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“As ciéncias”

“As ciéncias tém as raizes amargas, porém os frutos sao doces. ” — Aristoteles



RESUMO

A malaria é uma doenca causada por protozoarios do género Plasmodium e
apresenta-se como um grave problema de saide publica em paises subdesenvolvidos. A
maléria cerebral (MC) é a patologia mais grave que pode resultar da infeccdo por P.
falciparum nos humanos e caracteriza-se por uma variedade de manifestagdes clinicas,
que incluem alteracBes do nivel de consciéncia, diferentes sinais neuroldgicos focais,
além de alteracGes cognitivas e comportamentais. No municipio de Oriximind é comum
0 uso de plantas medicinais para o uso de varias doencas, incluindo a malaria. Realizou-
se um estudo prévio em duas comunidades quilombolas do Municipio de Oriximin&/PA:
Araca de Fora (Rio Erepecurt) e Tapagem (Rio Trombetas), afim de, identificar os
vegetais utilizados, a indicacdo do tratamento e as formas de preparo, através de visitas
as comunidades. A partir desse estudo, observamos que a indicacdo do tratamento com
Ampelozizyphus amazonicus Ducke — Saracuramird- (A.a) foi citada como planta
medicinal utilizada para o uso do tratamento da malaria estad presente em ambas as
comunidades. A partir dai decidimos fazer um estudo experimental da planta. O objetivo
deste trabalho é avaliar o efeito da A.a na evolucdo do quadro de Malaria Cerebral murina
e frente aos danos causados pela infeccdo com cepa ANKA de Plasmodium berghei
(PbA). Para isso foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, o qual foi
inoculado (~10° de eritrécitos parasitados) via intraperitoneal. Os grupos foram divididos
em: grupo malaria (PbA) (n=14), grupo PbA + A.a 10 mg (n=14), grupo PbA +A.a 20mg
(n=14), tratados por 8 dias consecutivos. O desenvolvimento da doenca foi monitorado
diariamente pela determinacdo da sobrevivéncia, massa corpérea e a parasitemia foi
monitorada a cada trés dias em distensdes sanguineas, e avaliamos ainda o peso do figado
de camundongos C57BL/6 no 10° dia pos infec¢do. Nossos dados demonstraram que o
tratamento com A.a nas doses de 10mg/Kg e 20mg/kg diminuiu significativamente a
mortalidade dos animais infectados uma vez que no 13° dia pos infeccdo 21,42% e
53,88% dos animais dos grupos A.a nas doses de 10mg/Kg e 20mg/kg respectivamente,
estavam vivos, enquanto que o grupo infectado com PbA no 11° representava apenas
7,42% dos animais vivos. Em relacdo a massa corpOrea ndo observamos perdas
significativa entre os grupos, todos os grupos infectados perderam massa corporea entre

0 3% e 13° de acordo com a progressdo da infec¢do. Houve também uma diminuicdo



significativa da parasitemia dos animais infectados e tratados com A.a nas doses de
10mg/Kg e 20mg/kg (32,12% e 27,70% respectivamente) inferior ao grupo PbA com
57,96 %. A hepatotectomia do figado, deixou evidente a hepatomegalia nos grupos
infectados e confirmou que as alteragbes encontradas foram mais expressas no grupo
PbA, concluindo que a A.a quando administrada via intraperitoneal nas doses de 10
mg/Kg e 20 mg/Kg, possui efeito protetor na sobrevivéncia e parasitemia de
camundongos infectados com a cepa ANKA em modelo de Maléria Experimental.

Palavras-chave: Ampelozizyphus amazonicus. Maléaria Cerebral. Oriximina.
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ABSTRACT

Malaria is a disease caused by the protozoan genus Plasmodium and presents itself as a
grave public health issue in underdeveloped countries. Cerebral Malaria (CM) is the most
serve pathology that can result from infection by P. falciparum in humans and is
characterized by a variety of clinical manifestations, that include alterations in the level
of consciousness, different neurological focal signals, and other cognitive and behavioral
alterations. In the municipal of Oriximina it is common to use medicinal plants for the
purpose of various diseases, including malaria. A previous study in two quilombola
communities from the Municipal of Oriximina/PA: Araca de Fora (Erepecuru River) and
Tapagem (Trombetas River), was used in order to identify the utilized vegetation, the
indication for treatment, and the forms of prepatation, through visits to the communities.
From this study, we observed that the indication for treatment with Ampelozizyphus
amazonics Ducke — Saracuramira- (A.a), was cited as the medicinal plant utilized for the
use of malaria treatment in both of the communities. From there we decided to do an
experimental study on the plant. The objective of this work is to evaluate the effects of
A.a in the evolutionary frame of murine cerebral malaria and the effects of the damage
caused by the infection with the strain ANKA from Plasmodium berghei (PbA). The
mouse line C57BL/6 were utilized and were inoculated intraperitoneally (~10° of
parasitized erythrocytes). The groups were divided in the following manner: malaria
(PbA) group (n=14), PbA group + A.a 10mg (n=14), PbA group + A.a 20mg (n=14),
treated for 8 consecutive days. The development of the disease was monitored daily for
the survival rate, corporeal mass, the parasites were monitored every three days by blood
staining, and the weight of the mouse C57BL/6 liver was evaluated on the 10th day post
infection. Our data demonstrated that the A.a treatment in the 10mg/Kg and 20mg/Kg
doseage decreased the mortality of the infected animals on the 13th day post infection.
21.42% and 53.88% of the animal groups A.a in the doseage of 10mg/Kg and 20mg/Kg
respectively, were alive, while in the infected group with PbA, on the 11th day, only
7.42% of the animals were alive. In relation to the corporeal mass, we did not observe
significant loss between the groups, all of the infected groups lost corporeal mass between
the third and 13th day according to the progress of the infection. The infected and treated
animals with A.a with the doseages of 10mg/Kg and 20mg/Kg presented a parasited
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percentage (32.12% and 27.70% respectively) less than the PbA group with 57.96%
parasited. The hepatectomy of the liver, made evident the hepatomegaly in the infected
groups and confirmed that the encountered alterations were most expressed in the PbA
group, concluding that Saracuramira, when administered intraperitoneally of 10mg/Kg
and 20mg/Kg, can have protecting effects on the survival rate and parasitemia of infected
mice with the ANKA strain in the CM model.

Key-words: Ampelozizyphus amazonicus. Cerebral Malaria. Oriximina.
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1. INTRODUCAO

1.1 MALARIA

No contexto das endemias mundiais, a malaria é considerada como uma das
doencas infecto-parasitas com maiores taxas de mortalidade, assemelhando-se a outras
doencas infecciosas como tuberculose e SIDA (Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida). Tal padrdo, a caracteriza como um grave problema de salde publica,
principalmente em paises em desenvolvimento (HUNT et al., 2006; DOOLAN et al.,
2009; MARTINS et al., 2009).

A maléria também é chamada de paludismo, impaludismo, febre palustre, febre
intermitente, febre tercd benigna, febre ter¢cd maligna, além de nomes populares como
maleita, sezdo, tremedeira, batedeira ou febre. E definida como uma doenca infecciosa,
febril, ndo contagiosa, de evolugdo cronica, com manifestacbes episodicas de carater
agudo (BRASIL, 2013). Atualmente atinge cerca de 97 paises, sendo endémica nas
regides tropicais e subtropicais da Africa, Sudeste Asiatico e América Latina. Estima-se
que cerca de 3,2 bilhdes de pessoas correm risco de contrair a doenga (WHO, 2015).

Essa doenca infecciosa, € causada por protozoarios do género Plasmodium e
transmitida ao homem por fémeas de mosquitos do género Anopheles, produzindo febre,
além de outros sintomas. O género do mosquito (Anopheles), conhecidos como carapana
na Amazonia, corresponde a aproximadamente 400 espécies sendo que apenas 60
ocorrem no Brasil. Dentre as 60, a principal espécie vetor da malaria do Brasil é
Anopheles darlingi (BRASIL, 2015).

Cinco espécies de protozoarios do género Plasmodium (P) podem causar a
malaria humana: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. No Brasil,
trés espécies estdo associadas a malaria em seres humanos: P. vivax, P. falciparum e P.
malariae, sendo as infe¢Ges por P. vivax predominantes, seguido das infeccGes por P.
falciparum, a forma mais grave. Em relagdo ao P. ovale, nunca foi registrada transmissao
autoctone no Brasil estando restrita a determinadas regides do continente africano e a
casos importados de malaria no Brasil (BRASIL, 2015). O P. knowlesi é causador de
malaria em macacos no sudeste asiatico, foi reconhecido como causador de um tipo
especifico de malaria em humanos (WHITE, 2008; DANESHVAR et al. 2009). Em 2011,



11,93% dos casos de maléria correspondiam a infeccao por P. falciparum e 86,81% de
casos por P. vivax (BRASIL, 2013).

No Brasil, cerca de 99% dos casos séo observados na regido Amazonica (Figura
2), incluindo os Estados do Amazonas, Para, Acre, Roraima, Rondodnia, Amapéa, Mato
Grosso, Tocantins e Maranh&o, que apresentam uma incidéncia anual de 400-700 mil
casos (BRASIL, 2015). Além disso, o grande fluxo migratorio da regido Amazonica para
outros estados brasileiros tem levado ao surgimento de surtos de maléria em areas
consideradas livres de transmisséo da doenca (OMS, 2015).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que seu impacto sobre
as popula¢fes humanas continua aumentando: ocorre em mais de 90 paises, pondo em
risco cerca de 40% da populagdo mundial. Representa, ainda, risco elevado para viajantes
e migrantes, com casos importados em areas ndo endémicas. (BRASIL, 2013).

Ja no Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (MS), em 2015 foi registrado
0 menor nimero de casos de maléria dos Gltimos 35 anos, com a notificacdo de 143.647
casos em todo o territorio nacional, sendo que desses 138.697 foram de casos autdctones
e 4.953 importados de outros paises (figura 1). Mesmo com poucos casos de malaria
autoctone na regido extra-amazonica, a vigilancia é mantida, procurando evitar a
reintroducéo da doenca devido ao fluxo migratério por areas suscetiveis, assim como o
aumento da letalidade por diagndstico tardio (PORTAL SAUDE, 2016).
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Figura 1: Casos notificados de Maléaria no ano de 2015 (DATASUS,2016)
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Figura 2: Prevaléncia e distribuicdo geografica de casos clinicos da malaria no Brasil.
Fonte: Sinan/SVS/MS e Sivep-Malaria/SVS/MS, 2015.

1.2 CICLO BIOLOGICO DO PARASITA E MANIFESTACCOES CLINICAS

O ciclo biologico da malaria foi descrito apenas em 1900 por Ronald Ross, médico
militar britanico. Envolve dois hospedeiros para se completar: o hospedeiro vertebrado,
no qual acontece a reproducdo assexuada (esquizogdnica), e 0 vetor mosquito fémea, do
género Anopheles sp., no qual ocorre a reproducdo sexuada (esporogbnica)
(MURGATROQOYD, 1952).

O ciclo se inicia com a picada do mosquito fémea e a entrada de esporozoitos na
corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado (VANDERBERG & FREVERT, 2004). Em
seguida, os esporozoitos chegam ao figado, atingindo especificamente as células
hepéticas (hepatocitos), dando inicio a fase assexuada ou fase pré-eritrocitica da doenca
(Figura 2) (TAVARES et al., 2013). No interior dessas células, os esporozoitos sofrem
esquizogonia tecidual e se diferenciam em merozoitos hepaticos. A formacdo de
vesiculas, denominadas merossomos, que se destacam nos hepatocitos, garante uma

liberacdo segura dos merozoitos para a circulagéo, evitando a fagocitose por macrofagos



residentes (células de Kupffer) presentes em grande nimero nos capilares sinusdides
hepéticos (DE SOUZA E RILEY, 2002).

Nos hepatdcitos, 0s esporozoitos permanecerdo por cerca de 2-16 dias, e irdo se
proliferar dando origem aos merozoitos. Durante esta fase, a infec¢do € assintomatica,
sendo que cada esporozoito é capaz de produzir cerca de 30.000 merozoitos. Em seguida,
o0s hepatdcitos se rompem liberando os merozoitos na corrente sanguinea, que invadirdo
0s eritrocitos iniciando entdo a fase eritrocitica do ciclo. Os merozoitos que chegam a
circulacdo sdo capazes de invadir eritrocitos, iniciando a fase eritrocitica da infeccdo, na
qual ocorrem as manifestacdes clinicas que caracterizam a doenca (MILLER et al., 2002).
Ao invadir o eritrdcito, iniciard uma fase ciclica na qual progride para um trofozoito e
para esquizonte maduro, o qual rompe o eritrécito liberando novos merozoitos, que
invadirdo outros eritrocitos (DE SOUZA E RILEY, 2002).

Dentro dos eritrocitos, 0s merozoitos passam por trés estagios que sdo: anel,
trofozoito e esquizonte, sendo que cada esquizonte é capaz de conter cerca de 20
merozoitos que serdo liberados na corrente sanguinea ap6s a ruptura dos eritrocitos
infectados. Alguns merozoitos, por um mecanismo desconhecido, se diferenciam em
gametdcitos (machos e fémeas) que ao serem ingeridos pelo mosquito Anopheles sofrem
maturacdo em seu estdbmago e se fundem, formando o zigoto. Este zigoto se transforma
em oocineto, que migra para a parede do intestino do inseto formando o oocisto. O oocisto
evolui a esporozoitos, que sdo liberados na hemolinfa e migram para as glandulas
salivares dos insetos. A inoculacdo dos esporozoitos em um novo hospedeiro humano
proporciona a continuidade do ciclo de vida do Plasmodium (BRASIL, 2005; GARCIA,
2010; SADANAND, 2010).
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Figura 3: Ciclo de vida do parasita da malaria (Adaptado de IMM, 2006)

A fase hepatica do ciclo, gera diversos danos durante o decurso da doenga e
frequentemente se estende para outros oOrgdos, além disso, tais alteracbes sao
caracterizadas por serem de patologia heterogénea, com gravidade variavel, podendo
apresentar quadros de insuficiéncia hepética, hepatomegalia, ictericia e aumento das
enzimas hepéaticas (CORONADO, NADOVICH, SPADAFORA, 2014).

Estudos ja demonstraram que os danos ocasionados no figado, como a
hepatomegalia, aumento das transaminases e fibrose, podem levar ao aumento na
formacédo de espécies reativas de oxigénio, levando ao quadro de estresse oxidativo no
paciente (CERIOTTI et al., 2010).

Em relag&o as alteracOes anatémicas e fisioldgicas nos diversos 6rgéos e tecidos,
o figado e principalmente o sangue sofrem modificacdes significativas. O figado na fase
aguda apresenta-se progressivamente aumentado e pigmentado. Com o avango da doenga,
parasitos e heméacias fagocitadas s&o vistos no interior dos macréfagos e os hepatdcitos
apresentam alteracdes nucleares e infiltracdo gordurosa (REY, 1992; COTRAN, 2000)

No sangue, a destruicdo das hemaécias corresponde a manifestacdo mais clara da
doenca. Existem varias suposi¢cdes do mecanismo para a evolucao da condicdo anémica

da malaria, dentre estas, cabe ressaltar a capacidade dos macréfagos em fagocitar



eritrécitos contendo os parasitos ou ndo, resultando na destruicdo de hemécias normais
nesse processo autoimune (REY, 1992).

Na fase inicial da doenca a sintomatologia é inespecifica, como mal-estar
acompanhado de cefaleia, cansaco e mialgia, sendo geralmente precedidos de febre. Em
seguida, a febre assume um caréter intermitente, dependendo do tempo de duragdo do
ciclo eritrocitico de cada espécie de Plasmodium (LONGLEY et al., 2015). Contudo, esse
quadro classico pode ser alterado pelo uso de drogas profilaticas ou aquisicdo de
imunidade, e muitos desses sintomas podem ou ndo estar presentes e até mesmo todos
podem estar ausentes. Nos casos complicados, podem ainda ocorrer dor abdominal forte,
sonoléncia e reducdo da consciéncia — podendo levar ao coma nos casos de maléria
cerebral (MS, 2005).

Embora os ciclos evolutivos das espécies causadoras sejam similares, do ponto de
vista patologico a infeccdo malarica apresenta diferenciacbes que podem determinar as
variacdes na evolucdo clinica da doenca. A infeccdo de individuos ndo imunes pelo P.
falciparum pode resultar em forma grave e complicada, caracterizada pelo acometimento
e disfuncdo de vérios Orgdos ou sistemas: sistema nervoso central, sistema
hematopoiético, aparelho respiratério, figado, sistema circulatério, rins e coagulacao
sanguinea. Assim, todo paciente portador dessa espécie de plasmodio deve merecer
atencdo especial, de modo a receber tratamento imediato, essencial para prevenir tais
complicacdes (BRASIL, 2005).

As infecgdes por P. falciparum podem levar a forma complicada, denominada
malaria grave, considerada uma doencga multissistémica, capaz de afetar diretamente o
sistema nervoso central (SNC), causando déficits neuroldgicos e cognitivos que
caracterizam a malaria cerebral, além de anemia grave, insuficiéncia renal aguda, edema
pulmonar, hipoglicemia, colapso circulatério e acidose metabdlica (MILLER et al., 2002;
MUNG*“ALA-ODERA et al., 2004). E fundamental ressaltar que o curso clinico da
doenca depende de fatores associados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro, além de
questdes geograficas e sociais (MILLER et al., 2002). Em 2015 foram registrados 15.442
casos autoctones de maléria falciparum, uma reducdo de aproximadamente 29% em
relacdo ao ano anterior, quando tinham sido registrados mais de 22 mil casos (BRASIL,
2015)



1.3 MALARIA CEREBRAL

A maléria cerebral (MC) é a patologia mais grave que pode resultar da infecgdo
por P. falciparum nos humanos. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
a MC é uma encefalopatia com estado de coma associado a desordens neuroldgicas
provenientes de eventos hemorragicos (LOU et al., 2001). Os pacientes que sobrevivem
a doenca apresentam complica¢fes neuroldgicas permanentes como desordens de
cognicdo e fala, anormalidades motoras e cegueira cortical (BONDI, 1992; SCHOFIELD
et al., 2005).

A MC constitui a principal e mais grave complicacdo resultante da infeccdo pelo
P. falciparum, sendo responsavel pela maioria dos casos de incapacidade e 6bito
(MUNG“ALA-ODERA et al., 2004; IDRO et al., 2005). Estima-se que em todo mundo
ocorra anualmente 2,3 milhGes de 6bitos em decorréncia dessa condi¢cdo (SNOW et al.,
2005) e que 10 a 17% dos que sobrevivem ao quadro de MC permanecem com algum
déficit cognitivo e/ou comportamental (MURPHY E BREMAN, 2001).

Contudo, o desenvolvimento da patogénese da MC ainda é pouco compreendido
e devido ao seu impacto em criancas e mulheres gravidas, tem sido realizados varios
estudos para melhor esclarecer os mecanismos e melhorar a sua caracterizacdo a nivel
patoldgico, sendo propostas duas teorias que buscam elucidar seus mecanismos
(BERENDT et al., 1994; CARVALHO et al., 2014; COMBES et al., 2006; HUNT &
GRAU 2003; MARTINS et al., 2009; MEDANA & TURNER, 2006; MILLER et al.,
2002). A primeira delas, a teoria da obstrucdo mecanica, proposta por Marchiafava &
Bignami (1894), postula que a malaria cerebral é consequéncia de um quadro de hipoxia
cerebral ocasionado pelo bloqueio do fluxo sanguineo decorrente da aderéncia de
eritrocitos parasitados no endotélio vascular cerebral (IDRO et al., 2005; MILLER et al.,
2002). Por outro lado, a teoria da inflamacéo sugere que a MC é resultado de uma resposta
imune exacerbada, na qual citocinas tipo Thl, especialmente TNF-a e IFN-y, apresentam
um papel central no processo (CLARK & ROCKETT, 1994). O mérito relativo destas
duas teorias tem sido extensivamente debatido, com um consenso em considerar uma
hipdtese conciliatoria (VAN DER HEYDE et al., 2006).



1.4 FISIOPATOLOGIA E MANIFESTACOES CLINICAS DA MALARIA
CEREBRAL

A MC manifesta-se principalmente por alteracbes do nivel de consciéncia,
episddios de crises epiléticas, diferentes sinais neurolégicos focais, além de alteractes
cognitivas e comportamentais (NEWTON et al., 2000; IDRO et al., 2005, MISHRA &
NEWTON, 2009.

O quadro de MC apresenta uma patogénese complexa, sendo definida como um
estado de coma associado a complicacdes neuroldgicas provenientes de eventos
hemorragicos. As microhemorragias, por sua vez, sdo resultantes do sequestro de
eritrécitos parasitados na microcirculacdo cerebral e do consequente dano endotelial
(CHEN et al., 2000; DESRUISSEAUX et al., 2010).

A evolucdo do quadro de coma € geralmente acompanhada por febre, cefaleia,
convulsdes, acidose metabdlica e hipoglicemia, com indice de mortalidade entre 30-50
%. Os pacientes que sobrevivem a sindrome apresentam complicagdes neuroldgicas
permanentes como desordens de cognicdo e fala, anormalidades motoras e cegueira
cortical (BONDI, 1992; MARSH et al., 1996; SCHOFIELD et al., 2005).

Estudos tém correlacionado diferentes manifestacdes clinicas com achados
histopatologicos de material post-mortem humano. Esses estudos tém demonstrado
acumulo de eritrocitos parasitados na microvasculatura cerebral, adesdo endotelial ou
acumulo de leucécitos mononucleares e plaguetas nos capilares cerebrais, sinais
morfolégicos de ativacdo de astrocitos e microglia, presenca de hemorragia no
parénquima cerebral, lesdo axonal e desmielinizacdo, além de edema cerebral,
principalmente no estagio final da doenga (NEWTON et al., 2000; HUNT & GRAU,
2003).

Embora contribuam para caracterizagdo dos aspectos histopatologicos da MC, os
estudos post-mortem apresentam limitacfes, pois ndo permitem a investigacdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos durante o curso da doenca. Nesse contexto, 0s estudos em
modelos experimentais de MC tém sido de grande relevancia, uma vez que mimetizam
grande parte das alteragdes clinicas descritas em humanos e permitem investigar fatores
envolvidos na patogénese dessa condicdo (DE SOUZA & RILEY, 2002; LACERDA-
QUEIROZ et al., 2010).



1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE MALARIA CEREBRAL

Modelos experimentais utilizando roedores j& estdo bem caracterizados e
estabelecidos na literatura, sendo de extrema importancia para a pesquisa cientifica
(BAZIR et al., 2012). Devido as dificuldades em acompanhar casos de MC humana e a
limitada possibilidade de examinar 0s processos patologicos, alguns modelos
experimentais de MC foram desenvolvidos (COMBES et al., 2005).

O modelo experimental com primatas apresenta caracteristicas muito similares as
descritas na MC humana, em especial o sequestro de eritrécitos infectados na
microvasculatura cerebral e a ocorréncia de complicacdes vasculares como hemorragias.
Entretanto, esse modelo apresenta importantes limitacdes em relacdo a dificuldade em
determinar o inicio dos sinais clinicos, a baixa incidéncia de casos, alto custo e a auséncia
de animais geneticamente modificados, o que dificulta o estudo e a compreensdo dos
eventos celulares e moleculares responsaveis pelas alteracdes cerebrais (LOU et al.,
2001).

O modelo experimental utilizando roedores € bem caracterizado e Gtil para a
pesquisa cientifica. A grande diversidade de linhagens de camundongos associada a
infeccdo com diferentes espécies de Plasmodium (P. chabaudi, P. yoelii, P. berghei e P.
vinckei) tém contribuido para elucidar mecanismos envolvidos na patogénese da doenca
(DE SOUZA & RILEY, 2002).

Dentre essas espécies apenas o P. berghei e o P. yoelli sdo capazes de induzir o
quadro de MC experimental. A maioria dos estudos relacionados a MC provém do
modelo de infec¢do por P. berghei, por melhor reproduzir as caracteristicas observadas
na MC humana (LOU et al., 2001).

O P. berghei foi isolado em 1948, por Vincke e Lips, em glandulas salivares da
espécie silvestre de Anopheles dureni. Posteriormente, em 1950, 0 mesmo grupo
descreveu a presenca deste parasito no sangue de roedores silvestres Grammomys
surdaster, Praomys jacksoni, e Leggada bela (BAGOT et al., 2002).

A maioria dos estudos provém do modelo de infecgdo por Plasmodium berghei
ANKA (PbA), que apresenta uma divisdo segura entre linhagens de camundongos
resistentes (BALB/c e A/J) e susceptiveis (C57BI/6 e CBA). Ha evidéncias de que o0s
camundongos susceptiveis apresentam importantes alteraces morfoldgicas cerebrais,
como ativacdo de células endoteliais e micréglia (DE SOUZA & RILEY, 2002;
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LACKNER et al.,, 2006; DESRUISSEAUX et al., 2008) e desenvolvam sinais
neuroldgicos tipicos da MC humana como paralisia, convulsdo e coma, evoluindo para o
Obito geralmente entre o oitavo e o décimo dia apo6s a infeccdo (HUNT & GRAU, 2003;
COMBES et al., 2005).

Em contrapartida, as linhagens resistentes exibem uma resposta diferente ao
parasito, ndo desenvolvem MC e morrem, aproximadamente, 20 dias ap06s a infecgdo
devido & anemia grave e hiperparasitemia (DE SOUZA & RILEY, 2002). A cepa de P.
berghei ANKA (PbA) ¢é a mais utilizada nos modelos experimentais de MC por ativar o
sequestro de células na microcirculacdo, desencadeando em baixa parasitemia uma
infeccdo letal que evolui rapidamente para um quadro de maléria cerebral (LOU ET AL.;
2001).

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nesta doenca, tém
sido utilizados modelos animais experimentais, sistema reproduzivel e de facil
manipulagéo, que, apesar de ndo refletir exatamente as condi¢cdes humanas, assemelha-se
em alguns aspectos. Atualmente, camundongos C57BL/6 infectados com PbA sé&o
considerados 0 modelo murino experimental classico de MC. Este modelo caracteriza-se
por desenvolver, por volta do dia 6-7 de infeccdo, um padrédo de sintomas tipico de MC:
ataxia, paralisia dos membros, convulsdes e coma. (QUEIROZ, 2007). Vale ressaltar que
nem todas as cepas de uma mesma espécie sao capazes de induzir o quadro de MC
(Quadro 1).
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Quadro 1: Infec¢do por Plasmodium em diferentes linhagens de camundongos. (Adaptado de Queiroz et

al., 2008)
PARASITA CEPA LINHAGEM DO LETALIDADE Uso
CAMUNDONGO EXPERIMENTAL
P. chabaudi CBA Nao letal Mecanismo imune
chabaudi C57BL/6 Sinais clinicos
BALB/c associados a malaria
e sequestro
AS 129 X Letal Patogénese
A/l Quimioterapia
DBA/2 Resisténcia e
susceptibilidade
Mecanismo imune
CB CBA Mecanismo imune
C57B1/6 Né&o letal
P. chabaudi adami C57X
BALB/c
P. berghei ANKA C57BL/6 Letal Patogénese
BALB/c Maléria cerebral
CBA experimental (MCE)
Sequestro
K173 C57BL/6 Letal Controle para MCE e
BALB/c patogénese
CBA
DBA
P. Yoelii 17XL C57BL/6 Mecanismo Imune
BALB/c
CBA Letal Patogénese
DBA Sequestro
Swiss Maléria cerebral
experimental (MCE)
YM C57BL/6 Vacina
BALB/c Letal Patogénese
CBA Hipoglicemia
DBA Resposta imune
Vacinacao
17 XNL C57BL/6
BALB/c Néao letal
CBA
DBA
P. vinckei vinckei BALB/c Letal Sinais clinicos
associados a maléria
e sequestro
Patogénese
Quimioterapia
P. vinchei pessen CR C57BL/6 N&o letal Mecanismos imunes
BALB/c

O ciclo assexuado do P. berghei € em geral assincrénico, com os diferentes

estagios sanguineos simultaneamente presentes no sangue no decorrer da infeccao.

Podem ocorrer infecgbes multiplas de eritrocitos em que ha poliparasitismo extensivo,

apresentando massa citoplasmatica com aparéncia continua, com aspecto de esquizonte
maduro (QUEIROZ, 2007).
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A producgdo de merozoitos é variada de acordo com o estagio celular parasitado.
De uma forma geral, a infeccdo em eritrécitos maduros produz de 6 a 12 merozoitos
enguanto que em reticuldcitos, pode chegar a 18.

A estrutura do P. berghei é bastante semelhante aos dos parasitas humanos. Assim
como 0s esporozoitos humanos, o P. berghei também apresenta a capacidade de invadir
hepatocitos. Resumidamente, a invaséo se inicia por meio da invaginacdo da membrana
plasmética da célula hospedeira, formando um vacuolo parasitéforo, que engloba o
esporozoitos. Em um periodo que gira em torno de 4752 horas 0s esporozoitos evoluem
até esquizonte maduro, podendo gerar 1500 a 8000 merozoitos. Apoés a ruptura da célula
hepética os merozoitos sdo libertados na corrente sanguinea passando a invadir globulos
vermelhos. Estudos ndo encontraram formas hipnozoitas de P. berghei no figado
(QUEIROZ, 2007).

Os merozoitos sanguineos do P. berghei possuem semelhancas morfolégica com
0s merozoitos de Plasmodium humano, tendo conservadas caracteristicas relacionadas a
invasdo eritrocitica, tais como roptrias, micronemas, granulos densos e proteinas de
superficie que desempenham importante papel na invasdo da célula. Apds invadir o
eritrocito, 0 merozoitos segue o seu desenvolvimento a trofozoito, apresentando aumento
no tamanho celular e citoplasmatico. Assim como na infecgdo humana, o trofozoito
consome a hemoglobina, produzindo hemozoina, que pode ser vista como granulos
pigmentares no citoplasma.

O desenvolvimento até atingir o estagio de trofozoito maduro leva cerca de 16
horas, e no final o parasita duplica seu DNA, seguindo para a divisdo celular, e entra no
estagio de esquizonte. Essa esquizogonia leva cerca de 6 a 8 horas, em que o parasito
sofre seguidas replicacdes de seu DNA, dividindo seu nucleo, por meio endomitotico, em
diversas vezes, originando uma célula sincicial com 8 a 24 nucleos. A duragéo total do
desenvolvimento sanguineo gira em torno de 22 a 24 horas, e esquizontes em eritrocitos
maduros geralmente geram menos merozoitos que aqueles que se apresentam em
reticuldcitos (QUEIROZ, 2007).
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1.6 ETNOBOTANICA, PLANTAS MEDICINAIS E A MALARIA

A Etnobotanica visa registrar o conhecimento tradicional e popular associado ao
uso de plantas. Isto é fundamental para o resgate e preservacdo de um conhecimento
biodiverso e altamente importante para a preservacao da existéncia humana e para o
desenvolvimento de novas tecnologias Uteis diretamente ou indiretamente a sociedade.
Segundo Elisabetsky (2000) um dos exemplos desta realidade sdo os medicamentos
atualmente produzidos, que muitos deles sdo resultantes do acimulo de conhecimento por
povos tradicionais, atraves do uso de plantas medicinais.

Para Albuquergue (2002), a pesquisa Etnobotanica rompe de certa forma, com o
discurso contemporaneo da ciéncia, principalmente quando postula que tanto as técnicas
tradicionais como o conhecimento botanico popular, ndo séo primitivos e inferiores; que
0 conhecimento tradicional botanico, como modo distinto de aprendizado, também ¢é
forma véalida de conhecimento.  Assim, a Etnobotanica deve possuir carater
transdisciplinar, como todas as areas de atuacdo da Etnobiologia e Etnoecologia, sendo,
portanto, seu objeto de estudo, as relagfes entre sociedades humanas e plantas (TOLEDO
1992, ALFARO 1994, COTTON 1996, SILVA 2003) de forma integrada.

As plantas medicinais sao utilizadas por toda a humanidade desde sua origem para
o tratamento de varios males e, ainda hoje, com o advento da aleloquimica, as plantas
continuam sendo uma importante fonte para a descoberta de novos farmacos (DEHARO
e GINSBURG, 2011). Aproximadamente 62% dos farmacos desenvolvidos entre 1981 e
2006 sdo derivados de substancias naturais (NEWMANN e CRAGG, 2007). Varias
espécies vegetais sdao utilizadas no tratamento direto ou como auxiliar em diversas
doencgas, tais como febres, malaria e verminoses. Dentre estas doencas a malaria destaca-
se, seja pela frequéncia com que ocorre, seja pelos prejuizos que causa a saude humana.
(TOMCHINSKY, 2013). As drogas vegetais e as plantas medicinais sdo importantes
fontes de agentes terapéuticos promissores para doengas infecciosas, disturbios lipidicos
e imunomodulagdo (ALTMANN, 2001).

A regido amazonica sofre com a presenca da malaria ha séculos, desde quando ela
foi introduzida pelos colonizadores europeus. A presenca desta doenca na regido reduziu
a populacdo indigena que nunca havia tido contato com ela. A floresta preservada
dificilmente propicia as condicOes ideais para a propagacao do vetor, mas quando esta é
alterada rapidamente surgem estas condi¢6es. (TOMCHINSKY, 2013)
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A presenca de surtos da malaria na regido amazonica esta ligada aos periodos de
grande imigracdo humana, e aos grandes projetos de ocupacgéo e infraestrutura como
ferrovias, estradas, hidrelétricas e assentamentos agrarios. Com o processo de ocupacao
desordenada da regido amazonica, novos focos e surtos da malaria tém ocorrido. Os
assentamentos agrarios levaram populacdes que nunca tiveram contato com a maléria a
regido e o processo de derrubada das florestas para a ocupagdo humana criou condicGes
ideais para a proliferacio da doenca (BRANDAO et al. 1992, SVS, 2010).

A medicina tradicional é utilizada amplamente no controle da malaria e é mais
disponivel que a medicina ocidental. Em torno de 50% dos pacientes com malaria de todo
0 mundo fazem uso de plantas medicinais no tratamento da doenca (WILLCOX e
BODEKER, 2004). A medicina tradicional ainda é utilizada por diversos motivos em
todo o mundo, entre eles a falta de acesso a medicina moderna, por fatores culturais, pela
sua eficiéncia, por possuir menos efeitos colaterais ou pela desconfiangca em relacéo aos
medicamentos modernos (GRAZ et al. 2011).

Foram registrados de mais de 1.200 espécies de plantas para o tratamento da
maléria e de suas febres em todo o mundo (WILLCOX e BODOKER, 2004;
RAOSOANAIVO, 2004). Enguanto ndo existirem vacinas ou outros métodos mais
eficientes para a prevencéo da maléaria e com o aumento no nimero de casos de resisténcia
descritos em todo o mundo, as plantas medicinais continuam sendo a principal fonte na
busca de novos remédios antimalaricos (TOMCHINSKY, 2013).

Véarios métodos sdo utilizados para a padronizacdo quimica de extratos vegetais:
particdo em solventes de polaridade diferente, separacdo e purificacdo cromatografica em
diferentes suportes, identificacdo quimica instrumental com técnicas variadas como:

ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massa e outras (HANDA et al., 2008).

1.7 Ampelozizyphus amazonicus Ducke (Aa) — Saracuramira-

A. amazonicus (Saracuramird) € uma liana lenhosa, com caule torcido, folhas com 3
a 5 nervuras de primeira ordem. Ocorre em areas de baixio com adjacéncia declivosa,
solos argilosos na parte superior e areno-argilosos na mais baixa, com poucas arvores
emergentes (RIBEIRO et al., 1999). A planta apoia-se nos galhos de plantas-suportes e a

diferenciacéo entre essa espéecie e outras trepadeiras semelhantes é possivel devido a cor
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avermelhada de seu caule e pelo odor caracteristico de salicilato de metila (NETTO,
2005).

Possui distribuicdo endémica na América do Sul, ao longo dos territorios da
Amazonia brasileira, venezuelana, colombiana e peruana, estendendo-se até o Equador.
Sua ocorréncia no Brasil limita-se aos estados do Amazonas, Pard e Roraima, sendo
encontrada em florestas de terra firme (LIMA, 2006), preferencialmente, nas
proximidades de igarapés e cachoeiras.

Em toda regido amazonica a Aa, € tida como uma espécie de extrema importancia
na prevencdo (BRANDAO et al. 1985; VIEIRA 1992; KRETTLI et al. 2001; KRETTLI
& ANDRADE-NETO 2004; SILVA et al. 2009) e no tratamento de maléria
(RODRIGUES, 1989; DUCKE & MARTINEZ 1994; SANTOS & MUAZE, 2002;
OLIVEIRA 2004; RODRIGUES, 2006).

Considerada uma planta estimulante e energética (SANTOS et al. 2005), Aa
apresenta ainda outras propriedades importantes descritas na literatura. Suas raizes sao
tidas como depurativas (RODRIGUES, 1989; VIEIRA, 1992; ALMEIDA, 1993), sendo
também empregadas no tratamento de distdrbios gastrintestinais, inflamacdes e quadros
de febre (RODRIGUES, 2006).

O po6 das folhas de € indicado como cicatrizante (ALMEIDA, 1993; BERG, 1993).
Suas cascas sao utilizadas no preparo de um tonico fortificante (MEB, 1993) e afrodisiaco
(BERG, 1993; SANTOS et al. 2005), como antidoto contraveneno de cobras na regido
amazonica (BRANDAO et al. 1992), no tratamento de gastrite, dores nas juntas,
“inflamag¢des de mulher”, anemia e diabetes, como revitalizante, depurativo e diurético
(OLIVEIRA, 2004). Foi comprovado em um estudo in vivo o efeito diurético da Aa em
ratos (DINIZ et al. 2009).

Das cascas e raizes, pode ser preparada uma bebida aquosa com espuma
abundante e de sabor amargo, semelhante a cerveja, o que lhe confere outros nomes
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populares como: “cervejinha”, ‘“cervejeira

2 (13

, “cerveja-do-mato” e “cerveja-de-indio”
(RODRIGUES, 1989; VIEIRA, 1992; DUCKE & MARTINEZ, 1994; REVILLA, 2002;
KRETTLI & ANDRADE-NETO, 2004; SANTOS et al., 2005). Essas propriedades estdo
relacionadas ao elevado teor de saponinas na especie.

As saponinas, afetaram a diurese em ratos (MEYER et al., 2002). Diniz (2006)
demonstrou que as saponinas extraidas de A. amazonicus possuem efeito antidiurético,

sem afetar significativamente o ritmo de filtracdo glomerular. Este efeito envolveria a
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diminuicdo da concentragdo urinaria de urodilatina e aumento da atividade da Na+-
ATPase. Um estudo demonstrou a presenca de 48,4% de saponinas em um extrato aquoso
das raizes de Aa (SILVA et al. 2009), sendo que algumas delas ja foram isoladas e
descritas na literatura, como: 3-O-[B-D-glicopiranosil (1—2) a-Larabinopiranosil]- 20-O-
a-L-ramnopiranosil-jujubogenina (Brandao et al. 1992), e ampelozigenina-15a-O-acetil-
3-Oa-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosideo (BRANDAO et al. 1993).

Além destas saponinas, foram descritas outras substancias, como os triterpenos:
acido melaléucico, acido 3p,27a-diidroxilup-20(29)-em-28B3-0ico, &cido betulinico,
betulina, o lupeol (BRANDAO et al. 1992): e fitoesterdides (ROSAS et al. 2007).

Essa planta também apresentou atividade contra Tripanossoma cruzi em testes in
vitro, além de possuir saponinas e triterpenos com acao sobre a diurese, comprovado em
ratos (KRETTLI, 2001; ROSAS, 2007; DINIZ, 2009). Triterpenos pentaciclicos do
grupo lupano, como lupeol, betulina, acido betulinico e &cidos carboxilicos foram
isolados de extratos cloroférmicos de Aa (BRANDAO et al., 1992b). O lupeol também
isolado de Holarrhena floribunda mostrou atividade antiplasmodio em linhagens de
Plasmodium falciparum (FOTIE et al., 2006; KHALID et al., 1986);

Um estudo etnobotanico realizado por Oliveira et al 2011, o mostra a importancia
da Aa para as comunidades quilombolas do municipio de Oriximina na prevencdo da

maléria e na promocdo da saude, nas comunidades quilombolas de Oriximina (figura 4).

No de Sistemas Corporais Tratados por uma Determinada Espécie (NSCE),

ge propri ibuf termi Ecie (NPE)
conforme 2 CI0-10 No de propriedades atribuidas 4 deferminada espécie (NPE)

|- Algumas Doencas Infacciosas e Parasitirias Malaria

Il - Doengas do Sangue, Grpéos Hematopoiéticos € Transtomos Imunitérios Anemia, depurativo do sangue

V- Doencas Enddcrinas, Nulricionais, Metabdlicas Diabetes

Vi - Doencas do Sistema Nervoso Tonico para os nervos, memona, afrodisiaco, falta de apetite
X - Doencas do Aparelho Digestivo Doencas do figado, dores estomacais € purgativo

XV - Doengas do Aparetho Genito-Urindrio Inflamago de prostata, ring

XVIll - Sintomas, Sinais & Achados Anormais (Afeccdes Maldefinidas) Indisposicio

XX - Lesbes, Envensnamentos e algumas Consequéncias de Causas Exdtemas Infoxicagdo

Figura 4: Propriedades de uso citadas pelos quilombolas de Oriximina para a A.a, segundo a Classificagao
Internacional de Doencas e Problemas relacionados a Satde — CID-10 (OMS 1998) Fonte: Oliveira et al
2011.

Medicinalmente apenas as cascas da Saracuramira sao utilizadas nessa regido, o
que torna o0 manejo da espécie mais facil, diferente de outras comunidades amazo6nicas
que fazem o emprego das raizes (KRETTLI et al. 2001). Alem disso, 0 método utilizado

para o preparo é frequentemente diferente da técnica de infusdo, muito citada na literatura
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(SANTOS E MUAZE, 2002; OLIVEIRA, 2004). A A.a é amplamente empregada pelos
quilombolas como depurativa ajudando a “eliminar aquilo que ndo presta do organismo”,

“limpando o sangue e o figado”, previne, cura e impede o retorno da doenga (OLIVEIRA

et al 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A maléria é definida como uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de evolugdo
crénica, com manifestacdes episddicas de carater agudo (BRASIL, 2013) e permanece
como uma das doencas infecciosas mais prevalentes no mundo. A enfermidade é a causa
da morte de mais de 10 mil gravidas e por volta de 200 mil infantes no continente. De
acordo com o Relatério Mundial da Saude (2015), vem ocorrendo uma reducao
significativa nas taxas de mortalidade cerca de 30% a 47% desde o ano 2000, contudo, a
doenca ainda representa um importante problema de saude publica, o que justifica os
estudos voltados para a elucidacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na
patogénese da doenca.

A maléria cerebral (MC) é a patologia mais grave que pode resultar da infecgdo
por P. falciparum nos humanos. Estima-se que em todo mundo ocorra anualmente 2,3
milhGes de 6bitos em decorréncia dessa condicdo (SNOW et al., 2005) e que 10 a 17%
dos que sobrevivem ao quadro de MC permanecem com algum déficit cognitivo e/ou
comportamental (MURPHY E BREMAN, 2001). Estudo em modelos experimentais de
MC tém sido de grande relevancia, uma vez que mimetizam grande parte das alteracdes
clinicas descritas em humanos e permitem investigar fatores envolvidos na patogénese
dessa condicdo (DE SOUZA & RILEY, 2002; LACERDA-QUEIROZ et al., 2010).

As plantas representam uma fonte importante para a pesquisa de novos principios
ativos para o tratamento da malaria; varias plantas ja foram citadas com esta propriedade,
mas poucas destas foram efetivamente testadas e por iSso Sd0 necessarias pesquisas
multidisciplinares e interdisciplinares na pesquisa de novos remédios antimalaricos
(MARIATH et al., 2009). E essencial que se investiguem outras plantas medicinais
utilizadas tradicionalmente como antimalaricas, de modo a comprovar a sua eficacia,
segurancga e o0 seu potencial como novos farmacos antimaléricos (GESSLER et al., 1994;
WILLCOX E BODEKER, 2004). No municipio de Oriximina é comum o uso de plantas
medicinais para o uso de varias doencas, incluindo a malaria. A partir dai, realizou-se um
estudo prévio em duas comunidades quilombolas do Municipio de Oriximind/PA: Araca
de Fora (Rio Erepecurt) e Tapagem (Rio Trombetas), afim de identificar os vegetais
utilizados, a indicacdo do tratamento e as formas de preparo, através de visitas as
comunidades. A partir desse estudo, observamos que a Aa foi citada como planta

medicinal utilizada para o uso do tratamento da mal&ria em ambas as comunidades
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(Tabelas 1 e 2), permitindo assim realizar um estudo farmacol6gico dessa planta para

validacéo de seus efeitos em modelo murino de maléria Cerebral experimental.

3. OBJETIVOS
3.1. GERAL

v" Realizar um estudo etnomedicinal e avaliar o efeito do tratamento com
Ampelozizyphus amazonicus (Aa) na evolucdo do quadro de malaria murina

induzida pela infeccdo com cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA).
3.2. ESPECIFICOS

1. Demonstrar a indicacdo do tratamento e as formas de preparo da Aa,
estabelecendo diferencas ou semelhancas na forma de utilizagdo da mesmaem

Comunidades Tradicionais do municipio de Oriximina-PA,

2. Caracterizar o quadro clinico e verificar o efeito do extrato de Aa nas doses de
10 mg/Kg e 20mg/kg sobre o desenvolvimento do quadro de malaria de acordo
com a progressdo da infeccdo, a partir da determinacdo da curva de
sobrevivéncia, niveis de parasitemia e alteracdo no ganho de massa corpérea

em camundongos C57BL/6 inoculados com PbA e/ou tratados com Aa.

3. Qualificar e quantificar o peso Umido do figado dos animais infectados com
PbA e/ou pré-tratados com Aa nas doses de 10 e 20mg/kg Aa no 10° dia pés
infeccdo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 1 PESQUISA ETNOMEDICINAL EM COMUNIDADES QUILOMBOLAS

O municipio de Oriximina localiza-se no Oeste do Para, as margens do rio
Trombetas. Limita-se com os municipios de Terra Santa, Faro, Juruti e Obidos, com o
Estado de Roraima, com a Guiana e o Suriname. O municipio possui 33 comunidades
quilombolas, distribuidas em oito regifes distintas: Boa Vista, Agua Fria, Trombetas,
Erepecurt, Alto Trombetas, Ariramba, Jamari/Ultimo Quilombo e Moura. O trabalho foi
realizado nas comunidades Tapagem (Trombetas) e Araca de Fora localizada no Rio
Erepecura (Figura3).

Comunidades Quilombolas em Oriximina.

57 QoW S6°3g0W

3

100'S

Abui * Nova

etall

1390°S

10l

1afo's

se-abow s6°do"w

Terras Quilombolas Tituladas

Figura 5: Localizagdo geogréfica das comunidades quilombolas Tapagem localizada no Rio Trombetas e
Aracé de fora localizada no Rio Erepecuru

Foram realizadas visitas as comunidades quilombolas, do Municipio de
Oriximind/PA: Araca de Fora (Rio Erepecurt) e Tapagem (Rio Trombetas), no ano de
2011 e os comunitarios foram esclarecidos sobre as pretensdes da investigagdo em
reunides informativas & comunidade. Inicialmente houve a apresentacdo de um Workshop
sobre Bioprospeccao e plantas medicinais, onde abordavam temas sobre uso e cultivo de

plantas medicinais, orientando 0s mesmos sobre cuidados no manuseio de plantas. Apds

Terras Quilombolas em Regularizacao « Comunidades Quilombolas ® Sede do Municipio ‘
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esse momento, houve a assinatura de “termo de consentimento livre e esclarecido”, dos
moradores que aceitaram prestar as informacdes sobre o uso de plantas medicinais
(vegetais utilizados, a indicacdo do tratamento e as formas de preparo) na comunidade e
em seguida os moradores foram questionados sobre indicacdo, forma de utilizacdo e
preparo das plantas medicinais mais utilizadas pelos mesmos.

Apresentou-se uma lista de enfermidades e sintomas mais comuns, e também
foram questionados sobre outros tratamentos ndo mencionados na lista prévia. Apos
conversas informais, a lideranca da comunidade foi incumbida de mobilizar as pessoas
qgue mostravam consideravel conhecimento referente aos recursos vegetais de uso
terapéutico na comunidade. Posteriormente, identificamos quais plantas eram indicadas

para o tratamento da maléria para coletar e realizar testes experimentais.

4.2. MATERIAL VEGETAL

4.2.1 COLETA, IDENTIFICACAO E EXSICATA

A liana Aa foi coletada na comunidade quilombola da Tapagem - Oriximina-Pa,
em Fevereiro de 2016 . Os caules foram acondicionadas em saco plastico para transporte,
pesadas e levadas ao laboratorio de Sintese e Cromatografia sob responabilidade do Prof°
Dr° Lourivaldo Santos na Universidade Federal do Pard - UFPA para preparacdo dos
extratos. Os caules foram deixados em bancada por 2 dias, a temperatura ambiente, no
Laboratorio de Sintese e Cromatografia, para uma secagem preliminar. Em seguida, as
cascas e entrecascas foram fragmentadas e foram secas em estufa (QUIMIS) com corrente
de ar a aproximadamente 45 °C até secar completamente e atingir peso constante. Depois
de secas, as cascas e entrecascas foram pulverizadas separadamente em moinho de facas
inoxidavel (MARCONI) com tela média até a obtencao de um po e este, apos tamisacao,
foi classificado como pé grosso (Caule) e po fino (Entrecasca)
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Figura 6: Processamento do material vegetal. Caule de A. amazonicus - caule e entrecasca- (A); Estufa de
secagem do material vegetal (B); Moinho e tela para obtengéo do P6 (C); Pé de A. amazonicus -Caule e
entrecasca- (D).

A determinac&o boténica foi realizada no herbario da Embrapa, na cidade de
Belém — PA. A amostra foi comparada com a exsicata da espécie, e depositada na colegdo

botéanica do herbario sob o n° de registro 195.919, n° de coletor 01.

4.2.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados caules de A. Amazonicus
moido em pd. A obtengdo dos extratos foi realizada por percolagdo utilizando solventes
em ordem crescente de polaridade. Foram utilizados solventes de diferentes polaridades,
em ordem crescente de polaridade (n-hexano, acetato de etila e metanol). Todos os
solventes utilizados apresentavam padréo analitico.

Foram utilizados 1400 g do caule seco e triturado, em seguida foi submetido a
extracdo adicionando Hexano que ficou em repouso durante 48 h, apos esse periodo foi
filtrado e concentrado em evaporador rotativo, sendo obtido o extrato hexanico (EH). Na
torta (residuo) foi adicionado acetato de etila ficando em repouso por periodo igual, ap6s

esse tempo foi realizada a filtracdo e concentragéo, para a obtencao do extrato de acetato
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(EA). E por ultimo foi acrescentado metanol, o filtrado foi concentrado e assim sendo

obtido o extrato metandlico (EM), (Fluxograma 1).

Aa (Caule seco e
triturado)
m= 1400 g

Hexano (1550 mL /48 h)

1- Filtragcao
2- Concentragéao

EH
m=1,97 g

1- Filtragao
2- Concentracao

Acetato de Etila (2000 mL / 48)

Metanol (2000 mL /48 h)

1- Filtracdo
2- Concentragéao

Fluxograma 1: Extracdo (percolacdo) dos extratos de A. amazonicus em solventes de polaridades
crescentes.

Os extratos resultantes foram filtrados utilizando folhas de papel de filtro
Whatman® analitico em funil e frasco de Erlenmeyer, e deixados em capela de exaustao
evaporacao dos solventes por 48 horas, em seguida os extratos foram concentrados em
evaporador rotativo (modelo Q-344-2 QUIMIS equipado com bomba de vacuo modelo
TE-058) a 45° C (Figura 6). Durante a obtengéo do extrato em Acetato de Etila do caule

ocorreu a formacéo de um precipitado amarelo-esverdeado.
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Figura 7: Processo de preparacdo dos extratos (Extragdo, filtragdo e concentragdo). (A) P6 do caule e da
entrecasca de Aa; (B) Extracdo do p6 (g) do caule ou entrecasca de A.a em solventes; (C) Filtragem do
extrato apds 48h de extracéo; (D) Extratos pronto para concentracao; (E; F) Concentragdo dos extratos em
evaporador rotativo; (G) massa apds a concentracdo em evaporador rotativo.

Apos a concentracdo dos extratos em evaporador rotativo, o material foi
transferido para frascos de vidro de boca larga e levado a estufa a 40 °C por 2 dias para
evaporacao dos solventes. Os extratos concentrados resultantes (EH, EA e EM) foram

mantido em refrigerador, em frascos protegido da luz.

4.3 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos (Mus musculus) adultos, machos e
fémeas da linhagem C57BL/6, adquiridos do biotério do Instituto de Ciéncias Biol6gicas
da Universidade Federal do Pard, com 42 a 56 dias pos-natal e aproximadamente 18 + 5g
de massa corpdrea. Os camundongos foram mantidos em gaiolas coletivas em grupos de
no maximo oito animais, em condicGes assépticas, com agua e racdo a vontade e sob
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condigdes de luz (ciclo claro/escuro de 12/12 horas) e temperatura ambiente controlada
(24/25°C)

4.4 NORMAS ETICAS

As normas éticas para pesquisa com animais de laboratorio foram respeitadas,
estando este projeto aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animal (CEUA) parecer
191-14

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para caracterizacdo o quadro clinico de maléria a partir da determinacdo da curva
de sobrevivéncia, niveis de parasitemia e alteracdo no ganho de massa corpérea e
verificacdo do efeito do extrato de Aa nas doses de 10 e 20mg/kg em camundongos
C57BL/6 inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA) e/ou pré-tratados
com o extrato de Aa (Experimento A), os animais foram divididos em grupos controle
(n=4;7): submetidos a administracéo i.p de 100ul de PBS, ao tratamento com 100 pl do
extrato de Aa nas doses de 10 e 20mg/Kg ou DMSO a 2% com o intuito de verificar se a
administracdo do extrato em acetato e o veiculo (DMSO) ndo estariam ocasionando
algum dano ao animal; grupo infectado (n=14): submetidos a administracdo i.p de PBS;
e 0s grupos infectados + tratamento (n=14): submetidos a administracao i.p de um pré-
tratamento de 4 dias consecutivos com o extrato de Aa nas doses de 10 e 20mg/Kg (n=14)
+ tratamento a partir do dia 0 pds-infeccdo durante 4 dias consecutivos, somando 8 dias
de tratamento no total (Tabela 1).

Para a realizagdo da hepatotectomia, com o intuito de avaliar o estabelecimento
da hepatomegalia através do peso imido do figado 10 dias pos-infeccdo, (Experimento
B) os animais foram divididos em grupos controle (n=4): submetidos & administracéo i.p
100ul de PBS, tratamento com o extrato de Aa nas doses de 10 e 20mg/Kg ou DMSO a
2%; grupo infectado (n=8): submetidos a administracéo i.p de 100 pl PBS; e 0s grupos
infectados + tratamento (n=8): submetidos & administracéo i.p de um pré-tratamento de 4
dias consecutivos com o extrato de Aa nas doses de 10 e 20mg/Kg (n=14) + tratamento a
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partir do dia 0 pos-infeccdo durante 4 dias consecutivos, somando 8 dias de tratamento

no total (Tabela 1).

Tabela 1: Delineamento dos grupos experimentais de acordo com o0s tratamentos:
*Plasmodium berghei ANKA (PbA); extrato de Aa nas doses de 10 e 20mg/kg

Experimento A Experimento B
GRUPOS TRATAMENTO GRUPOS TRATAMENTO
A. a 10 mg/Kg (n=7) PBS
CONTROLE A.a 20 mg/Kg (n=7); CONTROLE A.a 10 mg/Kg (n=4
DMSO a 2% (n=4) A.a 20 mg/Kg (n=4);
INFECTADOS PbA (n=14) INFECTADOS PbA (n=8)
PbA + A. a 10 mg/Kg PbA + A. a 10 mg/Kg
(n=14) (n=8)
PbA +A.a 20 mg/Kg PbA + A.a 20 mg/Kg
(n=14); (n=8),

4.6 TRATAMENTO COM Ampelozizyphus amazonicus (SARACURA MIRA)

O resultado final do extrato foi diluido em DMSO a 2% e administrado por via
intraperitoneal (i.p) por 8 dias (quatro dias de pré-tratamento e 4 dias de tratamento) nas

doses de 10 mg/Kg e 20 mg/kg.

4.7 INDUCAO DO QUADRO DE MALARIA EXPERIMENTAL COM P. berghei
ANKA

Para inducdo da maléria foi utilizada a cepa ANKA de Plasmodium berghei.
Inicialmente, uma aliquota de sangue foi descongelada e inoculada em um camundongo
da linhagem C57BL/6 por injecdo intraperitoneal (i.p). Ao atingir entre 8-12% de
parasitemia, o sangue desse camundongo foi coletado por puncéo cardiaca com o auxilio
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de uma seringa de insulina heparinizada, e inoculado outro camundongo C57BL/6 que ao
atingir entre 8-12 % de parasitemia, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca com o
auxilio de uma seringa de insulina heparinizada e realizado a quantificacéo dos eritrécitos
parasitados, que foi determinada pela contagem em camara de Neubauer através do
namero total de eritrocitos em suspensdo pela porcentagem de parasitemia.

Para a realizacdo da puncdo cardiaca, os animais sdo anestesiados com Cetamina
0,1 mg/mL e Xilazina 0,023 mg/mL. Através de injecdes intraperitoneais, 0s animais
foram sedados nas doses de 50 mg/Kg de Cetamina e 15mg/kg de Xilazina e, em seguida,
foi coletado o sangue do camundongo infectado em seringa. Foi retirado 20ul do sangue
coletado e adicionado a 3980ul de PBS em seguida foi retirado 10 pl dessa solugdo para
contagem dos eritrécitos em suspensdo em camara de Newbauer.

Apds a contagem das células em suspensdo em camara de Newbauer, foi retirado
uma aliquota do sangue coletado, diluido em PBS e posteriormente 100ul dessa mistura
com aproximadamente 1 x 10° de células infectadas por P. berghei foi injetado em cada
animal por via intraperitoneal (i.p), para garantir um grau de infecgdo uniforme nos
diferentes grupos (GRAU et al., 1986). Para avaliar a evolugdo do quadro, foi realizado
0 acompanhamento de sobrevivéncia, variacdo de massa corporea e evolucdo da
parasitemia dos camundongos C57BL/6 inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium

berghei nos dias pds-infecgdo em todos 0s grupos.

4.7.1 ANALISE DA SOBREVIVENCIA

A andlise de sobrevivéncia foi realizada diariamente por meio de
acompanhamento dos grupos experimentais, observando a sobrevida em periodos e
intervalos idénticos (Long rang test). A curva de sobrevivéncia foi obtida a partir da
determinacdo do nimero de animais que evoluiram a 6bito em seus respectivos dias pos-

infeccéo (d.p.i).

4.7.2 ACOMPANHAMENTO DE MASSA CORPOREA
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A quantidade de M. C dos animais foi acompanhada nos dias de pré tratamento e
nos dias 3°, 5°, 7°, 9°, 11° 12° apds a infeccdo. Para tal avaliagdo, os animais foram
pesados em balanca analitica, com os camundongos sob quatro patas na superficie da

balanca.

4.7.3 AVALIACAO DA PARASITEMIA

Para avaliacdo dos niveis de parasitemia, nos dias 3°, 5°, 7°, 9°, 11°, 12° ap6s a
infec¢do foi retirada uma gota de sangue (1ul) da veia caudal do animal e colocada em
uma lamina (extensdo sanguinea). Em seguida, a lamina foi incubada com metanol por
10 min para posterior coloracdo por Giemsa a 5% durante 20 min, lavada em agua
corrente e seca a temperatura ambiente.

A parasitemia foi analisada pela contagem de células parasitadas X 100/ pelo total
de células (1000 hemaécias no total), nas diferentes fases do plasmédio de acordo com a
progressdo da infeccdo. As laminas foram analisadas em microscopio optico (NIKON,
modelo E200) com 6leo de imerséo (1000x maximizacao final). As contagens das células
foram realizadas com auxilio do programa ImageJ, o que garante uma maior precisdo no
Percentual de parasitemia de cada animal. A determinacdo da parasitemia foi realizada de
3 em 3 dias, até que o animal evoluisse a dbito.

Foram consideradas hemacias infectadas, as células que apresentarem o0s
plasmédios em formatos de anel, formatos puntiformes na extremidade da celula,

presenca de esporosoito no interior da hemacia e esquizonte conforme a figura 8:
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Figura 8: Extensdo sanguinea de camundongo m camundongos C57BL/6 inoculados com a cepa ANKA
de Plasmodium berghei (PbA). Em destaque podem ser observadas células normais e parasitadas.

3.8 PESAGEM DO FIGADO

Para a realizacdo da hepatotectomia, as substancias-testes, em suas concentracoes
a serem testadas foram administradas via intraperitoneal, por 8 dias — Pre-
tratamento/tratamento (Grupo 1 — Extrato de A. a 10 mg/Kg + PbA (N=4); Grupo 2 —
Extrato de A. a 20 mg/Kg + PbA (N=4); Grupo 3 - PbA + PBS (N=7); Grupo 4 — Extrato
de A. a 10 mg/Kg (N=8); Grupo 5— Extrato de A.a 20 mg/Kg (N=8), (Experimento B —
tabela 3). Os grupos foram acompanhados diariamente, monitorando os parametros de
sobrevivéncia, massa corpérea e parasitemia no 3°, 5°, 7° e 9° pos-infecgéo e, no 10° pos-
infeccdo, os animais foram anestesiados com xilazina e Cetamina (i.p.) e sacrificados,
sendo feito a coleta do figado para uma verificar se existiam diferencas entre os grupos
na massa do figado de camundongos C57BL/6. O figado dos animais foi pesado em

balanca analitica.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados pelo ANOVA (analise de variancia) seguido do
pos-teste Tukey-Kramer (para analise de trés ou mais grupos). A analise de sobrevivéncia
foi realizada utilizando o teste Kaplan-Meier log rank test (Mantel-Cox). A significancia
estatistica das diferencas entre as médias de cada grupo foi analisada pela analise de
variancia unidirecional (ANOVA) (software Graphpad Prism 6). Os dados sao
apresentados como a média = S.E.M. (Erro padrdo da média, n=7 por grupo). O valor de
P <0 - 05 foi considerado significativo. O resumo do valor P é mencionado como * P <0
- 05; Ns - ndo significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 PESQUISA ETNOMEDICINAL EM COMUNIDADES QUILOMBOLAS

As informag0es foram obtidas por meio de visitas as comunidades quilombolas
do Municipio de Oriximind/PA: Arac¢d de Fora (Rio Erepecuru) e Tapagem (Rio
Trombetas), com a devida assinatura do “termo de Consentimento livre e esclarecido”.
Apbs conversas informais, a lideranca da comunidade foi incumbida de mobilizar as
pessoas que mostravam consideravel conhecimento referente aos recursos vegetais de
utilizados como recurso terapéutico na comunidade. E notavel a importancia das plantas
de uso medicinal para os moradores das comunidades Araca de Fora e Tapagem que
apresentam conhecimento diversificado sobre as mesmas. Dentre as etnoespécies de uso
medicinal citadas, 28 apresentaram maior indice de citacdo (4-5 vezes citadas pelos
moradores). Existe similaridade entre as duas comunidades em relacéo as formas de uso

e indicacdo do tratamento das plantas como podemos observar nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Lista das etnoespécies de uso medicinal na comunidade de Tapagem no Alto Trombetas/
Oriximind/ Para.
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Nome popular Nome Cientifico Indicacgéo Parte Forma de
(Uso) Utilizada Utilizagéo
(droga vegetal) (Preparo)
Acai Euterpe precatéria  Anemia Raiz Cha
Alho Allium sativum Febre/VVomito/gripe Dente Cha
Andiroba Carapa guianensis Inflamac&o/Dor de dente  Oleo Pomada
Arruda Ruta graveolens L. Derrame/pneumonia e Folhas Cha
reumatismo
Boldo Plectranthus Figado e dor de estbmago Folhas Cha
barbatus
Chicoria Cichorium endivia Gripe Folhas Cha
Cip6 alho Pachyptera alliacea  Quebranto/Mal olhado Folhas Banho
Cumaru Dipteryx odorata inflamacdo nos rins e Casca Ché/extrato
fortalece os nervos
Elixir Piper callosum L Estomago Folhas Chéa
paregdrico
Eucalipto Eucalyptus sp. Dor de cabeca e febre Folhas Cha
Jambd Spilanthes acmella ~ Vémito/estdmago Folhas Cha
Lima Citrus aurantifolia Pressédo Folhas Cha
Manaiara Chenopodium Banho de asseio/diarreia  Casca Banho
ambrosioides
Mastruz Chenopodium Fraqueza/Verme/estbmag Folhas Ché/Suco de
ambrosioides 0 Clorofila
Pimenta do Piper nigrum Colicas menstruais Semente Cha
Reino
Salva de Marajé  Hyptis crenata Colicas Folhas Cha
menstruais/estdmago
Saracuramira Ampelozizyphus Maléria Raspa  das Extrato aquoso
amazonicus Ducke Casca
Unha de Gato Uncaria tomentosa  Inflamacéo Casca Cha
Urucum Bixa Orellana Anemia Raiz Cha
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Tabela 3: Lista das etnoespécies citadas como recurso medicinal, parte utilizada, indicacdo na comunidade
do Aracéa de Fora no Rio Erepecur(/ Oriximina/ Para.

Nome popular  Nome Cientifico  Indicacéo Parte Forma de
(Uso) Utilizada Utilizacao
(droga vegetal) (Preparo)
Abacate Persea americana Anemia Folhas Cha
Aroeira Astronium Figado/Inflamacéo Casca Cha
lecointei
Crajiru Arrabidaea chica Anemia Folhas Chéa
Cumaru Dipteryx odorata  Derrame/pneumonia Folhas Chéa
Envirataia Xilopia sp. Quebranto e Mal olhado Folhas Cha
Manjericao Ocimum Banho espiritual e banho de Folhas Banho
basilicum cheiro
Quebrapedra  Phyllanthus niruri Infeccdo urinaria e banho de Folhas Cha
asseio
Sara tudo Byrsonima inflamacdo no Utero/Anemia Folhas Cha
intermedia
Saracuramird  Ampelozizyphus Maléria Raspa das Casca Extrato
amazonicus aquoso
Vindica Alpinia zerumbet Coracdo, sinusite, e banho Folhas/Cascas Chéa/Banho

(Pers.)

contra “pissica” (Azar)

Podemos observar (tabela 2) que na comunidade Araca de Fora, 0s sintomas mais

citados para utilizacdo de tratamento medicinal alternativo estdo relacionados a dor ou

inflamacdo, com 8 recursos citados (Andiroba, Arruda, Boldo, Cumaru, Eucalipto,

Pimenta- do- Reino, Salva do Marajo, Unha de gato). Quanto ao nimero de citacbes dos

recursos vegetais utilizados no tratamento medicinal - Dados ndo apresentados — Alho,

Arruda, Boldo, Cumaru e Jambu e Saracuramird, tiveram maior frequéncia nas indicacfes

relatadas. Na comunidade Tapagem (tabela 3), as indicagcbes mais frequentes foram

inflamacéo, anemia e alteracGes espirituais (quebranto, mal olhado e azar), sendo que a

Envirataia e o Vindica que tiveram maior frequéncia nas citacdes dos comunitarios —

Dados nédo apresentados - A indicacdo do tratamento com plantas medicinais para

sintomas de inflamacéo geral (dor e febre) esta presente em ambas as comunidades e
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surpreendentemente a Aa foi citada como Unica planta de uso medicinal indicada para o
tratamento maléria, mostrando sua grande importancia medicinal em ambas as
comunidades quilombolas. Dessa forma, demonstramos aqui, ndo sé a importancia do
uso de plantas medicinais nas duas comunidades quilombolas (identificando os vegetais
utilizados, a indicacdo do tratamento e as formas de preparo), como também
demonstramos que o uso da A. amazonicus é de grande importancia e estd presente em
ambas as comunidades quilombolas, o que justificou seleciona-la para o estudo

farmacol6gico em modelo murino.

6.2. CARACTERIZACAO DO QUADRO DE MALARIA E AVALIACAO DOS
POSSIVEIS EFEITOS DE Aa

6.2.1 SOBREVIVENCIA DOS ANIMAIS APOS INFECCAO POR PbA

Foi avaliado o curso temporal da doenca obtido a partir do monitoramento diario
da taxa de sobrevivéncia desses animais apds o inicio da infeccdo com o intuito de
padronizar o desenvolvimento do quadro de malaria nos grupos inoculado com a cepa
PbA auxiliando assim na caracterizacdo dos efeitos de Aa na evolucdo do quadro clinico
da malaria experimental. A sobrevivéncia dos animais infectados por PbA foi analisada
de acordo com a contagem dos dias ap0s a infec¢do. Os individuos dos grupos infectados,
foram analisados até evoluirem a Obito no decorrer do experimento. Os animais
infectados, foram a 6bito a partir do 9° dia pos-infec¢éo e o ultimo animal dos grupos pré-
tratados/tratado com Aa sobreviveram até o 13° dia ap0s a infecgao.

Durante este periodo, foi possivel observar que a inoculagdo dos camundongos
C57BL/6 com a cepa PbA resultou em uma infec¢do aguda e letal que se iniciou no 9°
d.p.i., mantendo-se até o 13°d.p.i, com uma significativa diminuicdo na taxa de sobrevida
entre 11°e 0 13°d.p.i., (Grafico 1).
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Gréfico 1: Curva de sobrevivéncia dos camundongos C57BL/6 do grupo veiculo (DMSO); extrato de A.a
10 mg/Kg e extrato de A.a 20 mg/Kg e dos grupos inoculados com P. berghei ANKA (PbA) por injecdo
intraperitoneal de 10° de eritrocitos parasitados e tratados por 8 dias (pré-tratamento/tratamento de 4 dias)
com A.a 10 mg/Kg e 20mg/Kg ou PBS, acompanhados até o 12° pds-infeccdo (n=7;4;14): PbA+ Extrato
de A.a 10 mg/Kg; PbA+ Extrato de A.a 20 mg/Kg, PbA acompanhados até o 13° pos-infeccdo. A andlise
de sobrevivéncia foi realizada utilizando o teste Kaplan-Meier log rank test (Mantel-Cox). Dados
representados por média + EPM (n=14). *p<0,05. PbA vs PbA + A.a 10mg/kg p=0.3690 (Ns); Pba vs
PbA + A.a 20mg/kg p=0.0173 (p<0.05, PbA + A.a 10mg vs Pba + A.a 20mg p=0.0442 (p<0.05).

Nossos resultados mostram um aumento significativo da sobrevivéncia nos
animais do grupo PbA+ Extrato de A.a 10 mg/Kg e PbA+ Extrato de A.a 20 mg/Kg
comparados ao grupo PbA gue foram acompanhados até o 13° dia.

No 9° dia pds infec¢cdo, o grupo infectado com a cepa PbA possuia 50 % dos
animais vivos, enquanto que os grupos PbA+ A.a 10 mg/Kg e PbA+ A.a 20 mg/Kg
representavam 78 e 76% respectivamente. No 11° dia o grupo PbA possuia apenas 7,42%
(quando o ultimo animal do grupo veio a 6bito), enquanto que os grupos PbA+ A.a 10
mg/Kg e PbA+ A.a 20 mg/Kg possuiam 42,85 e 61,53% respectivamente. No 13° dia pos-
infeccdo, os animais dos grupos PbA+ A.a 10 mg/Kg e PbA+ A.a 20 mg/Kg possuiam
ainda 21,42% e 53,88 % dos animais vivos.

N&o houve diminuicdo da sobrevivéncia dos animais ndo infectados (grupo A.a

10 mg/kg, A.a 20mg/Kg e DMSO) com a cepa PbA, como ja era esperado.
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6.2.2 EVOLUCAO DA MASSA CORPOREA DOS ANIMAIS

Para confirmar o estabelecimento do modelo de malaria e caracterizar o
desenvolvimento do quadro de malaria, avaliou-se possivel alteracdo no ganho de massa
corporea dos animais grupos: PbA+ Extrato de A.a 10 mg/Kg; PbA+ Extrato de A.a 20
mg/Kg, PbA, do grupo veiculo (DMSO); extrato de A.a 10 mg/Kg e extrato de A.a 20
mg/Kag.

A massa corporea foi acompanhada no periodo de tratamento e mensurada apés a
infeccdo por PbA (Gréfico 2) no 3° 5°, 7° 9°, 11° e 12° dia pds-infeccdo dos grupos
inoculado com a cepa PbA, permitindo observar se a infeccdo com a cepa PbA ocasionou
alteragdo no ganho de massa corpOrea dos camundongos C57BL/6 no decorrer da

evolucéo da doenca.

101
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Grafico 2: Acompanhamento de massa corporea dos camundongos C57BL/6 do grupo veiculo (DMSO);
extrato de A.a 10 mg/Kg e extrato de A.a 20 mg/Kg e dos grupos inoculados com P. berghei ANKA (PbA)
por injecdo intraperitoneal de 10° de eritrdcitos parasitados e tratados por 8 dias (pré-tratamento/tratamento

de 4 dias) com A.a 10 mg/Kg e 20mg/Kg ou PBS, acompanhados até o 12° pés-infecgdo (n=7;4;14): PbA+
Extrato de A.a 10 mg/Kg; PbA+ Extrato de A.a 20 mg/Kg, PbA.

Em relacdo as perdas de massa corpdrea dos grupos (controle): Extrato de A.a 10
mg/Kg; A.a 20 mg/Kg e PbA, observamos que 0 grupo preservou a massa corporea dos

animais por mais tempo e mantiveram-se estaveis até 12° dia quando comparados ao
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grupo infectados, ndo se observando assim perdas significativas de massa entre esses
grupos.

No grupo dos animais infectados pelo plasmadio, seis dias ap6s a inoculagéo ja
foram detectadas perdas de massa corporea em relacdo ao grupo controle. Houve uma
diminuicdo da massa corpdrea gradativamente de acordo com a progressdo da infeccao,
e essas perdas da massa corpdrea em todos grupos infectados continuaram até o 12° dia
de infeccéo por PbA conforme a evolugédo da doenca, ndo havendo diferenca significativa

entre eles. Essas perdas de massa ndo foram significativas entre 0s grupos.

6.2.3 AVALIACAO DA PARASITEMIA

Outro parametro que nos auxiliou a confirmar o estabelecimento e caracterizar o
desenvolvimento do quadro de maléria, foi a avaliacdo dos niveis de parasitemia dos
grupos PbA+ A.a 10 mg/Kg; PbA+ A.a 20 mg/Kg e PbA, que foi realizada nos dias 3°,
50, 79, 99, 11° pés infeccdo. Houve um aumento da parasitemia gradativamente de acordo
com a progressdo da infeccdo em todos grupos infectados continuaram até o 11° dia de

infeccdo por PbA conforme a evolugédo da doenca (Figura 9).
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Figura 9: Fotomicrografias de distensfes sanguineas de camundongos C57BL/6 coradas pelo método de
Giemsa (1000x) dos grupos infectados no 3°, 7°, 9° e 11° d.p.i. As setas marcam a presenca dos diferentes
estagios eritrociticos do protozoario.
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Grafico 3: Acompanhamento da porcentagem de células infectadas dos camundongos C57BL/6 dos
grupos: PbA+ Extrato de A.a 10 mg/Kg; PbA+ Extrato de A.a 20 mg/Kg e PbA, inoculados com P. berghei
ANKA (PbA) por injecdo intraperitoneal de 10° de eritrocitos parasitados e tratados por 8 dias (pré-
tratamento/tratamento de 4 dias) com A.a 10 mg/Kg e 20mg/Kg ou PBS, acompanhados até o 11° p6s-
infecgdo (n=7;4;14). PbA vs PbA + A.a 20mg/kg p=0.0478 (p<0.05)

Nossos resultados mostram uma diminuicdo significativa do percentual de
parasitemia do grupo PbA + A.a 20 mg/kg, comparados com o grupo PbA, observamos
que no 11° dia pds-infeccdo essa reducao da parasitemia foi de 32,12 % comparados com
0 grupo PbA, e que o grupo PbA +10mg/Kg houve uma diminuicdo significativa de
27.70% comparado ao grupo PbA, enguanto que no grupo PbA observamos um aumento
da parasitemia de 46,45% de células parasitadas no 9° dia pds-infecgdo, (quando os
animais comecaram a evoluir a 6bito), chegando a atingir 57,96% de parasitemia no 11°
dia quando ultimo animal veio a ébito. Podemos observar essa diminuigéo da parasitemia
dos grupos tratados com Aa de forma qualitativa como mostra a figura 10, de acordo com
a progressdo da infeccdo a quantidade de eritrdcitos parasitados é significativamente

menor que o grupo PbA.
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3°d.pd PDPA PbA + 4a 10 mgkg PbA + 4a20 mgkg

11°d.p.i PbA

Figura 10: Avalia¢do qualitativa de Fotomicrografias de distensdes sanguineas de camundongos C57BL/6
coradas pelo método de Giemsa (1000x) dos grupos infectados no 3°, 7° e 11° d.p.i. As setas marcam a
presenca dos diferentes estagios eritrociticos do protozoario de acordo com a progressao da infec¢éo.

6.3 PESO DO FIGADO

Com o intuito de demonstrarmos alteragdes que o figado sofre na fase aguda da

doenga, apresentando-se progressivamente aumentado e pigmentado, realizamos a
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hepatotectomia (Experimento B — tabela 3) dos animais controle e infectados. Os grupos
foram acompanhados diariamente, monitorando os parametros de sobrevivéncia, massa
corporea e parasitemia no 3°, 5°, 7° e 9° pos-infeccdo e, no 10° pos-infeccdo, foi realizada
a coleta do figado para uma verificar se existiam diferencas entre 0s grupos na massa do
figado de camundongos C57BL/6. Em uma anélise qualitativa, a hepatotectomia do
figado, deixou evidente a hepatomegalia nos grupos infectados (Figura 11) confirmando

a alta atividade do parasita nesse 6rgéo.

Controle

Aa 10mg/Kg (Controle) | PbA+Aa 10mg/Kg
7

Aa 20mg/Kg (Controle) | PbA+4a 20mg/Kg

Figura 11: Anélise qualitativa do Figado dos camundongos C57BL/6 dos grupos controle: PBS; A.a 10
mg/Kg; A.a 20 mg/Kg e dos grupos inoculados com P. berghei ANKA (PbA) por injecdo intraperitoneal
de 108 de eritrdcitos parasitados e tratados por 8 dias (pré-tratamento/tratamento de 4 dias) PbA+ A.a 10
mg/Kg; PbA+ A.a 20 mg/Kg e PbA no 10° pds-infeccéo
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Gréfico 4: Peso do Figado dos camundongos C57BL/6 dos grupos controle: PBS; A.a 10 mg/Kg; A.a 20
mg/Kg e dos grupos inoculados com P. berghei ANKA (PbA) por injecdo intraperitoneal de 10° de
eritrécitos parasitados e tratados por 8 dias (pré-tratamento/tratamento de 4 dias) PbA+ A.a 10 mg/Kg;
PbA+ A.a 20 mg/Kg e PbA no 10° pds-infecclo (n=7;4;14). Teste ANOVA, dados representados por média
+ EPM.

Atraves da pesagem do figado no 10° dia pds infeccdo, demonstramos que 0
tratamento com o Aa nas doses de 10mg/Kg e 20mg/Kg influenciaram na diminuicdo
desses valores quando comparados ao grupo PbA (Grafico 5), embora néo haja diferenca
significativa entre os grupos infectados, é evidente a protecdo parcial de Aa

principalmente na dose de 20mg/Kg.



41

7. DISCUSSAO

As populagBes humanas convivem com uma grande diversidade de espécies
vegetais, desenvolvendo maneiras particulares de explora-las para distintas finalidades,
usando-as como alternativa de sobrevivéncia. Dentre estas, do repertdrio cultural,
destaca-se o0 conhecimento sobre a utilizacdo de plantas para fins terapéuticos.
Atualmente, as diversas pesquisas nas areas de etnobotanica e etnomedicina representam
importantes ferramentas de registro e documentagdo dos usos empiricos de plantas
medicinais em comunidades tradicionais, gerando conhecimento Gtil ao desenvolvimento
de novos medicamentos, a conservacdo da biodiversidade, a valoriza¢do do saber e da
cultura local. Sabemos, que o uso de determinadas plantas medicinais € um processo de
producdo e reproducdo de maltiplos saberes e praticas, originados de multiplas formas
culturais, e que resultam da organizacao social e produtiva de comunidades tradicionais.

Além da valorizacdo do conhecimento tradicional dessas comunidades, essas
pesquisas também proporcionam o surgimento de um interesse renovado nos possiveis
beneficios econdmicos oriundos de plantas, o qual transforma o préprio conhecimento
em um tipo de produto valorizado economicamente e alvo da Bioprospeccéo.

Nesse sentido, o estudo etnomedicinal realizado nas comunidades quilombolas do
presente projeto, além de valorizar o conhecimento tradicional local, péde contribuir de
forma positiva para o desenvolvimento de pesquisas cientificas relacionadas ao uso de
plantas medicinais. Na comunidade Araca de Fora, dentre os sintomas mais citados para
utilizacdo de tratamento medicinal alternativo estdo relacionados a dor ou inflamacéo
(tabela 4), e a A. amazonicus apresenta-se como planta de uso medicinal citada pelos
moradores dessa comunidade quilombola. Similar situacdo ocorre na comunidade
Tapagem (tabela 5), dentre as indicagbes mais frequentes como, inflamacéo, anemia e
alteracOes espirituais a A. amazonicus também ¢é utilizada como planta de uso medicinal
citada pelos moradores da comunidade quilombola. Através desse estudo por meio de
visitas as comunidades conseguimos mostrar ndo s6 o uso de plantas medicinais nas duas
comunidades quilombolas do Municipio de Oriximind/PA: Aracd de Fora (Rio
Erepecur(); 2. Tapagem (Rio Trombetas), identificando os vegetais utilizados, a
indicacdo do tratamento e as formas de preparo, como também demonstramos que 0 uso
da A. amazonicus esta presente em ambas as comunidades quilombolas visitadas e foi

citada como planta utilizada para fins medicinais e no tratamento da maléria. O
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conhecimento sobre aspectos etnomedicinais e etnobotéanico, utilizados em uma dada
localidade, além de poder contribuir em &mbito global, com indicios de propriedades
farmacologicas desses vegetais, ja experimentados em nossa regido, atraves da medicina
popular, também, nos proporciona a oportunidade de valorizagdo e registro de
informac0es e receitas praticadas e preservadas de ao longo de geragdes, sobre o uso de
plantas como alternativa medicinal nas comunidades quilombolas.

Estudos etnofarmacoldgico mostram que a espécie Ampelozizyphus amazonicus é
utilizada por comunidades quilombolas, no Brasil, para fins medicinais como:
antimalarico, anemia, depurativo do sangue, diabetes, tbnico para 0s nervos, combate a
fadiga, memoria, afrodisiaco, falta de apetite, doencas do figado, dores estomacais,
purgativo, inflamacéo de prostata, rins, indisposicao, intoxicacéo, picada de cobra, contra
aftas, erupcbes cuténeas, virus da herpes simples, reumatismo, prisdo de ventre
(BRANDAO et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES; ALMEIDA,; PIRES,
2010). OLIVEIRA et al 2011, mostra a importancia da A. amazonicus para as
comunidades quilombolas do municipio de Oriximina na prevencdo da maléria e na
promocdo da salde, nas comunidades quilombolas de Oriximina.

A medicina popular preconiza que, para haver a ingestdo do cha de
Ampelozizyphus amazonicus, é necessario limpar bem a parte a ser utilizada (raiz ou
caule) e em seguida retirar a casca mais externa, para que Se possa usar a entrecasca que
esta presente entre a casca e a madeira. Feito isso se deve raspar e colocar em um pouco
de &gua e deixar temperar, batendo com um garfo ou préoprio galho da planta até formar
uma espuma, deixando descansar por 15 a 20 minutos para poder beber (ROCHA &
SCARDA, 2003). A ingestdo é feita principalmente antes de entrar na mata, antes de
trabalhos pesados e para a prevencao e tratamento da maléria (SANTOS et al., 2005).

Analises do extrato bruto da raiz e do caule de Aa, mostraram como principais
compostos as saponinas triterpénicas, bem como outros compostos triterpénicos, como
lupeol (que funciona com agente supressor de células cancerigenas), acido betulinico,
betulina, para 0s quais sdo apontadas 23 atividades, dentre as quais, como antimalarico,
anti-helmintico e anti-viral, acido melaleico e acido dihidroxilup20(29)-em-28Roico
(DINIZ et al., 2009), tendo ainda apresentado lapachol, substancia conhecida por sua
propriedade anti-inflamatoria, analgésica, antibiotica, antimalarial, antitripanossoma,

antiulcerogénica, bactericida, fungicida, além de ser um reconhecido antitumoral e
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anticarcindmico (ARAUJO et al., 2002), mostrando uma possivel atividade antitumoral
da planta (SANTOS et al., 2005). MEYER et al. (2002).

A malaria faz parte do grupo das doencas negligenciadas, que ocorrem geralmente
entre as populacdes mais pobres nos tropicos e que tém pouca atencdo por parte dos
governos e das inddstrias farmacéuticas (KRETLI, 2008). Anualmente trés milhGes de
pessoas a contraem e cerca de um milh&o morrem por causa dela. A regido do mundo
mais afetada é a Africa Subsariana e, no Brasil, a regido amazonica é a mais afetada. As
populacdes locais aprenderam a retirar do meio ambiente 0S recursos necessarios para
sobreviver e sdo atualmente a principal esperanca na descoberta de novos medicamentos
antimalaricos (TOMCHINSKY, 2013).

A MC humana é a manifestacao mais grave e principal causa de 6bitos em criangas
menores de cinco anos e primiparas vivendo em area endémica, formando os principais
grupos de risco (MARSH et al., 1996). Esta sindrome apresenta uma patogénese
complexa, sendo definida como uma encefalopatia difusa potencialmente reversivel. O
Sistema Nervoso Central (SNC) é considerado um sitio imunologicamente privilegiado,
possuindo uma limitada reatividade imune e inflamatoria em decorréncia da presenca da
barreira hematoencefalica (BHE), composta por junc¢des intercelulares especializadas. O
curso desta sindrome ndo é obrigatoriamente letal, porém, os sobreviventes podem
desenvolver danos neuroldgicos permanentes (MEDANA et al., 2002). Até o momento,
ndo existe descrito literatura sobre os efeitos de A. amazonicus em modelos experimentais
de MC.

Os estudos utilizando o modelo murino animal sdo importantes ferramentas no
auxilio a erradicacdo da malaria no mundo e buscam entender a complexa interacdo
parasito-hospedeiro e as formas de contornar a gravidade gerada nas complicagdes da
doenca. Com esse entendimento, é possivel chegar a producéo de formas de combate ao
parasito, seja por meio de desenvolvimento de farmacos eficazes no tratamento de
individuos contaminados, seja no desenvolvimento de vacinas que podem, ndo somente
gerar uma imunidade duradora, mas também interromper o ciclo biolégico do parasito
(TOMCHINSKY, 2013).

No pardmetro de sobrevivéncia, ndo houve diminuicdo da sobrevivéncia dos
animais nao infectados (grupo A.a 10 mg/kg, A.a 20mg/Kg e DMSO) com a cepa PbA,
como ja era esperado, enquanto que os camundongos C57BL/6 infectados com a cepa

PbA apresentaram diminui¢do da sobrevivéncia no 9° dia apds a infeccéo, corroborando



44

assim, com a literatura que descrevem alteracGes significativas na sobrevivéncia em
camundongos susceptiveis ao quadro de MC, como € o caso da linhagem C57BL/6, que
geralmente evoluem a ébito entre o 6° e 10° dia ap6s a inoculagdo com 0s eritrocitos
parasitados ( DE SOUZA & RILEY, 2002; LACKNER et al., 2006). Os animais foram
acompanhados até o 13° dia (quando o ultimo animal veio a 6Obito) e os resultados
mostram um aumento da sobrevivéncia e diminui¢do da parasitemia nos animais do grupo
PbA+ Extrato de A.a 10 mg/Kg e PbA+ Extrato de A.a 20 mg/Kg, mostrando assim
cientificamente, que a A. amazonicus melhora a sobrevivéncia de animais infectados com
a cepa PbA, corroborando com a medicina tradicional sobre o0 uso da planta em humanos.
Sugere-se mais estudos que confirmem os efeitos da Aa em modelo de MC, visto que 0s
resultados, os mecanismos moleculares associados a tais efeitos se desenvolvem, estdo
poucos compreendidos.

A diminuicdo do consumo alimentar ¢ uma condicdo fortemente associada a
sintomas de infecdes, sendo a causa principal da acentuada perda de peso e um indicativo
da gravidade da doenca (MATTHYS & BILLIAU, 1997). Para confirmar o
estabelecimento do modelo de maléria e caracterizar o desenvolvimento do quadro de
maldria, avaliou-se possivel alteracdo no ganho de massa corpdrea dos animais grupos:
PbA+ Extrato de A.a 10 mg/Kg; PbA+ Extrato de A.a 20 mg/Kg, PbA, do grupo veiculo
(DMSO); extrato de A.a 10 mg/Kg e extrato de A.a 20 mg/Kag.

Nossos resultados mostram-se muito promissores em relacdo aos parametros
avaliados, caracteristicos da progressdo da doenca. Em relacdo as perdas de massa
corpbrea dos grupos experimentais, durante o pré tratamento, ndo observamos perdas
significativas de massa entre 0s grupos, houve um aumento de massa corporea de+- 3g
até o ultimo dia de tratamento em todos os grupos. No grupo dos animais infectados pelo
plasmaodio, seis dias ap0s a inoculacéo j& foram detectadas perdas de massa corpdrea em
relacdo ao grupo controle. Houve uma diminuigdo da massa corporea gradativamente de
acordo com a progressao da infecgéo, e essas perdas da massa corporea em todos grupos
infectados continuaram até o 12° dia de infeccao por PbA conforme a evolucdo da doenca,
ndo havendo diferenca significativa entre eles. Essas perdas de massa ndo foram
significativas entre 0s grupos.

Além das manifestacBes clinicas, estudos demonstram o desenvolvimento da

neuropatologia associada & maléria, caracterizado por avaliacbes de pardmetros como
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taxa de sobrevivéncia e evolucdo da parasitemia (BAGOT et al.,2002; MARTINS et al.,
2009; LACERDA-QUEIROZ et al., 2010).

Investigar os mecanismos que levam ao desenvolvimento dos sintomas de MC
nos humanos é complexo, pois o estudo em humanos impde algumas barreiras éticas e
sociais, sendo dificil a obtencao de resultados. Torna-se entdo importante a utilizacéo de
modelos animais experimentais e que estes sejam similares 8 MC humana de forma a
entender os mecanismos que levam a patologia e ao desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. E fundamental ressaltar que o modelo murino de MC, como grande parte
dos modelos, ndo é capaz de reproduzir todas as caracteristicas observadas na MC
humana, apresentando diferencas significativas que devem ser consideradas ao se
extrapolar os resultados obtidos com esse modelo. No modelo murino, o leucdécito é o
tipo celular predominantemente sequestrado na microcirculacdo cerebral de
camundongos, e ndo os eritrocitos, como na MC humana (LOU et al., 2001; DE SOUZA
& RILEY, 2002; WHITE et al., 2010).

Pesquisas com a malaria cerebral tém como objetivos entender o seu mecanismo
e encontrar formas eficazes de tratamento, seja por meio da utilizacdo de um farmaco ou
por meio de uma vacina. E sabido que a infeccdo por P. berghei apresenta um aspecto
caracteristico, em que a parasitemia sanguinea tende a apresentar um aumento
progressivo até se chegar a um platd (THURSTON, 1950).

A avaliacdo dos niveis de parasitemia dos grupos PbA+ A.a 10 mg/Kg; PbA+ A.a
20 mg/Kg e PbA foi realizada nos dias 3°, 5°, 7°, 9°, 11° p6s infec¢do. Houve um aumento
da parasitemia gradativamente de acordo com a progressao da infeccdo em todos grupos
infectados continuaram até o 11° dia de infeccéo por PbA conforme a evolucdo da doenga
(Figura 9). Foram consideradas células parasitadas, todas as hemécias que mostravam
formas variadas do parasita (formatos puntiformes na extremidade da hemaécia, formatos
de anel, trofozoito e esquizontes), equivalentes as fases do desenvolvimento do
Plasmodium.

Observou-se um aumento da parasitemia dos camundongos infectados por P.
berghei, no 9° dia pds-infeccdo quando os animais comecaram a evoluir a o6bito,
aumentando significativamente no 11° dia quando ultimo animal veio a obito.

Diante de um grande problema de saude publica relacionado ao aumento
progressivo da resisténcia dos parasitas aos antimaléricos disponiveis, principalmente no

que se refere a artemisinina e seus derivados, torna-se necessario o desenvolvimento de
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novas alternativas de controle da doenca. Uma opcdo vidvel neste sentido é o
desenvolvimento de novos medicamentos antimaléricos a partir de produtos naturais.
Dados historicos revelam que as plantas sdo fontes importantes de agentes quimicos
ativos contra a malaria. Tanto a quinina quanto os derivados da artemisinina sdo exemplos
desse fato (RAMAZANI, 2010)

Nossos resultados mostram um aumento de 46,45% grupo PbA no 9° dia pds-
infeccdo da parasitemia dos camundongos infectados por P. berghei, quando os animais
comecaram a evoluir a 6bito, chegando a alcancarem 57,96% de parasitemia no 11° dia
quando ultimo animal veio a 6bito, esse aumento foi superior aos grupos PbA+ A.a 10
mg/Kg e PbA+ A.a 20 mg/Kg que apresentaram 32,12% e 27,70% respectivamente.
Compostos que reduzem a parasitemia em 30% ou mais sdo considerados ativos
(CARVALHO, 1991). O extrato de Aa ndo diminuiu a parasitemia, mais impediu que ela
aumentasse na mesma proporgao que o grupo PbA. E possivel que uma pré-tratamento
mais prolongado sem um tratamento, ou outra via de administragdo cause uma reducgao
maior da parasitemia, bem como um aumento da sobrevida dos animais testados, ja que
esse extrato melhorou o pardmetro de parasitemia caracteristicos da progressdo da
infeccdo, confirmando as indicacBes sugeridas na medicina tradicional relatado pelos
moradores das comunidades quilombolas visitadas.

O tratamento com PBS do grupo dos camundongos infectados por P. berghei néo
aumentou a massa corporea, ndo causou uma reducdo da parasitemia e nem reduziu a
mortalidade dos animais.

A maléria é uma infeccdo de comprometimento sistémico, podendo interferir na
atividade de varios 6rgdos, entre os quais o figado e o baco destaca-se por ser
intensamente afetado desde o inicio da infecgcdo (TUJETA,2007).

O figado possui um papel central no ciclo do parasita, uma vez que ainda sob
forma de esporozoito, o parasita penetra no figado, por um mecanismo ndao muito
esclarecido, se reproduzindo e provocando a ruptura do hepatocito, que viabiliza a
penetracdo do parasita nas células do sangue (TUJETA,2007). O figado na fase aguda
apresenta-se progressivamente aumentado e pigmentado. Com o avango da doenca,
parasitos e hemacias fagocitadas sdo vistos no interior dos macrofagos e os hepatocitos
apresentam alterac6es nucleares e infiltracdo gordurosa (REY, 1992; COTRAN, 2000)

Nesse sentido, alteracdes no tamanho e formato do figado sdo frequentes na

malaria e s8o0 um sinal clinico da doenca, tendo em vista que ocorre a dilatacdo dos
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quadrantes superiores do abdomem. Alkadarou et al.,2013 demonstrou alteragdes de
tamanho do figado e do bago em pacientes positivos para o P. falciparum,
correlacionando esse aumento dos 6rgédos a atividade imunologica dos mesmos.

Para a realizacdo da hepatotectomia (Experimento B — tabela 3), os grupos foram
acompanhados diariamente, monitorando os parametros de sobrevivéncia, massa
corpérea e parasitemia no 3°, 5°, 7° e 9° pos-infecgdo e, no 10° poés-infecgdo, foi realizada
a coleta do figado para uma verificar se existiam diferencas entre os grupos na massa do
figado de camundongos C57BL/6. Em uma analise qualitativa, a hepatotectomia do
figado, deixou evidente a hepatomegalia nos grupos infectados (Tabela 3) confirmando a
alta atividade do parasita nesse 6rgao.

Através da pesagem do figado demonstra que o tratamento com o extrato AE de
A.a nas doses de 10mg/Kg e 20mg/Kg influenciaram na diminuicdo desses valores
quando comparados com o grupo PbA (Figura 10), entretanto ndo houve diferenca
significativa no peso do figado entre os grupos infectados, o que € justificado pela intensa
exposi¢do do figado (primeiro e o principal 6rgéo afetado durante a infeccdo) a atividade

do Plasmodium.
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8. CONCLUSAO

1. O uso de A. amazonicus como planta de uso medicinal esta presente, sendo
indicada no tratamento e prevencdo da malaria, em ambas as comunidades

quilombolas visitadas (Tapagem e Araca de Fora) do municipio de Oriximina-PA,;

2. O tratamento com Aa nas doses 10mg/Kg e 20 mg/Kg aumentou a sobrevida dos

animais infectados com a cepa ANKA de PbA;

3. Houve diminuicéo da parasitemia dos camundongos C57BL/6 submetidos ao pré-
tratamento/tratamento com A.a na dose de 20 mg/kg, com uma diferenca de 30

% comparados com o grupo PbA;

4. Animais infetados apresentaram perdas gradativas de massa corpdrea de acordo

com a progressao da infeccao;

5. Aanalise qualitativa e quantificacdo do peso do figado, demonstrou uma protecao
parcial nos animais do grupo PbA + Aa nas doses de 10 e 20mg/kg quando

comparados com o grupo PbA
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3.Termo de Consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEQ UNIVERSITARIO DE ORIXIMINA
CENTRO DE CIENCLAS BIOLOGICAS

Colegiado do Curse de Li
§ Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas:
Enfase em Conservacio de Aguas Trteriores

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

Titulo da qui L anico de Plantas icinais usadas na
medicina pepular em C: i ibeiris da icipio de Oriximing - PA

Pesquisador Principal: Leonia da Conceigia de Oliveira

Pesquisadores assistentes: Cristiane Cristine de Sousa Pereira, Ana Carla Ficango
Bentes

Orientadores: Siany Liberal & Domingas Diniz

© Sr (Sra)) estd sendo convidada (o) a participar desta pesquisa gque tem coma
finalidadz o levantamento ginabriARiEA. sahiE plantas medicingis para comunidades
rurais e dispenibilizar o i cientifica i 3 bioativic de plantas
usadas na medicing papular nas mesmas visando a troca de expenéncias
refacionadas a0 fema. A pesquisa estd sendo realizada com um nimero de 20 a 50
rizeirinhos adultos por cormunidades visitadas. Ao participar deste estudo o Sr. (Sra.)
parmiticd que & Leonia da C igdo de Oliveira desenvolva seu
Projato de Extensao que g complementa de seu prajete de canchisio de curso {TGC).
0 Sr (Sra.) tem liberdade de == recusar a participar 2 ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesguisa, sem uer prejuiza para a Sr (Sra.
Sempre que quiser poderd pedir mais informagies saobre a pesquisa atraves da
telefone da i @ do projeio, dos ork & do Nuclea Universitirio de
Oriximing, e =2 necassario straves do tedefone do Comité de Etica em Pesquiza de
Belém. A sua parficipacio nesta pesquisa ndo traz complicagies legais. Os
procedimentos adotsdos nesta pesquisa obedecers aos Critdris da Etica em
Pesguisa cam Seres Humanos conforme Resclucio no. 188/86 do Conselho Nacianal
de Salde. Nenhum dos procedimentas usades afzrece riscas 3 sua dignidade, e todas
as informagies coletadas neste estudo s3o estritaments confidencisis. Somentz 3

2 o ori terio it dos dados. Ao participar desta
pesquisa @ Sr. (Sra.) ndo terd nenhurn beneficie dirsto. Entratanto, esperamos que
=ste =studa fraga i Des i sobre i cientifico i

a plantas usadas na medicina popular, de forma que o conhecimento que serd
construido @ partir desta pesquisa possa ser tomd-os cidadSos mais participativas,
onde pesquisador se compromets 3 divulgar os resultados obtidos. O Sr (Sra.) ndo
tera nenhum tipa de despesa para participar desta pesquisa, bem coma nada serd
Paga por sua participagio.

Apds estes. i icil LR i de forma livre
|para participar desta pesquiza. Portanto preencha, por favor, os itens que s= seguermn.

Obs: Mo assine esse termo se ainda tiver divida a respeito.
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COMNSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD

Tendo em vista os itens scima apresentados, eu, de forma livre e
esclarecida, manifesto meu i em icipar da iza. Declaro
que recebi cpia deste termo de i ), & autorizo & izagdo da
pesquisa e a dvulgapdc dos dados obtidos neste estudo.

Nome do Participante da Pesquisa

Assinatura do Participante da Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

Assinatura do Orientador

Pesquisador Principal: LECMIA DA COMNCEICAO DE OLIVEIRA
TELEFONE PARA CONTATO: (53) 3544-4153,E. (02) 01265368

Demais pesquisadores: CRISTIANE CRISTINE DE SOUZA FEREIRA
TELEFONE PARA CONTATO: (93) 25441500 E (23) 91858807
ANA CARLA PICANCO EENTES
TELEFONE PARA GORNTATR.(03) B1038708 E (83) 81187043
ORINTADORES: SIANY LIBERAL: (83) 91452418

DOMINGOS DINIZ: (23) 91340758
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA: (03] 3544- 1385

Imagens das visitas as comunidades Araca de Fora e Tapagem
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