelmente provoca uma
subestimacéo 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 populacdes assintomaticas em areas
endémicas. Esta técnica simplifica o diagndstico corando o do acido desoxirribonucleico
(DNA) do parasito com corantes fluorescentes para a sua posterior detec¢cdo 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 quantificagdo dos parasitas
(TANGPUKDEE et al., 2009).

O teste de diagndstico rapido (RDT) para malaria surgiu principalmente para suprir as
deficiéncias das técnicas 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 malaria 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 0s
“anticorpos panmalaricos” sdo anticorpos de deteccdo qualitativa da malaria com as aldolase
ou lactato desidrogenase (LDH) comuns para todas as espécies de Plasmodium. Ha também
testes rapidos especificos para a deteccao do P. falciparum contendo anticorpos com a proteina
histidinérgica 2 (HRP-2). Os desempenhos relatados pelos RDT’s para detecg¢do de malaria sdo
excelentes, principalmente por estender o diagndstico em areas remotas, no entanto, em areas

endémicas ja foram relatados grandes variacdes de sensibilidade por apresentar limitagdes em



24

detectar infeccdes com baixo nivel de parasitemia, ou 0s estagios hepatico de P. vivax e P. ovale
levando a OMS recomendar a utilizacdo 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 variagdo 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 sdo praticas e
apropriadas para o diagnostico clinico de rotina, principalmente pelo alto custo agregado
(TANGPUKDEE et al., 2009; HEMINGWAY et al., 2016).

2.8 Drogas Antimaléricas

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 basicas € de somente US $ 550 milhes por ano aproximadamente. Nesse contexto,
é importante o conhecimento da medicina tradicional a fim de buscar novas moléculas bioativas
para a producdo semissintética ou sintética de novas drogas (CUI et 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, peréxidos de lactona sesquiterpénica, naftoquinonas e
antibioticos. (OLIVEIRA et al., 2014; CUI et al., 2015; SHI et al., 2015). Ou pelos seus
mecanismo de acao, em dois grandes grupos: Alcaldides derivados da cinchona que interferem
no metabolismo da glicose e na habilidade do parasito na degradacéo da hemoglobina, impedido
a obtencdo de energia ou provocando a sua intoxicacdo com altos niveis de ferriprotoporfirina-
IX. E o segundo grupo que abrange as perimidinas e biguanidas que interferem na sintese do
DNA e de aminodcidos através da interferéncia da sintese do acido tetra-hidrofélico (FRANCA
et al. 2008).
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A quinina faz parte da familia das quinolinas é a medicamento mais antigo utilizado
no tratamento da malaria, atua como esquizonticida eritrocitico rapido impedindo a formacéo
dos gamétocitos nas especies P vivax, P. ovale e P. malariae. E usada com frequéncia apenas
em casos de malaria grave por causa de sua baixa tolerabilidade e efeitos adversos que
impossibilitam a adesdo ao tratamento nos casos de malaria ndo complicada. (CUI et al., 2015).

As 4-aminoquinolinas, como a cloroquina, foram utilizadas como droga padrdo no
tratamento da malaria por muitos anos. No entanto, ndo sdo recomendadas para o tratamento de
malaria aguda e/ou em infec¢des 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, sdo utilizadas com finalidade de eliminar o parasito no estagio hepatico,
além disso, agem sobre formas como hipnozoitas e gametécitos sendo o mais indicado para
tratamento de infeccbes pelo P. vivax se descartado o risco de anemia hemolitica aguda em
pacientes com deficiéncia de G6PD (CUI et al., 2015; HEMINGWAY et al., 2016).

Em éreas que apresentam prevaléncia de infecgdes por P. vivax é recomendado pela
OMS a utilizacao 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;
CUlI et al., 2015).

A combinacdo Sulfadoxina e a pirimetamina sdo utilizadas em varios paises no
tratamento da malaria, 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 eficécia seja limitada, em funcéo do rapido desenvolvimento de resisténcia
(OLIVEIRA etal., 2014; CUlI et al., 2015).

A resisténcia do plasmédio ocorre, sobretudo, em virtude do polimorfismo genético
oriundo da selecdo pelo uso de antimalaricos. Desse modo ocorrem mudancas 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 concentracgdo intracelular da
droga (BIOT et al., 2012; CUI et al., 2015).

Além de tudo, em cinco paises do Sudeste Asiatico ja detectaram parasitas resistentes
a cloroquina, quinina, mefloquina, artemisinina e as ACTs. Dentre os fatores relacionados estéo
a expressdo de genes que induzem a sintese de proteinas com propriedades pro-oxidantes

antagonizando os efeitos dos farmacos antimaléricos. Portanto, a expansdo de plasmodios
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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
transmissd@o, morbidade e mortalidade sdo elevadas (FAIRHURST; DONDORP, 2016;
HEMINGWAY et al., 2016) . A resisténcia do Plasmodium aos medicamentos ndo € o Unico
fator que preocupa em relagcdo a maléaria, a plasticidade do mosquito que ja apresenta resisténcia
aos inseticidas é um agravo para a disseminacdo da malaria. Na Africa ja foi identificado a
resisténcia do mosquito a dois ou mais inseticidas(HEMINGWAY et al., 2016).

2.9 Derivados da Artemisinina

Atualmente a OMS recomenda a combinacdo de farmacos derivados da artemisinina
junto a um antimalérico de meia-vida longa com diferente mecanismo de acdo. Desse modo,
em casos de malaria ndo complicada, adultos e criangas, com excecao 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 endoperoxidos tém atraido interesse nas Gltimas décadas
devido ao seu potencial como antimalarico. Nesse contexto o artesunato, um derivado da
artemisinina, vem sendo usado como droga de primeira escolha no tratamento da malaria grave,
indicados para criangas, gravidas e lactantes por via intravenosa ou intramuscular por no
minimo 24h. Entretanto, casos em que o artesunato ndo 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 aminoacidos
para 0 metabolismo do parasito. Contudo, durante o processo ocorre a formacao da hematina
potencialmente toxica ao parasito, em funcdo disso, o parasito dispGe de mecanismos
enzimaticos que promovem a conversdo da hematina em dimeros insoluveis e atoxicos 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, hemdcias infectadas pelo parasito
apresentam suscetibilidade a artemisinina e derivados, uma vez que, sdo bioativados na

presenca de compostos redutores, que podem doar elétrons, como o ferro (SHI et al., 2015).
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Portanto, a artemisinina e seus derivados apresentam seletividade para a fase
eritrocitica, ou seja, a fase esporogbnica. Esses farmacos possuem em sua estrutura uma lactona
endoperoxica que ao ser reduzida pelo ferro (Fe?) livre ou ligado & hematina leva a abertura
do anel e, por conseguinte, a formacéo de radical oxigénio e em seguida rearranjo a radicais
livres de carbono. Esses radicais sdo metabdlitos nucleofilicos que promovem a alquilagdo 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).

2.10 Plantas Medicinais

Plantas medicinais e seus produtos derivados séo utilizados com a finalidade de
tratamento, cura e prevencdo de doengas pela medicina popular. O conhecimento da eficicia
das plantas medicinais possui diversas influéncias culturais sendo uma pratica remota com
indicios da utilizagdo datados de 500 a. C em textos chineses (FIRMO et al., 2012).

A OMS estipula 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 necesséria a realizacdo de estudos que comprovem
a eficacia terapéutica, a toxicidade, contraindicacdes e interacGes desses produtos naturais.
(FIRMO et al., 2012; MELO et 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 territorio nacional. Divulgado pelo Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos do Ministério da Salde a lista tem como objetivo orientar a
producdo de fitoterdpicos com baixo custo econémico que possam ser distribuido no SUS
(BRASIL, 2009).

Nas abordagens etnobotanicas, o conhecimento tradicional direciona pesquisas e
valida informagBes populares de interesse da industria farmacéutica para descoberta e
desenvolvimento de novas drogas, abreviando o tempo de estudo e reduzindo os gastos da
pesquisa (DE ALMEIDA, 2003; FIRMO et al., 2012).

Dentre as doencas tratadas por plantas medicinais estdo as parasitarias. Melo et al.,,
(2017) identificou 67 espécies de plantas usadas para o tratamento de parasitose, distribuido em

43 familias, sendo Leguminosae, Meliaceae, Solanacea, Compositae e Euphorbiaceae as mais
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citadas no estudo. A malaria foi a doenca parasitaria com maior nimero de indicac@es 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 tdxicos ao organismo humano. Essas buscas tém se concentrado nos produtos
naturais e a floresta Amazo6nica tem se destacado por apresentar a maior biodiversidade do
planeta (ROSENTHAL, 2003; MELO et al., 2017).

2.11 Libidibia ferrea

Segundo a taxonomia, Caesalpinia ferrea var. parvifolia (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz,
possui como sinonimia botanica o nome de Libidibia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea, é uma
arvore que pertence a familia Leguminosae-Caesalpinioideae (Libidibiaceae) que cresce em
todo o Brasil, sendo encontrada, principalmente, na regido Norte e Nordeste (LORENZI, 2002).
E conhecida vulgarmente como juca ou pau-ferro, este Gltimo devido & rigidez do seu lenho,
além dos nomes indigenas ibira-obi, imira-itd, muird-obi e muiré-ita (LORENZI, 2002;
FREITAS, 2012).

Possui flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, lisos, duros
e aromaticos do tipo legume (vagem), com sementes também escuras; folhas compostas, com
foliolos pequenos; altura de 10-15 m, com tronco curto de 40-60 cm de didmetro apresentando
manchas claras, caracteristicas que permitem seu facil reconhecimento (Figuras 1 e 2). Esta
planta floresce a partir de novembro, prolongando-se até janeiro, tendo anualmente uma alta
producdo de frutos que amadurecem em julho-agosto (GALDINO, 2008; CAVALHEIRO et
al., 2009; FREITAS, 2012; SILVA et al, 2017).

Libidibia ferrea é uma espécie economicamente importante, devido a uma
multiplicidade de usos visto seu potencial medicinal; como planta ornamental, na construgéo
civil, além de ser utilizado no Nordeste como forrageira (FREITAS, 2012).

A cultura da regido amazénica dispbe de inumeros produtos e principios ativos
referendados pela ciéncia, em virtude do seu extenso uso na medicina popular, sendo que a
Libidibia ferrea, popularmente conhecida como “juca” ou “pau-ferro”, é uma espécie indicada
para tratar diversas afeccdes de satude (LORENZI, 2002), a partir de sua casca, folhas e frutos
sdo muito usadas em preparacbes como chas, infusbes e emplastos, lhe sendo atribuidas

propriedades para tratamento de afeccGes bronco-pulmonares, diabetes, reumatismo, cancer,
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disturbios gastrintestinais, diarreia, além do tratamento de feridas e contusdes. (OLIVEIRA,
2010; PAIVA et al., 2015; SOUZA et al., 2017).

O juca (Libidibia ferrea), tem sido muito investigado in vitro e in vivo do ponto de vista
de suas diversas propriedades bioldgicas apresentando varios componentes ja isolados, dotados
de propriedades larvicida (CAVALHEIRO et al., 2009), anti-inflamatéria, anticancerigena,
anti-tlceras, antioxidantes, antimicrobiana analgésica e cicatrizante, o que apoia sua utilizacdo
medicinal em algumas doencas de natureza inflamatoria, cancerigena, ulcerativas, oxidantes,
imunodepressivas, microbianas, fungicida e lesdes que precisem de cicatrizacdo (PEREIRA,
2011; FERREIRA, 2012; CRISCI, 2013; OLIVEIRA et al., 2014; MAGALHAES et al. 2015;
PAIVA etal., 2015; HENRIQUE, 2015).

Encontram-se em menor escala estudos sobre sua composicao fitoquimica, destacando-
se entre 0s componentes ja isolados os compostos fendlicos, flavonoides e taninos
(KOBAYASHI et al. 2015 e MAGALHAES et al., 2015). A presenca de flavonoides confere
caracteristicas anti-inflamatdrias ao extrato, taninos conferindo agdo antisseptica, adstringente
e cicatrizante, e cumarinas responsaveis pela acao antibacteriana e antifingica (GONZALES,
2005; LOGUERCIO et al., 2005; OLIVEIRA, 2010; PAIVA et al., 2015 e MAGALHAES et
al., 2015).

Andlises fitoquimicas revelaram ainda a presenca de saponinas, acidos organicos,
acucares redutores, fenois, taninos, sesquiterpenolactonas e antraquinonas, onde a maioria dos
autores, em estudos sobre atividade cicatrizante de plantas medicinais, sugere que 0s taninos
s80 0s responsaveis pela acdo farmacologica, em virtude de suas propriedades adstringentes e
antioxidantes, possivelmente explicando a acdo desses metabdlitos nos processos de
cicatrizago de feridas (KOBAYASHI et al., 2015; MAGALHAES et al., 2015).

2.12 Atividades Biologicas e Uso Do Jucé

Os principios e medicamentos fitoterapicos comecam a ganhar cada vez mais espaco no
tratamento veterinario, demonstrado através do aumento da pesquisa de produtos naturais para
auxiliar no tratamento de doengas, e entre as plantas estudadas, encontra-se o juca (Libidibia
férrea), que em face de sua importancia ethomédica, o Ministério da Saude brasileiro incluiu
esta espécie na Lista Nacional de Plantas Medicinais importantes para o Sistema Unico de
Saude (FREITAS, 2012).

Pesquisas no estado do Rio Grande do Norte, informam que o pé da casca da Libidibia

ferrea € utilizado pela populacdo para tratamento de feridas cutaneas, diferentemente do que
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ocorre na regido Amazonica onde o fruto da planta € utilizado empiricamente como cicatrizante,
sendo inclusive comercializado em feiras na forma de frutos secos ou mesmo em formulagcoes
contendo alcool, OLIVEIRA et al., (2014). ALVES e SANTOS (2014) realizou levantamento
acerca das plantas medicinais mais utilizadas pela populagédo da Caatinga, coorelacionando
dados etinoboténicos com estudos cientificos e concluiu que o potencial uso farmacologico
desta espécie esta comprovado pelas inimeras pesquisas realizadas, sejam elas in vitro e/ou in
vivo sobre suas agOes antidiabética, antiulcerogénica e anti-inflamatoria.

Em inventario das plantas medicinais de uma comunidade rural maranhense, analisando
0 valor de uso e a importancia relativa das espécies, assim como o consenso dos informantes
quanto as doencas tratadas, o juca (Libidibia ferrea) foi classificado entre as espécies de maior
uso, sendo associados a cicatrizacdo, dor de dente, alergia, inflamacdo no Gtero e trombose
(VIEIRA et al., 2015).

Estudos fitoquimicos nos extratos aquoso, etandlico e metanolico dos frutos de juca
(Libidibia ferrea) evidenciaram a presenca de taninos pirogalicos, flavondis, flavanonas,
catequinas e alcaldides para todos os extratos analisados. Em testes preliminares para
prospecgdo fitoquimica dos extratos foram descritos a presenca de bioativos importantes como
acido galico e elagico pertencentes ao grupo de taninos com propriedades antioxidantes que
potencializam os efeitos cicatrizantes dos extratos de jucd em camundongos. (CUNHA et al.,
2012). A presenca de flavonoides nos extratos de juca (Libidibia ferrea) confere caracteristicas
anti-inflamatorias, os taninos conferem agdo antisséptica e cicatrizante, e as cumarinas sao
responsaveis pela agdo antibacteriana e antifungica do extrato (PAIVA et al., 2015).

Ensaio sobre as atividades biologicas e enzimaticas do extrato aquoso de sementes do
jucé (Libidibia ferrea) para atividade antibacteriana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, ndo mostraram atividade antibacteriana nem antifangica(CAVALHEIRO, 2009),
assim como na avaliacdo da cicatrizacdo de feridas cutdneas abertas de ratos Wistar tratadas
com po das cascas do fruto do juca (Libidibia ferrea), em pomada nas concentracdes a 20% e
de 50% ndo apresentou resultados satisfatorio como cicatrizante (FERNANDES et al., 2014).
J& a acdo funcida contra candida ndo albicans foi detectada em estudo in vivo em baixas
concentracdes de extratos bruto da casca do jucad (FERREIRA, 2012).

Foi demonstrada a atividade moduladora do extrato alcodlico da entrecasca e de frutos
frescos quando combinados com alguns antimicrobianos contra algumas linhagens de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeroginosa, sugerindo a possibilidade de utilizag&o do
extrato dessa planta na terapéutica antimicrobiana no combate a multirresisténcia.
(HENRIQUE, 2016).
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Pesquisas sobre a atividade cicatricial do extrato aquoso da vagem e da casca do juca
em lesBes cutaneas de asininos (Equus asinus), demonstrou que 0 uso de extratos aquosos da
vagem e da casca do juca a 30% para tratamento de ferida dérmica de asininos, ndo foram
suficientes para interferir significativamente no processo de cicatrizacdo da pele desses animais
(OLIVEIRA et al., 2014), demonstrando nas situa¢fes acima que talvez os principios ativos da
planta ndo sejam extraidos em solugdes aquosas, uma vez que ha relato dessas acdes apenas
nos extratos alcodlicos em fracdes do caule e do fruto (OLIVEIRA, 2010; MAGALHAES et
al., 2015; PAIVA et al., 2015; HENRIQUE, 2016).

Em avaliagdo do extrato hidroalcodlico da casca de jucd (Libidibia ferrea) ficou
demonstrada a eficiéncia no combate aos micro-organismos, S. aureus, isolados do leite de
cabras, através do uso do extrato hidroalcodlico bruto de jucd. Desta forma, dentre as
alternativas para a diminui¢cdo do uso descontrolado de antibidticos, surge a pesquisa dos

extratos naturais com capacidade antimicrobiana (PAIVA et al., 2015).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

" Avaliar a atividade anti-plasmodial in vitro do extrato hidroalcéolico de Libidibia ferrea
Mart. ex Tul. var. ferrea (EHJ).

3.2 Especificos
" Caracterizar quimicamente os constituintes do EHJ.
" Avaliar a citotoxicidade do EHJ por MTT.

" Avaliar atividade anti-plasmodial in vitro do EHJ.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material botanico

O Jucé foi utilizado a partir de um extrato hidroalcéolico de suas vagens. Como matriz
foi utilizado exemplar adulto da espécie Libidibia férrea localizado na area urbana de Santarém
— PA, o qual j& foi identificado e catalogado como FABACEAE - Libidibia ferrea. (Exsicata
HSTMO010436, herbario HSTM/UFOPA). A preparacdo do extrato hidroalcoolico de Libidibia
ferrea foi realizada conforme AMERICO et al. (2020) adaptada de KOBAYASHI et al., (2015).
Os frutos (1,5 kg) foram coletados a partir de um exemplar adulto da espécie, higienizados com
alcool 70° Gl e deixados em temperatura ambiente para a primeira secagem. Apds 48 horas 0s
frutos foram colocados em estufa de circulacdo de ar forcado microprocessada a 40°C, durante
o0 periodo de 72h para secagem. Em seguida, as vagens foram trituradas em moinho de facas. O
material triturado foi colocado para maceracdo em alcool 96° Gl, na proporcao de 5 litros de
alcool para 1 kg de planta, durante 7 dias. Em seguida, o macerado foi filtrado e a tintura
extraida por meio de rotaevaporador. O extrato obtido foi entdo liofilizado e congelado até sua

utilizagdo nas andlises.
4.2  Analise cromatogréfica

A analise da composicdo quimica do EHJ foi realizada no Centro de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agronémicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O
equipamento utilizado foi o cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massa Agilent,
modelo HP-6890 equipado com um detector seletivo de massas, com coluna capilar HP-5MS
(30m x 0,25mm x 0,25um) nas seguintes condi¢des: temperatura do injetor = 220°C, coluna =
60°C, taxa de aquecimento de 3°C/min até 280°C (20 min) e detetor = 250°C. Foi utilizado
heélio como gas de arraste numa vazdo de 1mL/min. Os espectros de massa obtidos foram
comparados com a biblioteca eletronica do equipamento (NIST-05) e com a bibliografia Adams
(2007).

4.3  Solubilizacdo do composto para testes com atividade bioldgica

Para o preparo da solugdo estoque foi utilizado o solvente dimetilsulféxido (DMSO)
resultando numa concentracdo inicial de 10000 pg/mL. Essa solucdo € mantida em geladeira a
aproximadamente 4°C. No dia da realizagcdo dos testes de citotoxicidade foram realizadas
diluigdes utilizando RPMI, resultando nas seguintes concentragdes a partir da solugdo estoque:

1000 pg/mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL. A partir dessas concentragdes foram
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realizadas diluicBes seriadas, onde a faixa de concentracdo final dos compostos na placa de
células foram de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, 0,1 ug/mL e 0,01 pg/mL. O volume final da
concentracdo de DMSO foi de 0,01%.

4.4  Ensaios Bioldgicos
4.4.1 Cultivo das linhagens celulares humana

A linhagem celular humana utilizada para analise de toxicidade foi WI-26VA4
(fibroblasto pulmonar ATCC CCL-75). Essa linhagem faz parte do banco de células animais
do Servico de Biologia Celular (SBC) da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) em Belo
Horizonte - Minas Gerais que possui um laboratério com certificagio ABNT NBR
1ISO9001/2008 e se destaca no suporte ao desenvolvimento de projetos de pesquisa que
requerem o acesso as técnicas de cultivo de células e tecidos. Consolidando-se como referéncia

no cultivo de células animais.

As células foram cultivadas a partir de ampola crio preservada, as mesmas foram
descongeladas a 37°C, seu contetdo transferido para um tubo de 15mL, com 10mL de meio
RPMI 1640. As células foram centrifugadas a 1200rpm por cinco minutos, o sobrenadante
descartado e o sedimento ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF) inativado pelo calor (meio completo). As células foram transferidas para
garrafas plasticas de cultivo celular tratada para promover a adeséo celular, T75 (75cm2) 10mL
(Corning Costar Inc. EUA) e mantidas como monocamadas a 37°C em estufa (Thermo electron
co. EUA) com uma atmosfera imida de 5% de CO2. O meio de cultura é substituido a cada 48
horas de incubacdo. Morfologia celular e formagdo da monocamada foram observadas ao
microscopio invertido em aumento de 100x (modelo Olympus. CKX 41). O congelamento
dessas células foi realizado em ampolas de criopreservacdo com uma solucdo contendo meio
RPMI completo com 5% de DMSO e estas sdo mantidas em nitrogénio liquido no banco de
criopreservacdo (CryoPlus 7405 / Thermo Scientific. EUA). Apos confluéncia de 80% da
cultura na garrafa T75 as células foram repicadas ou utilizadas nos ensaios de citotoxicidade
(PATRA etal., 2011; PEREIRA et al., 2012).
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4.4.2 Ensaios de Citotoxicidade

O teste de quimio-sensibilidade mais utilizado na pratica pré-clinica é o teste MTT.
Referente & sigla do reagente utilizado na avaliacéo final, ou seja, 3-(4.5 dimetiltiazol-2yl)-2-
5-difenil-2H tetrazolato de bromo (MATSUZAKI et al., 2006). Este teste consiste na avaliacao
colorimétrica rapida do crescimento de linhagens celulares in vitro. O ensaio baseia-se na
reducdo do sal tetrazolato pela enzima succinato desidrogenase presente na mitocondria das
células eucarioticas viaveis, formando um cristal insolivel em dgua conhecido como cristal de
formazan (CARMICHAEL et al., 1987; PARK et al., 1987). Ao solubilizar o cristal com um

solvente organico, adquire uma coloracdo violacea que é avaliada por espectrofotometria.

Apos adquirir 80% de confluéncia as células foram tripsinizadas com 1,5mL da enzima
tripsina (1:250 Sigma), incubadas a 37°C por cinco minutos, ressuspendidas em 10mL de meio
completo e centrifugadas a 1200rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido com meio completo. As células foram distribuidas em microplacas de
96 pogos a uma densidade de 4x105 células/100ul por pogo e incubadas em estufa de CO2 a
37°C por 24h para a adesdo das mesmas a placa. Apds esse periodo de adesdo o meio foi
retirado, adicionado 180 pl de meio RPMI suplementado com 1% de SFB e foram adicionados
20ul de composto diluido em meio RPMI contendo diferentes concentracdes do composto
testados a partir das dilui¢des iniciais, 0 composto foram adicionados em triplicata. As placas
foram incubadas por mais 48 horas. No final do periodo de tratamento foram adicionados
100ul/pogo de uma solucdo brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2- yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
(Sigma), o sal tetrazdlico, na concentragdo de 0,5mg/mL em RPMI 1640 sem fenol (DENIZOT;
LANG, 1986). Ap0s trés horas de incubacéo na estufa de CO2 a 37°C no escuro com 0 MTT,
0 sobrenadante foi aspirado e os cristais de formazan foram dissolvidos em 50ul/pogo de
DMSO e mantidos a 37°C durante 10 minutos. A absorbancia por pogo foi medida a um
comprimento de onda de 550nm utilizando o Gen5 (Data Analysis Software -Bio-Tek). Os
dados foram analisados a partir de experimentos independentes. A dose letal minima que inibe
em 50% (IC50) o crescimento das células na presenca do composto teste foi determinado em
comparacdo com células cultivadas sem a presenca de composto (considerada 100% de
crescimento). Os calculos foram realizados a partir de curvas de concentracdo dose-resposta
sigmoidal usando Software OriginPro versdo 8.0 (OriginLab Corporation. Northampton. MA.
USA) (PATRA et al.,, 2011; PEREIRA et al., 2012).
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4.4.3 Cultivo in vitro de Plasmodium spp

Atualmente, a Unica espécie capaz de ser cultivada continuamente in vitro é o
Plasmodium falciparum, pelo fato da mesma ter a capacidade de invadir eritrocitos jovens e
maduros (TRAGER; JENSEN, 1976). O P. vivax invade apenas reticulécitos (eritrocitos
jovens), sendo esse um dos fatores para que o cultivo continuo néo seja satisfatério (MORENO-
PEREZ; RUiZ; PATARROYO, 2013). Portanto, 0 modelo mais empregado na triagem de
novos compostos com acgdo anti-plasmodial tem como foco o P. falciparum nos testes in vitro
(AGUIAR et al., 2012).

4.4.4 Cultivo in vitro das fases intraeritrocitarias de Plasmodium falciparum

Os parasitos da cepa W2 (cloroquina-resistente) foram cultivados em hemécias
humanas in vitro sob condi¢des estabelecidas por TRAGER & JENSEN (1976). Os parasitos
foram cultivados em garrafas de cultura com hematdcrito a 5% usando meio de cultivo
completo (RPMI 1640 suplementado com 25mM de Hepes, 21mM de bicarbonato de sodio,
300uM de hipoxantina, 11mM de glicose, 40ug/ml de gentamicina e 10% (v/v) de plasma
humano inativado pelo calor). As placas foram mantidas a 37°C e a concentracdo adequada de
oxigénio foi obtida pela combustdo de uma vela, sendo realizadas trocas diarias de meio. A
parasitemia foi monitorada diariamente em esfregacos, corados com Giemsa, a0 microscépio
Optico (1000x).

445 Determinacdo da parasitemia

Foram confeccionados esfregacos sanguineos de cultivo, secos ao ar, fixados com
metanol e corados com solucdo recém diluida de Giemsa na proporc¢do de trés gotas para cada
1mL de solucdo salina tamponada pH 6,8. Ap6s 10 minutos, as laminas foram lavadas em &dgua
corrente, secas ao ar e examinadas ao microscopio 6ptico com objetiva de imersdo (1000x). A
parasitemia foi determinada através da contagem do numero de hemécias infectadas. Para
parasitemias maiores que 5%, 1000 hemacias foram contadas. No caso de infecgdes muito
baixas, menores que 5%, foram contadas 6000 hemécias. Nesse caso, a avaliacdo foi feita pela
estimativa do nimero total de hemacias por campo microscopico em um total de 50 a 100
campos, estimando-se o nimero de hemacias infectadas. A parasitemia foi expressa em

percentagem de hemacias parasitadas.
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4.4.6 Sincronizagao do cultivo de Plasmodium falciparum

Os parasitos de cultivo foram sincronizados pelo método do sorbitol (LAMBROS;
VANDERBERG, 1979). Os cultivos com predominio de formas jovens (anéis), obtidas logo
ap0os a sincronizacgdo, foram utilizadas nos ensaios quimioterapicos. Apés a adi¢do de 10 ml de
sorbitol, os parasitos foram mantidos nas mesmas condi¢Ges ambientais do cultivo (37 °C e 5%
CO2) por 10 min. Apos o tempo de agéo do sorbitol, o conteudo foi centrifugado em tubo falcon
a 2500 RPM por 5 min e o volume do sedimento foi utilizado para determinacdo do hematocrito.
O liquido sobrenadante foi removido e as hemacias foram ressuspendidas com meio de cultura

RPMI com o hematdcrito ajustado para 2%.

4.4.7 Testes esquizonticidas in vitro com Plasmodium falciparum utilizando o ensaio
antimalarico com SybrGreen | (SMILKSTEIN et al., 2004)

Culturas sincronizadas do P. falciparum com 0,5% de parasitemia em estagio de anel
e 2% de hematocrito foram distribuidas em placa de 96 pogos (180uL por pogo). O composto
testado foi adicionado (20uL) a placa-teste, em triplicata, e em diferentes concentragdes
seriadas de 50 a 0,20pug/mL. Os pogos controle continham hemécias infectadas sem adi¢éo do
composto teste (controle negativo). O antimalarico padrao, cloroquina, foi testado em paralelo
em todos os experimentos realizados, em diluicdes seriadas de 500 a 2,0ng/mL (controle
positivo). Em seis pocos foram adicionados 180uL de eritrocitos ndo parasitados para a

exclusdo da autofluorescéncia dos mesmos.

As placas-teste foram incubadas a 37°C por 48h. Apds a incubacdo, o sobrenadante foi
removido e 150pL de PBS 1X foram adicionados em cada pogo. As placas foram centrifugadas
a 700g por 5 minutos e o sobrenadante novamente removido e 120uL de tampdo de lise com
Sybrsafe (20mM TRIS-base, 5mM EDTA, 0,008%p/v Saponina, 0,08%v/v Triton X-100,
0,2pL/mL Sybr safe) foram adicionados.

Apos a lise dos eritrécitos, os pogos foram homogeneizados e 100uL do contetdo de
cada poco foram adicionados a uma nova placa contendo 100uL de PBS. A leitura da
fluorescéncia foi realizada ap6s a incubagdo por 30 minutos ao abrigo da luz em fluorimetro

com excitagdo de 484nm e emissdo de 535nm.
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As hemécias parasitadas (IRBC) emitem maior fluorescéncia que as hemacias normais
(RBC), sendo a resposta dos composto testes inversamente proporcionais a emissao da

fluorescéncia, comparada aos pocos sem adicdo de composto.

4.4.8 Indice de Seletividade

Um importante critério na pesquisa de composto ativo como potencial terapéutico é
determinar a auséncia de efeitos toxicos nas células do hospedeiro, através do indice de
seletividade (1S), que mede o quanto o composto € ativo contra o parasito sem causar danos a
viabilidade das células de mamiferos. Sendo assim, quanto maior for a propor¢ao, maior seré a
seletividade do composto para as células do parasito. O indice de seletividade é calculado de
acordo com a formula abaixo.

IS = IC50 do composto em linhagem de células de mamiferos
IC50 do composto em linhagem parasitéria

4.4.9 Avaliacdo da atividade Hemolitica

Sangue fresco (5 ml) foi colhido em tubo com EDTA e centrifugado a 1000 x g durante
5mina4 ° C. O sobre nadante foi retirado, o pellet com as células vermelhas do sangue (RBC)
foi lavado cinco vezes com solucdo salina 0,9% estéril e depois resuspensas na mesma solucao
para obter uma solucdo de hemacias 2% (v/v). O composto-teste foi diluido em solucdo de
DMSO a 1% e testado nas seguintes concentragdes: 2000 a 15,6 pg/ml, em 8 diluicdes seriadas
(1:2) testados em triplicata e adicionado 100uL da suspensdo de hemacias a 2% (v/v) em cada
poco. As suspensdes resultantes foram incubadas sob agitagdo durante 60 minutos a 37 ° C.
Ap0s a incubacdo, as amostras foram centrifugadas durante 10 min a 1500 g. Os sobrenadantes
foram transferidos para placas de 96 pocos e a libertagdo de hemoglobina foi medida por
absorbancia a 450 nm, utilizando o leitor multiplacas BioTek Synergy HT. Para controle de
100% de hemolise foi feita uma suspensdo de hemécias com Triton X-100 1% (v/v). Como

controle sem hemodlise, utilizou-se solucdo salina 0,9%.

O percentual de hemdlise foi determinado pela seguinte equacédo: [(Abs450nm tratados
amostra — Abs450nm ndo tratada) / (Abs450nm1% Triton X-100 — Abs450nm ndo tratada)] X
100 (AHMAD et al., 2010).
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45  Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Graph Pad Prism 5.0 (Prim software,
Irvine, CA, USA). O resultado foi expresso como a média +/- desvio padrdo. Analise de
variancia (ANOVA two-way) foi aplicada para avaliar a significancia estatistica das diferencas
entre os grupos de estudo. Um valor de p <0,05 foi considerado como critério para significancia
estatistica.

5 RESULTADOS

A identificacdo e caracterizacdo de moléculas farmacologicamente ativas € uma
necessidade que move esforcos nos mais diversos ambitos da pesquisa cientifica no mundo
todo. A aplicabilidade de tais moléculas pode ser muito variavel, porém, o objetivo principal
do processo de desenvolvimento de medicamentos é a obtengdo de moléculas que tenham
grande eficiéncia e especificidade frente ao alvo terapéutico, baixos custos e auséncia ou
diminuicdo de riscos aos potenciais usuarios (BHATNAGAR; KIM, 2010). Sendo relevante o

desenvolvimento racional de farmacos, abordagem deste estudo.

O aumento da resisténcia aos medicamentos atuais faz com que seja cada vez mais
importante compreender o0 mecanismo de acdo de compostos com acdo para doencas
parasitarias com impacto social e econdmico. Este conhecimento auxilia na triagem de
compostos  bioativos com caracteristicas farmacodinamicas e/ou farmacocinéticos
determinadas (SKINNER-ADAMS et al., 2016). Para tanto, as metodologias empregadas neste
estudo, tem como principal objetivo a caracterizacdo de potenciais alvos. Estes dados e

discussdes permitem inferir a importancia do presente estudo.

5.1 Analise cromatografica do EHJ

O estudo fitoquimico do extrato hidroalcodlico de Libidibia ferrea resultou na identificacédo dos
seguintes compostos: acido elagico (tr 7.68 min), dilactona acido valoneico (tr 6.8 min),
gallotannin (tr 6.05 min) e &cido gélico (tr 4.28 min) (figura 1).

Figura 2: Cromatograma HPLC-DAD do extrato hidroalcoolico de Libidibia ferrea. AU:
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Absorbéancia.

7.68 Acido Elagico

G.0e+1
5 0e+1
Dilactona Acido Valoneico
4.0e+1 . Gallotanin
o Acido Gélico
T 308+

2.0e+1

1.0e+1

0.0 Time

200 400 6.00 g.00 10.00

A quantificacdo dos compostos identificou 78,1% dos constituintes da amostra, sendo o acido

elagico o composto marjoritario (tabela 1).

Tabela 1: Composicdo quimica do extrato hidroalcodlico de Libidibia ferrea.

tr (min) Identificacao Rel. %
4,28 acido gélico 14,75

6,05 gallotannin 15,19

6,8 dilactona acido valoneico 13,89

7,68 acido elagico 34,27
TOTAL: 78,1

Tr: tempo de retencdo; Rel.%: fracdo em porcentagem da area total integrada para o

cromatograma.

5.2 Atividade anti-plasmodial e citotoxicidade

Os valores do efeito antimalarico e citotoxico que correspondem a metade da
concentracdo maxima inibitoria (IC50) foram determinados para o extrato hidroalcoodlico de
Jucd. Estes foram determinados a partir do teste de citotoxicidade, utilizando linhagem de
fibroblastos de células humanas (WI-26-VA4 # ATCC) e o ensaio antimalarico com SybrGreen
I contra a cepa W2 do P. falciparum (cloroquina resistente). Além dos controles citados
realizou-se a determinacdo para os antimalaricos padrdes (cloroquina e artemeter). Os

experimentos foram realizados em triplicata.



41

A citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de Jucé foi avaliada contra uma linhagem de
fibroblastos de células humanas (WI-26-VA4 # ATCC). O teste utilizado consiste em um
método colorimétrico (MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium),
que tem por objetivo avaliar a viabilidade celular. Nos testes realizados, a citotoxicidade foi
registrada como a porcentagem de reducdo na absorbancia. O extrato hidroalcoolico de Juca

nao apresentou atividade citotoxica com valor de 1C50 superior a 100 pg/ml (Tab. 1).

Na determinacdo do IC50 por teste anti-plasmodial o valor foi de 11,10 pg/ml. Além
disso, obteve-se o indice de seletividade (IS), que corresponde a relacdo entre as atividades

citotoxicas e anti-plasmodial do extrato hidroalco6lico de Juca (Tab. 1).

Tabela 2: Resultados in vitro para a atividade anti-plasmodial (IC50) do extrato hidroalcodlico
de Juca contra a cepa W2 de P. falciparum, 1C50 na linhagem celular humana WI-26-VA-4 e
indice de seletividade do extrato.

Compostos I1Cs0 (ug/mL) + DP*
P. f(W2) WI-26-VA4 Sl
Extrato etandlico deJuca 11,10+ 1,13 >100 9
Cloroquina 0,21+£0,13 >100 476
Artemeter 0,01 +0,28 >100 10000

IC50: Metade da concentragdo maxima inibitoria; DP: Desvio Padrdo; P. f (W2): Plasmodium
falciparum cloroquina resistente, WI-26-VA4: Fibroblastos de células humanas; SI: Indice de
seletividade.

5.3 Atividade Hemolitica

O EHJ apresentou hemolise de 8,68% em concentracdo de 2000 pg/ml, 6,71% em
concentracdo de 1000 pg/ml, 6,97% em concentracdo de 500 pg/ml, 4,07% em concentracéo
de 250 pg/ml, 2,13% em concentragéo de 125 p/ml, 1,34% em concentragdo de 62,5 pg/ml e
0% nas concentragdes de 31,25 pg/ml e 15,62 pug/ml. Todas as concentrages apresentaram
diferenca significativa em comparagéo ao grupo controle positivo.

Gréafico 1. Capacidade hemolitica do EHJ em diferentes concentragcdes. *Diferencas



estatisticamente significativa (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A identificacdo e caracterizagdo de moléculas farmacologicamente ativas é uma
necessidade que vem movendo esforcos nos mais diversos ambitos da pesquisa cientifica no
mundo todo. A aplicabilidade de tais moléculas pode ser muito variavel, porém, o objetivo
principal do processo de desenvolvimento de medicamentos é a obtencdo de moléculas que
tenham grande eficiéncia e especificidade frente ao alvo terapéutico, baixos custos e auséncia
ou diminuicao de riscos aos potenciais usuarios (BHATNAGAR; KIM, 2010). Sendo relevante
o desenvolvimento racional de farmacos, em que se utiliza de ensaios in silico e in vitro,
abordagem deste estudo.

O aumento da resisténcia aos medicamentos atuais faz com que seja cada vez mais
importante compreender o0 mecanismo de acdo de compostos com acdo para doencas
parasitarias com impacto social e econdmico. Este conhecimento auxilia na triagem de
compostos  bioativos com  caracteristicas farmacodindmicas e/ou farmacocinéticos
determinadas (SKINNER-ADAMS et al., 2016). Para tanto, as metodologias empregadas neste
estudo, tem como principal objetivo a determinacdo do mecanismo de ac¢do de potenciais alvos
derivados de alcaloides.

A determinacdo do mecanismo de acdo, necessita da aplicacdo de novas estratégias.
Permitindo com isso, ndo somente testar 0s compostos, e sim escolher 0s mais ativos e eficazes
em todos os testes, in vitro como in vivo. Exigindo um delineamento continuo em novos
medicamentos descritos com perfil de produtos (BURROWS et al., 2017). Além disso, reduzir
0 impacto das doencas infecciosas que afetam a populacdo mundial exige esforcos
colaborativos. A qualidade dos compostos quimicos para tais projetos é um fator que pode
influenciar na probabilidade do sucesso clinico. Para tanto, Katsuno e colaboradores
apresentam os critérios relevantes nas pesquisas envolvendo doencas infecciosas (KATSUNO
et al., 2015) os quais foram seguidos e analisados neste trabalho.

Os principais critérios de verificacdo e validacdo para antimalaricos, definidos pelo
comité coordenado pela fundacéo Global Health Innovative Technology (GHIT) foram guiados
pelos requisitos especificos para a doenca, considerando o produto-alvo e os perfis de
candidatos. Os critérios foram divididos em: validacdo e atividade/mecanismo de acdo
(KATSUNO et al., 2015).

A cromatografia mostrou que 0s compostos majoritarios sao: acido elagico (tr 7.68
min) com 34,27%, dilactona acido valoneico (tr 6.8 min) com 13,89%, gallotannin (tr 6.05 min)

com 15,19% e &cido galico (tr 4.28 min) com 14,75%. Todos os compostos identificados sdo
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classificados como tanino. AMERICO et al., (2020) utilizando cromatografia em camada
delgada, identificou presenca marcante de taninos hidrolisiveis e flavonoides em extrato de
Libidibia ferrea. Estudos indicam que estes compostos fendlicos possuem baixa toxicidade e
apresentam variadas atividades biolégica como: tratamento de cancer, alzheimer,
neuroinflamacéo, problemas gastrointestinais, inflamacées e leishmaniose (AL-HALABI et al.,
2011; AMORIM, 2014; FELDMAN et al., 2001; GILL, 2010; LIMA, 2014; SALAS et al.,
2013; SANTANA, 2019).

Para a atividade/mecanismo de ac¢éo, os compostos devem ser testados de acordo com
0 estudo do ciclo de vida do plasmddio correlacionando as manifestacbes de malaria. E os
principais ensaios de acordo com o alvo devem ser realizados afim de assegurar a caracterizagdo
do potencial candidato a alvo (KATSUNO et al., 2015). O cultivo in vitro de cepas de P.
falciparum tem sido um bom modelo de ensaio para triagem de novos compostos e para
monitoramento da resisténcia a antimalaricos (WONG et al., 2010). Nesta metodologia o
extrato etandlico de Juca apresentou valor de IC50 11,10 pg/ml determinado para o P.
falciparum (Tab. 1). ASSIS et al. (2020) obtiveram valores de 1C50 1,21 pg/ml e IS 83 para
cepa W2 de P. falciparum trabalhando com extrato de residuo de Cyperus articulatos. SILVA
et al. (2019) utilizando 6leo essencial de C. articulatus obteve resultado ndo citotoxico para
fibroblastos pulmonares humano por ensaio de viabilidade celular com MTT (IC50 >100
ug/ml). Observou ainda que o IC50 da cepa de P. falciparum W2 tratada com 0leo essencial foi
1,21 pg/ml.

Conforme tabela 2 observa-se que o do extrato etandlico de Jucd ndo apresenta
atividade citotoxica. E embora os toxicologistas prefiram as analises dos efeitos das substancias
em células de cultivo primério (SCHOONEN et al., 2005), a atividade citotoxica foi avaliada
in vitro em linhagem celular, ja que esta apresenta uma alternativa mais rapida e menos
dispendiosa, pois possui uma taxa de crescimento maior.

A atividade hemolitica observada € tida entre baixa e média. MORENO etal., (2018)
avaliando a atividade hemolitica de diferentes extratos vegetais, concluiu que o grau de
hemdlise foi classificado como baixo para tanchagem e bardana (5%) e médio para cavalinha,
guaco e amora (25%) nas concentracdes testadas. PASQUINI-NETTO et al., (2012)
trabalhando com extrato de folhas de Pterogyne nitens classificou hemdlises de até 10% como
baixa acdo hemolitica. Trabalhando com extrato vegetal, 6leo essencial e hidrolato das plantas
Zingiber officinale Roscoe e Allium sativum, DA PAZ et al., (2022) consideraram baixa
atividade hemolitica em até 5,56 % de hemdlise. Estes achados corroboram com a classificacéo

dada a atividade hemolitica descrita neste estudo.
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7 CONCLUSAO

Munido dos dados obtidos neste estudo, podemos concluir que o EHJ ndo apresenta

citotoxicidade e baixa atividade hemolitica.
Apesar do baixo indice de seletividade, o extrato mostrou atividade anti-plasmodial.

Podemos ainda inferir que a atividade bioldgica do extrato se deve aos taninos presentes em

sua composigéao.
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