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RESUMO

A maléaria € uma doenca infecciosa causada por um parasita microscopico, o qual
infecta cerca de 200 milhGes de pessoas por ano. Se apresenta como uma febre
ciclica seguida de calafrios, sudorese intensa, nauseas, vomitos, palidez e fraqueza
fisica, que se intensificam de acordo com o nivel de parasitemia e as espécies de
Plasmodium que infectam os individuos. Apesar de ser um problema mundial, a
malaria ndo apresenta uma distribuicdo geografica homogénea, sendo sua maior
incidéncia em regides tropicais e subtropicais como por exemplo a Amazobnia Legal
no Brasil. Atualmente, uma gama de medicamentos usados no tratamento da malaria
tornou-se ineficiente porque algumas cepas de Plasmodium vivax e Plasmodium
falciparum ja apresentam resisténcia multipla a essas drogas. Nesse contexto, é
necessario buscar novas alternativas terapéuticas para o tratamento da maléaria, como
as plantas. Dentre as milhares de espécies vegetais, a Kalanchoe pinnata é uma
planta que apresenta indicativo de efeito hipotensivo, anti-inflamatério e anti-
reumatico. Assim, surgiu a possibilidade de pesquisas com o extrato de Kalanchoe
pinnata, amplamente utilizado no norte do Brasil para o tratamento de inflamacdes,
feridas, Ulceras cutaneas, abscessos, analgesia e também atividade antiparasitaria
contra Leishmania amazonensis. Em vista disto, o presente estudo tem como objetivo
avaliar a atividade antimalarica do extrato etandlico de Kalanchoe pinnata em modelo
in vivo de maléaria utilizando camundongos BALB/c infectados com Plasmodium
berghei. Para este fim, o extrato etandlico de Kalanchoe pinnata foi avaliado quanto a
sua toxicidade e efeitos (supresséo de densidade parasitaria, tempo de sobrevida dos
animais, niveis de glicose plasmatica, funcdo hepatica e renal e parametros
hematoldgicos) no tratamento de camundongos BALB/c infectados com Plasmodium
berghei. Assim, o extrato de K. pinnata apresentou-se seguro para o tratamento nas
doses estudadas, mostrando efeito semelhante ao farmaco padrdo artemisina, como
aumento do tempo de sobrevida, supressao parasitaria, controle dos niveis glicémicos
e das funcdes renais e hepaticas, além dos parametros hematologicos. Dessa forma,
conclui-se que tal extrato se apresenta como alternativa promissora para o tratamento
da malaria, devendo novos estudos serem realizados para determinacdo da
estabilidade da formulag&o e avaliagdes clinicas e regulatorias, a fim de se alcancar a

comercializacao.

Palavras chave: Plasmodium berghei, Kalanchoe pinnata, malaria.



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by a microscopic parasite, which infects about
200 million people a year. It presents as a cyclic fever followed by chills, intense
sweating, nausea, vomiting, pallor and physical weakness, which intensify according
to the level of parasitemia and the species of Plasmodium that infect individuals.
Despite being a worldwide problem, malaria does not present a homogeneous
geographic distribution, being its higher incidence in tropical and subtropical regions
such as the Legal Amazon in Brazil. Currently, a range of drugs used to treat malaria
has become inefficient because some strains of Plasmodium vivax and Plasmodium
falciparum already have developed multiple resistance to these drugs. In this context,
it is necessary to search for new therapeutic alternatives for the treatment of malaria,
such as plants. Among the thousands of plant species, Kalanchoe pinnata is a plant
that presents indicative of hypotensive, anti-inflammatory and antirheumatic effect.
Thus, the possibility of researches with the extract of Kalanchoe pinnata, widely used
in the North of Brazil for the treatment of inflammations, wounds, cutaneous ulcers,
abscesses, analgesia and also antiparasitic activity against Leishmania amazonensis.
In view of this, the present study aims to evaluate the antimalarial activity of the
hydroalcoholic extract of Kalanchoe pinnata in an in vivo model of malaria using
BALB/c mice infected with Plasmodium berghei. To this end, the hydroalcoholic extract
of Kalanchoe pinnata was evaluated for its toxicity and effects (suppression of parasite
density, animals survival time, plasma glucose levels, liver and renal function and
haematological parameters) in the treatment of BALB/c mice infected with Plasmodium
berghei. Thus, K. pinnata extract was safe for treatment with the studied doses,
showing similar effect of the standard drug artemisinin, such as increased survival time,
parasitic suppression, control of glycemic levels and renal and hepatological functions,
besides haematological parameters. Thus, it has been shown that this extract presents
itself as an effective alternative for the treatment of malaria, and further studies should
be performed to determine the stability of the formulation and clinical and regulatory

evaluations in order to achieve commercialization.

Keywords: Plasmodium berghei, Kalanchoe pinnata, malaria.
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1 INTRODUCAO
1.1 A MALARIA NO MUNDO E NO BRASIL

A maléaria € uma doenca infecciosa conhecida desde a era pré-cristd e que tem
como causa um parasita microscopico de origem africana que ha milhées de anos se
espalhou para as regides do Velho Mundo atraves das migracdes. Segundo relatério
anual da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2016 ocorreram 216 milhdes de
casos de malaria no mundo, com 445.000 mortes, sobretudo de criancas na Africa
(WHO, 2017).

Mesmo sendo um problema mundial, a malaria ndo apresenta uma distribuicdo
geografica homogénea, onde sua maior incidéncia global encontra-se em regides
tropicais e subtropicais como Africa, Asia e América Latina (REY, 2011, RIDDER et
al, 2008; AMIR; AHMADAN, 2009). Zonas hiperendémicas ocorrem principalmente na
Africa Central (das costas do Oceano Atlantico as do indico), na Africa no Norte, Sul
e Sudoeste da Europa, Asia, América Central, no Norte e Centro da América do Sul
(WHO, 2017).

Nas Américas (América do Sul e Caribe), segundo o Relatério Mundial de
Malaria (2017), a taxa de infec¢éo dessa doenga vem aumentando desde 2013, com
namero confirmado de 850.000 casos de malaria em 2016. O relatério ainda ressalta
gue Brasil e Coldmbia sdo os paises que concentram o maior numero de casos dessa
regido, e que nestes paises o aumento no nimero de doentes pode estar relacionado
a condicdes precarias de moradia e saneamento basico (WHO, 2017).

O quadro epidemiologico da malaria no Brasil € preocupante nos dias atuais.
Embora em declinio, o nUmero absoluto de casos de infec¢do por maléria, no ano de
2013 ainda foi superior a 170.000 pacientes em todo o pais, com maior parte destes
ocorrendo nos estados da Amazénia Legal, que engloba os estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins. O norte
do pais € a regido que concentra o maior niumero de casos de malaria, estimando-se
a ocorréncia de 235.078 notificacbes positivas no ano de 2012 e 169.570 em 2013

seguindo a tendéncia do mapa de risco na Figura 1 (BRASIL, 2015).
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Dentre o numero de notificacdes, o Plasmodium vivax € a espécie causadora
de quase 80% dos casos. No entanto, a transmisséo do P. falciparum, sabidamente
responsavel pela forma grave e letal da doenca, e este tem apresentado aumento nos
altimos anos, o que pode agravar ainda mais os numeros de Obitos. Entretanto, a
frequéncia de internacdes e Obitos relacionados a malaria no Brasil também vem
mostrando declinio. No ano de 2012 registraram-se 3.328 internagfes, enquanto em
2013 ocorreram 2.355 internacdes, uma reducdo 29,2% em comparacdo ao ano
anterior (BRASIL, 2015).

Figura 1 — Risco da malaria, segundo o indice parasitario anual no Brasil, para os
anos de 2012 e 2013

2012

Sem transmissao
o e Baixo risco
) Médio risco

o e B I o risco
Fonte: Sivep-Malaria/SVS/MS (atualizado em 31/10/2014).

A maior taxa de incidéncia da doenca na Amazonia se deve ao fato de ser uma
regido onde as condicfes de saneamento e socioambientais da populacdo sao
favoraveis para existéncia do vetor. Além disso, algumas pessoas residem em locais
de dificil acesso, onde ficam desamparados em relacdo a salde basica, reduzindo a
possibilidade de diagnostico e contribui para a subnotificacdo da doenca
(MENEGUETTI et al., 2014, SILVA-NUNES et al., 2012).

De acordo com Gomes (2011) a malaria € uma doenca de notificagéo obrigatéria
no Sistema Unico de Sautde (SUS), que tem como diagnostico confirmatério o exame

de investigacdo do parasito em sangue periférico em lamina microscopica por gota



13

espessa, considerado o padrédo ouro para o diagnéstico da malaria pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS). Além disso, o emprego de testes de diagndstico rapido
(WILSON, 2012), utilizados nas localidades em que se identificou dificuldade de
acesso ao diagnostico em menos de 24 horas, ou onde € inviavel a implantacéo e

manutenc¢ado de um posto com diagndstico microscépico para maléria (BRASIL, 2005).

Dentre os estados da Amazoénia Legal, o Para apresenta o terceiro maior nimero
de casos da doenca, atras somente do Amazonas e Acre (BRASIL, 2015). Além disso,
de 2015 a 2017 o numero de casos mais que triplicou. Subiu de 11.266 para 36.382, de
acordo com a Secretaria de Estado de Saude Publica (Sespa). Além disso, as zonas
rurais e 0s garimpos juntos representam até 80% destas notificacdes 0 que pode estar

relacionado aos fatores supracitados por Meneguetti e colaboradores (2014).

De acordo com estudo realizado por Sousa e colaboradores (2015), os dados
epidemioldgicos da maléaria na Regido do Baixo Amazonas, estado do Para, apontam
a presenca constante da malaria nos municipios da regido, sendo notificados 16.765
casos no periodo do estudo. Municipios da regido oeste do estado apresentaram altos
nimeros de casos no ano de 2017, como ltaituba (2086), Almeirim (587), Obidos
(196), Jacareacanga (957) Santarém (27) e Alenquer (144) (BRASIL, 2018).

Apesar dos estudos epidemiol6gicos demonstrarem uma reducao dos casos de
malaria no periodo de 2009 a 2013 na regido do baixo Amazonas, 0 municipio de
Santarém ainda € responsavel por 40% do numero de notificacbes. No entanto, o
namero de notificagdes do municipio pode estar relacionado com incremento de casos
importados, uma vez que, a cidade é referéncia em servicos de salde para o oeste

do Para, devido aos seus recursos medicos assistenciais (SOUSA et al., 2015).
1.2 CARACTERISTICAS DA MALARIA

A maléaria € uma protozoose, ocasionada por um parasito pertencente a familia
Plasmodidae, género Plasmodium. Esse género é caracterizado por apresentar dois
tipos de multiplicagdo: uma assexuada denominada esquizogonia, que ocorre no
hospedeiro vertebrado (aves, répteis e mamiferos) e outra sexuada chamada de
esporogonia, que ocorre no hospedeiro invertebrado e vetor da doencga, 0 mosquito
do género Anopheles (GERALD, 2011).
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Dentre as caracteristicas do género Plasmodium estdo: parasitas sao
intracelulares obrigatorios que apresentam dois hospedeiros, um vertebrado e outro
invertebrado para completar seu ciclo de vida, notavel complexidade biolégica com
variadas formas evolutivas, diferentes caracteristicas antigénicas e variado potencial
patogénico somado ao desenvolvimento de varios mecanismos de escape do parasita
a acdo do sistema imunolégico (QUEIROZ, 2007).

Dentre as espécies causadoras da doenca ao homem estdo o Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae e Plasmodium ovale. A
transmissao horizontal da malaria ocorre por meio da picada de fémeas infectadas de
mosquitos do género Anopheles, sendo a mais importante a espécie Anopheles
darlingi, que apresenta habitos antropofilicos com atividade noturna ciclica continua,
com pico nos crepusculos matutino e noturno e cujos criadouros preferenciais séo
locais com &gua limpa, quente e area sombreada (BRASIL, 2010; RIDDER et al.,
2008).

A transmisséo vertical pode ocorrer acidentalmente por transfusdo de sangue
(sangue contaminado com plasmédio), pelo compartiihamento de seringas (em
usuarios de drogas ilicitas) ou por acidente com agulhas e/ou lancetas contaminadas.

Ha, ainda, a possibilidade de transmissdo neonatal (BRASIL, 2005).

O Plasmodium falciparum existe em todas as regifes tropicais sendo a espécie
que causa a maléria mais grave em humanos provocando fatalidades, invadindo por
muitas vezes 20% dos eritrdcitos totais. Sua incubacdo é curta (de 6 a 10 dias) e
infecta mais frequentemente os eritrécitos que se encontram no figado ou baco, e
muitas vezes ndo é detectado no sangue periférico. As hemacias apresentam
tamanhos aumentados e distorcidos, e apresentam granulos avermelhados (BUFFET
et al., 2011).

O Plasmodium vivax é a espécie responsavel pelo maior nimero de infec¢oes,
entretanto ndo € comum causar complicacdes graves (WILSON et al., 2004). P. vivax
pode permanecer no figado durante muitos anos, levando a formacdo de formas
latentes como os hipnozoitos e, podendo ocorrer uma possivel recaida anos mais
tarde. O seu periodo de incubacdo é de cerca de 15 dias. O Plasmodium ovale é
semelhante ao Plasmodium vivax possuindo o mesmo periodo de incubacdo e a
formacdo de hipnozoitos, no entanto, infecgdo por esta espécie é mais comum em

regibes da Africa e Asia. O Plasmodium malariae é bastante raro no Brasil, sendo



15

infrequente o aparecimento de casos graves de malaria ocasionados por este
parasito, devido a seu periodo de incubacdo de varias semanas, até meses e anos
(JORGE, 2014).

1.3 CICLO BIOLOGICO DO PLASMODIO

O ciclo biolégico do agente causador da malaria esté dividido em duas fases de
reproducéo, assexuada e sexuada, que ocorrem em diferentes hospedeiros. A fase
assexuada do Plasmodium denominado esquizog6nico inicia-se ap0s a picada de
mosquitos fémeas do género Anopheles, com a inoculagdo de esporozoitos
infectantes no homem. A seguir, 0s esporozoitos circulam na corrente sanguinea
durante 30 a 60 minutos penetrando nas células do figado (hepatdcitos) dando inicio
ao ciclo pré-eritrocitico ou esquizogonia tecidual (GERALD, 2011; SINDEN, 2009)
VAUGHAN; ALY; KAPPE, 2008).

Ao final do ciclo pré-eritrocitico, os esquizontes rompem os hepatdcitos liberando
a forma merozoita do parasito na corrente sanguinea com uma quantidade
aproximada de 2.000 merozoitas liberados quando a infeccdo é causada pelo
Plasmodium malariae, 10.000 quando causada pelo Plasmodium vivax e 40.000 pelo
Plasmodium falciparum (ANTINORI et al., 2012; MATTEELLI;, CASTELLI,
FRANCESCO, 2018).

Os merozoitos invadem as hemacias, dando inicio ao segundo ciclo de
reproducdo assexuada: o ciclo sanguineo ou eritrocitico. Durante um periodo que
varia de 48 a 72 horas o parasita se desenvolve no interior da hemacia até provocar
a sua ruptura liberando novos merozoitos que irdo invadir novas hemacias. Ap6s um
periodo de replicacdo assexuada, alguns merozoitos se transformam em trofozoitos
e outros se diferenciam em gametécitos machos e fémeas, que amadurecem sem

divisdo celular e se tornam infectantes ao mosquito (JOSLING; LLINAS, 2015).

Parasitas sanguineos assexuados ndao possuem a capacidade de infectar o
mosquito de forma produtiva. A transmisséo de parasitas do hospedeiro humano para
0 mosquito requer diferenciacdo sexual no sangue em gametocitos (JOSLING;
LLINAS, 2015). A funcdo desses gametdcitos é reprodutiva, isto é, garantir a

perpetuacdo da espécie. Eles podem ser de dois tipos, diferenciados
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microscopicamente nos esfregacos sanguineos: os microgametdcitos (masculinos) e
0s macrogametaocitos (femininos) (ALANO, 2007; BRASIL, 2005)

Figura 2- Ciclo de vida do Plasmodium
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Fonte: Cowman et al. (2012)

A reproducdo sexuada (esporogbnica) do parasito da malaria ocorre no
estbmago do mosquito, apos a diferenciacdo dos gametdcitos em gametas e a sua
fusdo, com formacdo do ovo (zigoto). Este se transforma em uma forma moével
(oocineto) que migra até a parede do intestino médio do inseto, formando o oocisto,
no interior do qual se desenvolverao os esporozoitos. O tempo requerido para que se
complete o ciclo esporogbnico nos insetos varia com a espécie de Plasmodium e com
a temperatura, situando-se geralmente em torno de 10 a 12 dias. Os esporozoitos
produzidos nos oocistos sao liberados na hemolinfa do inseto e migram até as
glandulas salivares, de onde séo transferidos para o sangue do hospedeiro humano
durante o repasto sanguineo (BRASIL, 2005; JOSLING; LLINAS, 2015).

A infeccdo pelo Plasmodium pode seguir dois cursos clinicos de evolucao, a
forma simples ou ndo complicada da malaria e a forma grave ou complicada da
doenca, cuja classificagdo ocorre de acordo com 0s sintomas e consequéncias
clinicas que a malaria promove. Na forma simples o paciente apresenta um quadro

clinico classico de febre ciclica, seguido de intenso calafrio e sudorese profusa,
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nauseas, vomito, palidez, debilidade fisica, sem parasitemia intensa ou outras
complicagbes. Os sinais e sintomas clinicos na malaria sdo manifestacdes
decorrentes tanto da presenca do parasita, como da intensidade da resposta imune
do hospedeiro contra antigenos especificos do parasita. A principal caracteristica
clinica da malaria em individuos que ainda ndo adquiriram algum grau de protecéo é
a triade malédrica, constituida principalmente por febre, calafrios e cefaleia
(KARUNAWEERA et al., 2003).

Malaria grave normalmente é causada pelo Plasmodium falciparum, e o paciente
pode apresentar intensa parasitemia, o que gera complicagées como esplenomegalia,
dor de cabeca grave, isquemia, lesdes cerebrais, convulsdes, vémito intenso,
hepatomegalia, hemoglobinuria, hipoglicemia, coagulopatias, acidose metabdlica,
complicagbes pulmonares e insuficiéncia renal, podendo evoluir ao coma e morte
(RIDDER et al., 2008; BRASIL 2010; HANSEN; SCHOFIELD, 2010).

1.4 PATOGENIA DA MALARIA

A maléria é causada por protozoarios do género Plasmodium e dentro desse
género, quatro espécies causam a maioria das infeccoes em humanos. Sao elas P.
malariae, P. falciparum, P. vivax e P. ovale. O Plasmodium falciparum demonstra ser
0 agente mais patogénico e letal da malaria. J& o Plamodium vivax é responsavel por
uma forma mais benigna da doenga (RIDDER et al., 2008).

A maioria das mortes € causada pelo P. falciparum. A infeccdo comeca quando
a fémea do mosquito Anopheles inocula a forma esporozoita do Plasmodium. Essas
formas séo transportadas até o figado e comecam a reproducdo assexuada. Esse

processo de amplificacdo é conhecido como esquizogonia (WHITE; BREMAN, 2017).

A periodicidade da esquizogonia sanguinea é variavel de acordo com a espécie
— 48 horas no caso de P. falciparum e P.vivax, 72 horas para o P. malariae e até 50
horas para P. Ovale (GOMES et al.,2011). As células do figado se rompem e liberam
merozoitos na corrente sanguinea, que invadem os eritrocitos e se multiplicam.
Quando os parasitas atingem o numero de 100 milh6es no sangue de um adulto,
comeca a fase sintomatica da infeccéo. Nas infec¢des por P.ovale e P.vivax a forma
denominada hipinozoita hepética permanece em laténcia, onde esse periodo pode

durar um ano ou mais podendo causar recaidas (WHITE; BREMAN, 2017).
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Em humanos a doenca é causada pela destruicdo eritrocitéria e pela rea¢do do
hospedeiro (WHITE; BREMAN, 2017). No entanto, varios fatores como a resposta
imunologica, idade do hospedeiro, o quadro de primo ou reinfeccao, infeccdes mistas
(por duas espécies de plasmaddios) ou pelo P. falciparum sdo agravantes e podem
contribuir para um mau prognostico da maléria. A acao sistémica do parasito promove
complicag@es fisiopatoldgicas sobre os diversos 6rgéos, atingindo principalmente o
cérebro, rins e figado. Desvendar estes eventos lesivos, que podem levar a forma
grave da doenca ndo é uma tarefa simples. As complicacdes sdo mediadas por
diversos sistemas orgéanicos acionados durante o processo inflamatério induzido pela
infeccdo (COWMAN; BERRY; BAUM, 2012).

1.4.1 Alteragdes hematoldgicas na Malaria

A anemia grave é uma manifestacdo frequente e precoce da maléria e pode
acontecer por sequestro dos eritrocitos no baco, alteracdo da eritropoese e perda
sanguinea decorrente de coagulopatia. A anemia causada pela malaria pode ser
definida como a reducdo da hemoglobina ou do hematécrito abaixo dos niveis
esperados de acordo com sexo, idade e condicdo na presenca de Plasmodium spp
(GOMES et al, 2011).

Na malaria grave, o parasito possui a capacidade de alterar as proteinas de
membrana das células eritrociticas infectadas, lhe conferindo uma forma irregular e
diminuindo sua flexibilidade, o que esta relacionado ao progndstico e desenvolvimento
de anemia. Em alguns individuos a anemia pode se desenvolver de forma rapida e a
transfusdo pode ser necesséaria. Além disso, anormalidades leves da coagulacdo
podem acorrer na malaria falciparum, e trombocitopenia é usual. Dos pacientes com
a forma de malaria mais grave, menos de 5% tem sangramento significante com

evidéncias de coagulacdo vascular disseminada (WHITE; BREMAN, 2017).

Estudos demonstraram que infeccdes por virus, como por exemplo o virus HIV,
bacterianas e parasitarias, como helmintiase, estao ligadas a maior probabilidade de
desenvolvimento e maior gravidade da anemia na infeccéo pelo P. falciparum, além

de alteracdes genéticas e deficiéncias nutricionais (GOMES et al, 2011).
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1.4.2 Lesao renal na malaria

A maléria € a primeira infec¢&o parasitaria que foi claramente demonstrada como
associada a sindrome nefrGtica em éareas tropicais (GIGLIOLI, 1962;
KIBUKAMUSOKE et al.,, 1967). P. malariae e P. falciparum sdo comumente
associadas a doenca glomerular, embora alguns casos com funcdo renal anormal
tenham sido associados a infeccéo por P. vivax (BARSONUM, 2000, WICHAPOON et
al., 2014; SILVA JUNIOR et al. 2017)

A presenca de disfungdo renal em pacientes com infec¢do por malaria indica
uma doenga mais grave com altas probabilidades de mais complicacées e um mau
prognéstico. A remessa tardia, doenca aguda curta, parasitemia alta, apresentacao
com oliguria, hipotensdo, anemia grave, ictericia significativa, diarréia grave,
envolvimento multissistémico, hepatite, dificuldade respiratoria aguda, idade jovem e
esplenomegalia sédo fatores de risco potenciais associados a maior mortalidade na
malaria nefropatica. Além disso, infec¢cdes virais ou bacterianas pulmonares
oportunistas podem ser encontradas em pacientes com insuficiéncia renal aguda
(IRA), aumentando o risco de mortalidade (BARSOUM, 2000).

As les@es renais (glomerulonefrite, nefrite, sindrome nefrética) associadas a
malaria podem ser divididas em agudas e cronicas. As lesbes agudas caracterizam-
se pelo desenvolvimento de anomalias urinarias e deposi¢cao de imunoglobulinas,
complemento e antigenos no glomérulo a partir da segunda semana de infecgao.
Estas lesdes séo reversiveis e ocorrem principalmente na infecgéo pelo P. falciparum.
As lesdes descritas na infeccdo pelo P. malariae se desenvolvem lentamente e
tendem a progredir para lesdes crénicas. Em adultos as lesdes crénicas mais comuns
sao glomerulonefrite proliferativa, inchaco do tufo glomerular e proliferacao das células
endoteliais (SCHRIER, 2007).

Na malaria causada pelo P. falciparum as alteracdes glomerulares sao:
hipercelularidade glomerular, aumento das células endoteliais em tamanho e numero,
irregularidade na espessura da membrana basal, proliferagdo mesangial, hipertrofia
das células epiteliais com fusdo dos poddcitos e depdsito de complexo imune (EL-
SHOURA, 1994). O prognoéstico da IRA associada a P. vivax € favoravel e os
medicamentos antimalaricos continuam a apresentar complica¢cdes no tratamento da

insuficiéncia renal aguda da malaria.
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As lesdes renais também podem ser observadas em infecgBes experimentais.
Estudos histopatologicos em ratos infectados pelo P. chabaudi confirmaram a
presenca de glomerulonefrite com aumento e celularidade dos tufos glomerulares,
inchaco do epitélio tubular principalmente entre o quinto e sétimo dia de infeccéo
(MUSOKE et al., 1977, MOTTA, 2003).

A infeccdo por Plasmodium chabaudi em camundongos da linhagem BALB/c é
normalmente caracterizada pela mudanca da resposta dos linfocitos T-helper. Durante
a primeira semana da infeccdo observa-se uma resposta Thl, caracterizada pela
producgéo de interferon gama e interleucina 2 (IL-2) seguida por uma resposta Th2,
caracterizada pela producao de IL-4 e anticorpos. Esta mudanca na resposta Th é

observada geralmente no momento do pico da infeccao (Helmby et al, 2000).

Nas infec¢cdes causadas pelo P. falciparum as alteracdes tubulares sdo mais
proeminentes do que as glomerulares, podendo variar desde um acometimento de
pequena monta até necrose tubular aguda e insuficiéncia renal aguda (IRA),
frequentemente oligurica e hipercatabdlica (HALDAR, 2008). Considera-se o
diagndstico da IRA nas situagBes em que ha oliguria - diurese inferior a 400 mL/24
horas - e elevacao sérica de creatinina e uréia. A causa de IRA decorrente de malaria
por P. falciparum €, provavelmente, uma glomerulonefrite mediada por complexos
imunes causada por deposicdo destes complexos e lesdo endotelial, que pode
acarretar uma evolugéo fatal (GOMES, 2011).

Isso resulta na formacéo de rosetas intravasculares e aglomerados que podem
impedir a microcirculagdo de 6rgéos internos. Embora este recurso seja observado
com todos, a citoestrutura endotelial, o sequestro aumenta a viscosidade do sangue

total e a obstrucdo do lumen capilar por células pegajosas (GOMES, 2011).

As alteragcbes hemodinamicas sdo geralmente confirmadas por serem mais
pronunciadas na malaria falciparum do que em outros tipos de malaria. O efeito das
hemécias infectadas na microcirculagdo € o principal fator fisiopatogénico da IRA,
além dos eventos hemodinamicos, imunoldgicos, elevacao sérica de creatinina e uréia
e alteracdes metabdlicas (CLARCK, 2006). O fen6meno da citoaderéncia e os eventos
embolicos na microcirculagdo, além da diminuicdo da deformabilidade das heméacias
culminam na reducgdo do fluxo sanguineo sistémico e consequente isquemia renal

(CLARK, 2006, WHO, 2000). O componente hemodinamico responsavel pelo
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acometimento renal ndo esta limitado aos eventos microembdlicos; envolve também
a ativacdo endotelial mediada pela macica liberacdo de citocinas vasoativas,
hipovolemia e a reducao da viscosidade sanguinea, tal como observado em quadros
de sepse (WHO, 2000).

Os mediadores inflamatorios liberados pela resposta imunolégica induzem a
vasoconstricdo e a liberacdo de catecolaminas, as quais aumentam ainda mais o
efeito vasoconstritor. O consequente dano renal decorrente dessas alteracfes esta
ligado a toxicidade direta das catecolaminas sobre o parénquima renal, assim como
as implicagdes hemodindmicas que culminam em isquemia. Outros mecanismos
como a deposicdo de imunocomplexos e a glomerulopatia imunomediada também
contribuem para a lesdo renal. A contribuicdo da malaria para a admisséo hospitalar
geral para IRA varia de 2-39% de acordo com a prevaléncia local da doenga
(PRAKASH, 2003).

A sobrevivéncia dos pacientes com IRA melhorou consideravelmente devido aos
avancos recentes em técnicas de diagnéstico, terapia de reposi¢do e tratamento de
didlise (NAQVI et al., 2003). No entanto, o diagnostico e o tratamento da disfuncdo
renal associada a infeccdo por malaria continuam a levar alguns desafios para os
clinicos. A medida que se aprende mais sobre a patogénese da infeccdo por maléria,
podem ocorrer melhorias nos métodos de diagndstico e prevencdo da nefropatia
causada por esses organismos (ELSHEIKHA; SHEASHAA, 2007).

1.4.3 Leséo hepéatica na malaria

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, os sinais de hepatopatia
ocasionada pela malaria sdo incomuns em casos de malaria. No entanto, nos ultimos
anos, os sinais de maior envolvimento foram cada vez mais relatados nos paises
asiaticos, especialmente na india, com uma grande parte dos casos que sofrem de
malaria falciparum. Foram relatados casos com testes de funcdes hepéticas alteradas

e até mesmo insuficiéncia hepéatica fulminante (FAZIL et al, 2013).

O envolvimento hepatico na malaria, manifesta-se, principalmente, por ictericia
(a custa de bilirrubina direta), hepatomegalia e discreta elevacéo do nivel sérico das
aminotransferases. Trata-se de uma enfermidade com caracteristicas

histopatoldgicas distintas, podendo, em alguns casos, induzir a altera¢des na funcao
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do 6rgdo, como: reducdo na sintese dos fatores de coagulagéo, dificuldade no
metabolismo de alguns antimalaricos e alteracdes na gliconeogénese contribuindo
para a ocorréncia da hipoglicemia e acidose latica e chegando, eventualmente, a
insuficiéncia hepética aguda (REULING, et al. 2018)

A hepatite resultante da infeccdo pelo Plasmodium é caracterizada por hiper
bilirrubinemia (> 3 mg / dL) e elevadas enzimas transaminase de até mais de 3 vezes
0S niveis normais, pode ocasionar a adesdo de eritrécitos parasitados as paredes
endoteliais dos capilares hepaticos levando ao bloqueio dos canais intra-hepaticos,
causando alteracdes no fluxo sanguineo e consequentemente isquemia. Como
resultado, ocorrem complica¢cdes como a encefalopatia hepatica, a falha multiorganica
e a sintese protéica contaminada. Estudos histopatolégicos revelaram necrose de

hepatécitos, colestases, lesdes granulomatosas e nddulos de malaria (BAHETI, 2003)

A ictericia também esta sendo observada mais comumente em casos de malaria
do sudeste asiatico, onde ocorrem muitos casos isolados de disfuncédo hepatica na
malaria. A presenca de ictericia geralmente leva a um diagndstico equivocado de
hepatite viral, o que, por sua vez, leva a um tratamento inadequado e, frequientemente,
a uma morte evitavel. A maioria dos dados publicados sobre o envolvimento hepatico
na maléria vem de estudos clinicos (CORTINA; TOBON, 2010; KOCHAR, 2006).

As alteracdes histopatoldgicas hepaticas que ocorrem em casos de malaria sdo
principalmente conhecidas pela analise de bidpsias coletadas de um pequeno nimero
de pacientes (DAS et al., 2007). Na presenca de infeccdo por P. Falciparum, o
diagnéstico de hepatopatia ocasionado por malaria € realizado quando: os niveis de
transaminases é pelo menos trés vezes maior que valor de referéncias com ou sem
hiperbilirrubinemia conjugada e na auséncia de evidéncias clinicas ou soroldgicas de
hepatite viral. Ha uma escassez de dados relacionados a hepatopatia do paludismo a
nivel global e um estudo dessa natureza fornecera informagfes valiosas sobre a
gravidade e os resultados da doenca, de modo que as medidas de intervencao

adequadas possam ser adotadas em estagio inicial IWALOKUN, 2006).

A extensdo do envolvimento hepéatico varia de uma anormalidade minima nos
testes de funcdo hepatica a um encefalopatia hepatica. Segundo Saya (2012), a
hepatopatia da malaria esta associada a uma maior incidéncia de complicagfes como

insuficiéncia renal, choque, sindrome de dificuldade respiratdria aguda e hipoglicemia.
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Sao necessarios mais estudos para elucidar os fatores associados a hepatopatia da
malaria e prevenir as complicacdes e a mortalidade. A prevencao secundaria pelo
diagndstico precoce e tratamento da malaria de P. falciparum também sao importantes
no sistema de atencéo primaria a saude, a fim de reduzir o peso da hepatopatia da

malaria e suas complicacoes.

A hemodlise contribui significativamente para a elevacéo da bilirrubina na infeccéo
grave por malaria. O parasita, especialmente o P. falciparum, infecta um grande
namero de células que sado destruidas no baco, resultando em anemia hemolitica. Isto
€ caracterizado por bilirrubina sérica elevada (fracdo dominante ndo conjugada), sem
elevacdo significativa das enzimas hepaticas "Hepatite malaria” € um termo
comumente usado para descrever disfuncdo hepatocitica em malaria grave e
complicada. No entanto, a inflamacédo real do parénquima hepatico é quase nunca
vista. Isto na auséncia de evidéncia de exposicdo a farmacos hepatotdxicos e a
auséncia de evidéncias clinicas ou sorologicas de hepatite viral faz com que a
hepatopatia malaria seja uma entidade unica (CORTINA; TOBON, 2010)

A extensao da disfuncdo hepatocelular varia de alteracdes leves em testes de
funcdo hepatica para insuficiéncia hepatica. Os pacientes com disfuncéo
hepatocelular na malaria sdo mais propensos a desenvolver complicacfes, mas tém
um desfecho favoravel se o envolvimento hepético € reconhecido no inicio e
gerenciado corretamente. E importante procurar meticulosamente disfuncdo hepatica
em pacientes com severemalaria, distingui-la da insuficiéncia hepatica fulminante e

administra-la de forma agressiva (AYYUB, 2000).

A ampla variacdo nos relatos de ictericia e disfungbes hepatocelulares na
infeccdo grave por malaria pode ser devida as condi¢cdes geograficas, a endemia da
malaria na regido de origem dos relatorios, aos grupos etarios estudados, a epidemia

das infecgBes relatadas e a coexisténcia da hepatite viral (RUPANI, 2009).

1.4.4 Respostaimunologica na malaria

Fatores como patogenicidade do parasita, intensidade de transmissao, fatores
econdmicos, sociais e variacbes genéticas podem influenciar diretamente na
susceptibilidade do hospedeiro e consequentemente o prognostico da doenga. Em

areas de alta endemicidade, as criangas sao as mais susceptiveis a infec¢cado. Dados
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apontam gue as criangas representam um quarto das mortes nessas areas (SNOW et
al.,2001).

As diferencas na susceptibilidade de cada individuo junto a fatores genéticos
contribuem para a resisténcia e tolerancia as formas mais graves da doenca. S&o
exemplos, os polimorfismos da hemoglobina (hemoglobina C, S e talassemias) e a
deficiéncia da enzima G6PD (WEATHERALL et al., 2002). Exposi¢Oes precedentes
ao parasita e idade do individuo sdo fatores que determinam a intensidade de tais
manifestacfes (GUINOVART et al., 2012).

e Imunidade Inata ou Inespecifica

Resisténcia a infeccdo com bases genéticas e mecanismos imunologicos
mediados por células sdo respostas de imunidade inata ou inespecifica contra os
parasitas da malaria (KORBEL et al., 2004). O hospedeiro possui caracteristicas
genéticas que podem estar relacionadas a resisténcia natural, e talvez impecam a
invasao dos eritrécitos pelos merozoitas. Dessa forma, diminui o nimero dos parasitas
dentro dos eritrocitos infectados, ou entdo pode causar danos na liberacdo destes
merozoitas que compdem o esquizonte. Sendo assim, apds o rompimento e liberacao
dos merozoitos das células infectas, a capacidade dos mesmos de infectar novas
hemécias € menor, interferindo com a manutencdo do ciclo de vida do parasita
(MCGILVRAY et al., 2000).

Vérios tipos celulares liberam citocinas que participam destes mecanismos,
atuando contra os parasitas livres e/ou eritrécitos infectados (BOLAD; BERZINS,
2000). A lise direta do parasita € causada por moléculas do sistema complemento, 0s
macrofagos fagocitam os eritrocitos parasitados e os parasitas livres, e os linfocitos
NK (Natural Killer Cell) e NKT (Natural Killer T Cell) induzem a lise das células
parasitadas (DIALLO et al., 2008). As células dendriticas e macréfagos fagocitam as
hemacias infectadas, e liberam citocinas as quais atuam na ativacdo das células NK.
As células NK apresentam um importante papel na fonte inicial de IFN-gama
(Interferon gama) e séo responsaveis pela eliminacdo do parasita devido aos
processos de citotoxicidade gerada em resposta ao parasita (ARTAVANIS-
TSAKONAS et al., 2002).

Entre as citocinas que participam da ativacdo da cascata estédo a Interleucina-2
(IL-2), Interleucina-12 (IL-12), Interleucina-15 (IL-15), Interleucina-18 (IL-18) e o Fator
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de Necrose Tumoral-a (TNF- a). As células apresentadoras de antigeno (CAA), tais
como células dentriticas e macréfagos produzem a Interleucina-12, uma citocina
inflamatoria, € a mais potente indutora da citotoxicidade das células NK e da secrecao
de Interferon-gama (IFN-gama). As células NK sdo medidas a desenvolver um papel
crucial na resposta imune inata, ativadas pelas IL-12, assim como a IL-18, combatem
hemacias infectadas por parasitas da malaria. Ela € um elo entre a resposta imune
inata a imunidade adquirida, e esta citocina pro-inflamatéria inicia o desenvolvimento
de uma resposta imune do tipo Thl (SU; STEVENSON, 2001).

Até que a imunidade adaptativa seja estabelecida, a resposta imune inata € de
suma importancia ndo somente para limitar a fase inicial de multiplicacéo do parasita

como também a primeira leva de parasitemia, controlando a infeccdo (BUENO, 2011).

e Imunidade Adquirida ou Especifica

Torna-se complexa a composi¢cao antigénica para o Plasmodium, por possuir
véarias formas evolutivas no ciclo de vida, e em cada fase destes protozoarios ocorre
a expressdo preferencial de um conjunto de moléculas, necessarias para o
estabelecimento da infeccéo das células hospedeiras e modulacdo da resposta imune.
Logo, estimulos ao sistema imune geram um leque de respostas, entretanto
especificas contra diferentes formas de cada estagio, assim, contribuindo para evitar
a progressao da infeccdo. Diante desta resposta do sistema imune, o parasita
desenvolve mecanismos de evasao das defesas do hospedeiro. (MALAGUARNERA,
MUSUMECI, 2002).

Em todas as doencas infecciosas a colaboracao da resposta imune celular € de
suma importancia para a defesa do organismo humano. Através de mecanismos de
acdo como fagocitose, producao de citocinas e mediadores citotdxicos, este tipo de
resposta pode eliminar patégenos. A proliferacao de células efetoras, como linfécitos
TCD8+, aléem de linfocitos TCD4+ e linfécitos B, sé@o resultados do estimulo
ocasionados pelas citocinas. A apresentacao de antigenos do parasita pelas células
apresentadoras de antigeno (CAA), tais como células dendriticas, macréfagos e
linfocitos B, inicia a proliferacéao de linfocitos T, que resultara na proliferacdo de clones
especificos de linfocitos B e T, para eliminar o patégeno do organismo. Antigenos das
formas esporozoita e merozoita sdo processados por CAA, durante o ciclo pré-

eritrocitico, principalmente pelas células dendriticas, e apresentados aos linfocitos T
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CD8+ e CD4+. A infeccdo das células hepaticas resultard na apresentacdo de
antigenos do parasita associados as moléculas do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH) de classe I, reconhecimento e eliminacdo do hepatdcito
infectado por acéo citotoxica de linfocitos TCD8+ (STRUIK; RILEY, 2004).

As células no sistema imune inato e adaptativo podem contribuir para o controle
da parasitemia no momento da ruptura dos eritrocitos infectados contendo os
merozoitas. Essencialmente mantendo os niveis compativeis com a sobrevida dos
parasitas. A efetividade do sistema imune inato parece ser baixa contra 0s estagios
sanguineos do parasita, mas a resposta adaptativa confere algum grau de imunidade
humoral e celular (STRUIK; RILEY, 2004).

A proteina circunsporozoita (CS), localizada na superficie do parasita e a
proteina de adesao relacionada a trombospondina (TRAP), até o presente momento
sao os principais antigenos das formas pré-eritrociticas, descritos como capazes de
ativar células TCD4+ e TCD8+, impedindo a invasdo dos hepatocitos (SCHWENK;
RICHIE, 2011). Diversas citocinas sao geradas nesta resposta imune celular entre as
principais estdo, o Interferon-gama (IFN-gama) que inicia a resposta imune celular,
ajudando para a eliminacéo de patdgenos intracelulares, o fator de necrose tumoral a
(TNF- a) e a Interleucina 10 (IL-10) que € importante na regulacdo das respostas
imunes do tipo Thl e também atua prevenindo os danos teciduais desencadeados
pela inflamacdo (TORRE et al., 2002).

1.5 DROGAS ANTIMALARICAS

Os varios estagios do ciclo de vida do parasito da malaria que ocorrem em
humanos, diferem uns dos outros na sua morfologia, metabolismo e sensibilidade aos
farmacos. Portanto, os farmacos antimalaricos podem ser classificados com base em
suas atividades durante este ciclo de vida, bem como pelo seu uso pretendido para a
guimioprofilaxia e tratamento (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

As primeiras drogas antimalaricas foram descobertas a partir de plantas, como
a quinina isolada de espécies do género Cinchona e artemisinina oriunda da Artemisia
annua L (ACHAN et al., 2011). Atualmente o arsenal profilatico e terapéutico para
tratamento da malaria estd bastante restrito devido ao Plasmodium falciparum

apresentar multirresisténcia a diversos farmacos, seja ela ocasionada pelo uso
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irracional do medicamento ou pela capacidade evolutiva do parasito (CUI et al., 2015;
MOTA, 2009).

Desta forma, o tratamento da malaria baseado na utilizacdo de quimioterapicos,
deve ser precedido de diagndstico correto e escolha adequado dos medicamentos
para que ocorra controle da doencga. No Brasil, o Ministério da Saude orienta a
terapéutica e disponibiliza gratuitamente os medicamentos antimalaricos por meio de

uma politica nacional de tratamento da malaria (FERREIRA, 2015).

Os farmacos antimalaricos podem ter acdo contra mais de uma forma do
protozoario e serem efetivos contra uma espécie, mas sem eficiéncia perante outras,
por isso, o tratamento do paciente deve ser baseado em informac¢des como: gravidade
da doenca, espécie de plasmddio, idade, histérico de exposicdo anterior a infeccéo e
susceptibilidade dos parasitos aos antimalaricos convencionais (FERREIRA, 2015;
FRANCA; SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). As principais drogas antimaléaricas
sdo: quinina, cloroquina, primaquina, mefloquina e artemisinina e seus derivados,
como artesunato de sédio, artemether e arteether, cujas estruturas quimicas estéo

ilustradas na Figura 3.

Figura 3- Estruturas quimicas das principais drogas antimalaricas
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1.5.1 Mecanismo de acdo dos antimaléricos

Para que o plasmdédio possa completar seu ciclo de vida em hospedeiro
vertebrado, o parasita possui mecanismos para adaptar-se as ac¢oes fisiologicas do
hospedeiro em cada fase de sua maturagéo e garantir suas necessidades nutricionais.
Desta forma, os farmacos utilizados clinicamente para tratamento da malaria agem
em diferentes etapas do ciclo de vida do parasita, onde a maioria dos farmacos atuam
inibindo a producédo de hemozoina ou a sintese do acido folico (FRANCA; SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR,.2008).

1.5.1.1 Inibidores da producédo de hemozoina

Quando a forma merozoita se reproduz assexuadamente dentro das hemacias,
0S parasitas necessitam de uma enorme quantidade de nutrientes e, por terem
capacidade limitada de sintetizar aminoacidos, eles suprem suas necessidades
através da degradacdo da hemoglobina humana. Este processo, ocorre dentro do
vacuolo digestivo do parasita e ocasiona a liberacdo do grupo heme ou
ferriprotoporfirina IX (Fe (Ill) PPIX) que é téxico ao parasita, devido a sua capacidade
de gerar espécies reativas de oxigénio. Para evitar sua toxicidade, o Fe (lll) PPIX é
agregado, pelo parasita, em um pigmento cristalino, insoltvel e ndo toxico chamado
hemozoina. Os farmacos antimalariais agem entdo impedindo a conversao da
hematina a hemozoina interferindo na cristalizacdo desta (FRANCISCO, VARGAS,
2010; CUNICO et al., 2008).

1.5.1.1.1 Quinolinicos

Cloroquina e Hidroxicloroquina: Atuais evidéncias sugerem que as quinolinas
interferem na detoxificacdo da heme. A cloroquina, uma base fraca, concentra-se nos
vacuolos digestivos altamente acidicos do Plasmodium, onde se liga a heme e impede
a sua captura. A incapacidade de inativar a heme ou ainda as maiores toxicidades dos
complexos farmaco-heme sado tidas como capazes de destruir os parasitos, em
decorréncia de lesdo oxidativa das membranas, proteases digestivas ou biomoléculas
criticas (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

A cloroquina € uma 4-aminoquilonina com rapida atividade esquizonticida para
todas as espécies e gametocitocida para P. vivax e P. malariae. Nao tem ac&o contra

as formas hepaticas. Além de seu efeito antimalarico, a cloroquina tem também acgéo
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antipirética e anti-inflamatoéria. Poucas cepas de P. falciparum séo ainda sensiveis a
cloroquina (BRASIL, 2001).

Primaquina: atua contra os estagios hepaticos primarios e latentes do
Plasmodium sp. e previne recaidas de infec¢cdes provocadas por P. vivax e P. ovale.
Este farmaco também exerce atividade gametocitocida contra o P. falciparum e outras
formas de Plasmodium. Entretanto, a primaquina € inativa contra os parasitos em seu
estagio sanguineo assexuado (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012). A
primaquina pode ser convertida em intermediarios eletrofilicos que agem como
mediadores da oxirreducdo. Tal atividade poderia contribuir para os efeitos
antimalaricos ao gerar espécies reativas de oxigénio ou interferir no transporte de
elétrons na mitocondria no parasito (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).
Como hipnozoiticida, a primaquina deve ser sempre usada nas infecgdes naturais por
P. vivax, objetivando destruir as formas hipnozoiticas. Como medicamento
gametocitocida em infec¢des por P. falciparum (bloqueador de transmisséo), o uso da
primaguina deve ser reservado para a esterilizacdo das infec¢des por P. falciparum
em pessoas que se mudam para areas onde o parasito foi eliminado, mas ainda sejam
suscetiveis a sua reintroducao, e para areas com niveis baixos de transmissao, onde
estejam em andamento medidas para a eliminacéo dessa transmissao. Pode também
ser empregada em controle de epidemias, porém sempre em simultaneidade com
outras medidas, incluindo o controle de vetores. O tratamento antigametécitos ndo

tem indicacdo onde, sabidamente, ndo exista o inseto vetor (BRASIL, 2001).

1.5.1.1.2 Aril-alcodis:

Quinina: A quinina é um potente esquizonticida que tem acao sobre todas as
formas de Plasmodium humanos e, também, gametocitocida contra o P. vivax, P.
malarie e P. ovale, mas néo para o P. falciparum. O farmaco ndo tem efeito na forma
inicial exo-eritrocitica do Plasmodium. Vem sendo usado isoladamente para malaria
por P. falciparum em areas onde as cepas ainda nao desenvolveram resisténcia, ou
em associacdo com antibiéticos para areas com comprovada resisténcia a este
antimalarico (GOMES, 2006). Acredita-se que o mecanismo de a¢édo antimalarica da
quinina se assemelhe ao da cloroquina, no fato de ambas serem capazes de se ligar
a heme e impedir sua detoxificagdo (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

by

Quando em uso isolado, associa-se a baixa adeséo, devido a necessidade de
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medicacdo por pelo menos sete dias, resultando em tratamento incompleto (BRASIL,
2001).

Mefloguina: A mefloquina € um quinolinometanol estruturalmente semelhante a
quinina. E um forte esquizonticida de ac¢&o prolongada inclusive contra cepas de P.
falciparum multirresistentes. E também efetiva contra os estagios eritrociticos de P.
Vivax, P. malarie e P. ovale. No é efetiva contra as formas exoeritrociticas da maléria.
N&o tem acdo contra as fases hepaticas dos parasitos, sendo eficaz contra
gametoécitos de P. vivax (GOMES, 2006). O mecanismo de acdo dos
quinolinometandis ndo € bem conhecido, mas pode envolver: ligacao direta ao grupo
heme, inibicdo de uma ferriprotoporfirina IX polimerase nédo identificada (inibicdo de
polimerizacdo da heme), inibicdo de uma fosfolipase vacuolar, inibicdo da sintese de
proteina, interacdo com o DNA (GOMES, 2006).

1.5.1.1.3 Artemisinina e seus derivados

O mecanismo de agao da artemisinina envolve duas etapas: na primeira ocorre
a geracdo do radical livre e, na segunda, a alquilacdo de proteinas especificas e
fundamentais para a sobrevivéncia do parasito. Esta geracdo de radicais livres
dependeria do ion ferro, estando ele ligado ao grupo heme ou isolado. Sabe-se ainda
que a artemisinina possui a propriedade de se ligar fortemente a membranas
celulares. Este mecanismo também ajudaria na destruicdo do parasita, uma vez que,
estando o farmaco ligado a estruturas responsaveis por fung¢des vitais do mesmo,
como membrana plasméatica, mitocéndria e carioteca, poderia ocorrer destruicao

destas, 0 que acarretaria a morte do parasita (SILVA, 2006).

1.5.1.2 Inibidores da sintese do acido félico

Esses compostos inibem a sintese das bases pirimidinicas do parasita e,
consequentemente, a sintese do DNA. Existem dois tipos de antifolatos: inibidores da
diidrofolato redutase, como pirimetamina e proguanil, por exemplo, e inibidores da
diidropteroato sintase, que séo as sulfonas e sulfonamidas, como por exemplo, a
dapsona e sulfadoxina, respectivamente. Devido ao forte efeito sinérgico, um farmaco
do primeiro grupo é geralmente associado a um do segundo. Entretanto, a associacao

apresenta baixa efetividade contra cepas resistentes a cloroquina (SILVA, 2006).
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1.5.1.3 Inibidores da transcricdo procariotica

Estudos tém demonstrado que os parasitas da malaria sdo suscetiveis aos
antibioticos, que séo inibidores da transcricdo procaridtica. A avaliacdo do efeito
desses antibidticos indicou que eles séo capazes de reduzir muito a taxa de parasitas
apos a exposicdo inicial; entretanto, os seus efeitos somente comecam a ser
obviamente observados ap6s o primeiro ou segundo ciclo de replicacdo do parasita
(CUNICO et al., 2008).

As tetraciclinas, um grupo de agentes antibioticos, principalmente a tetraciclina
e a doxiciclina, sdo uteis no tratamento da malaria. Além disso, a clindamicina, uma
lincosamida de acdo antibidtica, também €& recomendada. Estes agentes sao
esquizonticidas sanguineos de acéo lenta. Todos agem via um mecanismo de morte
retardado, que inibe a transcricdo de proteinas no plastideo do parasito. Este efeito
sobre os parasitos da malaria se manifesta como morte da progénie dos parasitos
tratados com o farmaco, levando a um aparecimento lento da atividade antimalarica
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

1.5.1.4 Inibidores do transporte de elétrons mitocondiais

O Plasmodium reside em meios com deficiéncia de oxigénio e contam com a
glicose para produzir ATP. Assim, a mitocondria ndo tem atividade de fosforilagao
oxidativa e tem uma cadeia de transporte de elétrons incompleta que promove certas
reacoes redox de importancia metabdlica. Uma dessas € o acoplamento do citocroma
c redutase ao diidroorotato deidrogenase, a enzima chave na biossintese de
nucleotideos (CUNICO et al., 2008).

A Atovaquona, analogo altamente lipofilico da ubiquinona, age seletivamente
sobre o complexo mitocondrial citocromo bci, de modo a inibir o transporte de elétrons
e anular o potencial de membrana mitocondrial (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012).

1.6 PRODUTOS NATURAIS COM ACAO ANTIMALARICA

A maléaria, uma doenca considerada negligenciada, tém assolado populacdes ao
longo da historia, com grandes perdas sociais e econémicas. Na regido Amazonica,

por exemplo, ha uma dificuldade de alcancar, de forma simultanea, todas as areas
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para propiciar medidas de controle da malaria, em virtude de fatores ambientais,
epidemioldgicos, sociais e econdmicos jA conhecidos. Nesse contexto, uma parte
consideravel da populacéo faz uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica
para o tratamento dessa doenca (FERREIRA, 2015).

Apesar da utilizacdo bastante difundida de plantas medicinais no combate a
malaria pelas populacdes amazobnicas, enriquecida pela vasta biodiversidade e pela
miscigenacdo das culturas indigena e negra, muitas ainda sado desconhecidas ou
possuem uso restrito (COSTA, 2013). Alguns estudos de carater etnofarmacoldgico
relatam o uso dessas plantas e podem servir de base para pesquisas cientificas da
atividade terapéutica. Quando as pesquisas seguem a indicacdo popular, podem
possibilitar o desenvolvimento de uma nova droga em um menor espaco de tempo
(FUNARI; FERRO, 2005).

A descoberta de novas substancias com propriedades antimalaricas € essencial
para o tratamento da doenca e as substancias isoladas a partir de extratos de plantas
representam uma importante fonte para a obtencdo de protétipos candidatos a novos
farmacos antimalaricos. No entanto, observa-se que ha pouco incentivo para
pesquisas sobre novos farmacos que possam propiciar o controle de doencas
negligenciadas (FERREIRA, 2015).

Entre as plantas medicinais utilizadas popularmente para o tratamento da
malaria esta a Kalanchoe pinnata (FRAUSIN et al., 2015) e, no Brasil, esta incluida na
Relacdo Nacional de Plantas de Interesse ao SUS (RENISUS), que lista 71 espécies
vegetais de interesse terapéutico, devido as propriedades farmacolbgicas a elas
atribuidas.

1.6.1 O género Kalanchoe

Dentre as diversas plantas medicinais utilizadas na fitoterapia, destaca-se a
Kalanchoe pinnata (Lamarck.) (K. pinnata), uma planta herbacea pertencente a familia
Crassulaceae. O género Kalanchoe compreende aproximadamente 125 espécies,
muitas delas nativas do sul do continente africano (COSTA, et al., 2008). Distribuida
por varias regides tropicais do mundo, K. pinnata apresenta um grande namero de
sinonimias botanicas como: Bryophyllum pinnatum, Bryophyllum germinans,

Kalanchoe daigremontiana, Kalanchoe fortuna, Kalanchoe corona, Kalanchoe
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ciyculata, Kalanchoe rhizophilla, Cotyledon calycina, Crassouvia flori-pendula e
Bryophyllum calycinum, sendo este ultimo o mais comum em trabalhos cientificos
(JAIN et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2014)

No Brasil a espécie é popularmente conhecida como folha-da-fortuna, folha-de-
pirarucu, coirama, courama, courama-vermelha ou saiéo roxo. Trata-se de uma planta
herbacea ou sublenhosa, perene, carnosa e glabra, de talo simples e ereto, castanho
pardo, e caules mais velhos de cor clara e os mais jovens avermelhados com maculas
brancas, pouco ramificada, que atinge de 1,0 a 1,5 metros de altura. Suas folhas sé&o
opostas, suculentas, ovaladas e de margem crenada com 10 a 20 cm de comprimento.
Suas flores podem medir até 5 cm de comprimento, sdo violaceas, pendentes em
cachos. Os frutos sdo membranaceos e as sementes elipsoides (KAMBOJ; SALUJA,
2009; LORENZI; MATOS, 2008; NASCIMENTOS, et al., 2014).

O género Kalanchoe demonstra grande valor ornamental e decorativo, seu
desenvolvimento ocorre a sombra e suporta longos periodos sem agua, no entanto,
em periodos frios, necessita de mais calor do que a maior parte das plantas
suculentas. O processo de reproducdo e propagacdo desta espécie acontece de
forma assexuada a partir do brotamento de plantulas nas margens da folha ou de

partes seccionadas do vegetal (GARCES et al., 2007).

O desenvolvimento da planta pode variar de acordo com sua exposi¢éo a luz e
a variacado dos nutrientes presentes em diferentes substratos, o que pode influenciar
no crescimento através de parametros como numero de folhas, comprimento,
rendimento de biomassa e area foliar a composi¢édo quimica. Um estudo de cultivo e
extracdo de ativos da planta cultivadas sob luz solar direta apresentaram os maiores
teores de flavondides totais expressos, como rutina, que as plantas cultivadas a
sombra, demonstrando a importancia da radiacdo UV na biossintese dos flavonoides
(MUZITANO, et al.,, 2011; PINHEIRO et al.,, 2016). Os principais constituintes
identificados em K. pinnata séo: acido malico, acido citrico, acido isocitrico, os
glicosideos flavonoidicos e os terpenos, onde os flavondides e terpenos apresentam
atividade antiparasitaria (NASCIMENTO et al., 2014).
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1.6.2 Composicdo quimica do extrato da K. pinnata

Quimicamente, o extrato de K. pinnata apresenta uma enorme diversidade de
metabdlitos secundarios. Dentre as classes de compostos organicos presentes
destacam-se, compostos fendlicos, entre eles acido fendlicos, flavonéides e taninos,
alcaloides, cardenolideos, bufadienolideos, terpenos e esteroides (OKWU e JOSIAH,
2006; KAMBOJ e SALUJA, 2009).

Segundo Muzitano e colaboradores (2006) os flavondides representam uma
classe de substancias relevantes para espécie devido grande quantidade de
composto isolados e identificados, e as diversas atividades farmacoldgicas
promissoras. Dentre a grande variedade de compostos identificado pela literatura com
interesse terapéutico estdo a quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-
ramnopiranosideo (Figura 4 a), quercitrina (Figura 4 b), 4'5-di-hidroxi-3',8-
dimetoxiflavona 7-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 4 c) e kapinatosideo (kaempferol
3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo) (Figura 4 d) que devido a sua
ocorréncia restrita e sua abundancia em K. pinnata, pode ser considerado um
marcador quimico para esta espécie de alto potencial terapéutico (MUZITANO et al.,
2006).

Figura 4- Estrutura dos principais flavonoides presentes no extrato de K. pinnata . a)
guercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo, b) quercitrina, c)

4' 5-di-hidroxi-3',8-dimetoxiflavona 7-O-B-D-glucopiranosideo e d) kapinatosideo
(kaempferol 3-O-a-L-arabinopiranosil (1—2) a-L-ramnopiranosideo)
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A presenca de triterpenos e esterdides € comum no género Kalanchoe, assim
como para espécie K. pinnata, visto que, estao altamente distribuidos na planta, sendo
mais recorrentes em partes aéreas do vegetal. No que diz respeito a variedade
quimica isolada da espécie e pertencente a classe de metabdlitos supracitada,
compreende-se: a-amirina, a-aminoacetato, 3-amirina, f-aminoacetato, bricofonona ,
bryophollone , taraxerol , pseudo-taraxasterol , 18-a-oleanano, glutinol, cardienolide e
bufadienolideos como, B-sitosterol , bryophyllol , bryophynol, bricofilina A, bricofilina
B, bricofilina C (com exemplos de algumas das estruturas quimicas apresentadas na
Figura5), isolados das partes aéreas, 0s quais sdo altamente reativos e semelhantes
em estrutura e atividade aos glicosideos cardiacos digoxina e digitoxina (KAMBO;
SALUJA, 2009; PATTEWAR et al., 2012).

Figura 5- Estruturas quimicas de alguns dos triterpernos e esteroides encontrados
na K. pinnata
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Fonte: adaptado de Araujo (2013)

1.6.3 Propriedades medicinais do extrato da K. pinnata

A espécie K. pinnata € popularmente utilizada para o tratamento de doencas
inflamatorias, Ulceras gastricas, queimaduras, diarreia, vomito, picada de insetos,
dores no corpo e como agente antifingico e antibacteriano (KAMBOJ; SALUJA, 2009).

A Tabela 1 abaixo demonstra algumas atividades da K. pinnata.
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Tabela 1- Atividades medicinais da K. pinnata

Autores Propriedade medicinal

MATTHEW et al., 2013; FERREIRA et al., 2014 . . L.
Atividade anti-inflamatoria

MORSHED et al., 2010; . : :
Atividade antinoceptiva

NAYAK et al., 2010 . . .
Atividade cicatrizante

GOMES et al., 2010 .. . .
Atividade antileshmania

MOHAN et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013;
PHATAK e HENDRE 2014; Atividade antioxidante

BISWAS et al., 2011; . .
Antimicrobiana

PATIL et al., 2013 e
Antidiabética

PATIL et al., 2013 . -
Gastroprotera, antihistaminica

A acdo imunomodulara e antileshmania do extrato de K. pinnata foi investigada
por Gomes e colabodores (2010) utilizando o modelo de infeccdo em camundongos
BALB/c com Leishmania chagasi. Neste estudo, animais que receberam doses diérias
orais do extrato (400 mg/kg) por 30 dias mostraram uma carga de parasitas hepatica
e esplénica significativamente reduzida quando comparados com animais néo
tratados. A protecdo foi acompanhada por uma reducdo nos niveis séricos de IgG
especificos do parasita e diminuicdo da capacidade das células do baco para produzir
IL-4, mas ndo o IFN-y e o 6xido nitrico apds a recuperagao do antigeno in vitro. O
medicamento de referéncia Pentostam (72 mg/kg) administrado pela via
intraperitoneal em dias alternados produziu um efeito anti-leishmanial semelhante ao

extrato.

Existem poucos estudos sobre a atividade gastroprotetora e prevencao de
Ulceras gastricas. Andesanwo et al. (2007) verificaram que o0 extrato metanolico da
planta inibiu o desenvolvimento de Ulcera e exerceu agdo protetora da mucosa
gastrica em modelo experimentais de Ulcera induzida em ratos por acido acetilsalicilico

e indometacina. Além disso, estudo complementares sobre a a¢do antihistaminica de
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flavondides obtidos do extrato aquoso de K. pinnata, demonstram uma correlacéo

entre acdo antagonica da histamina e atividade gastroprotetora (CRUZ et al., 2008)

Na india, o suco das folhas frescas da K. pinnata € populamente utilizada de
forma muito eficaz para o tratamento da ictericia. Em 2003, Yadav e colaboradores
realizaram estudo da capacidade hepatoprotetora do extrato etandlico e aquoso da
folhas K. pinnata em ratos contra a hepatotoxicidade induzida por CCls4, demonstrando
assim, grande potencial hepatoprotector como evidenciado por estudos in vitro, in vivo
e histopatologicos. Em suma, plantas capazes de promover melhoras na capacidade
hepatica podem favorecer o tratamento sintomético de doencas que acomentem o

figado ou diminuir o risco de lesdes ocasionadas por medicamentos hepatotoxicos.
1.7 MODELOS EXPERIMENTAIS EM MALARIA

A analise da atividade antimalérica de novos compostos segue procedimentos
padronizados, onde algumas espécies de animais como 0s primatas ja serviram de
modelos experimentais para a maléria causada pelo P. falciparum, pois reproduzem

parametros muito semelhantes a infec¢éo pelo P. falciparum em humanos.

Os modelos experimentais com malaria atualmente tém sido bastante utilizados
e funcionam como uma importante ferramenta para o estudo dos mecanismos
imunoldgicos envolvidos na protecdo do hospedeiro e na patogénese da doenca
(LAMB et al., 2006). Em animais como 0s camundongos, 0s mecanismos de a¢éo de
IL1B, TNFa e IL6 sdo bastante similares aos de seres humanos. As citocinas atuam
no sistema nervoso central e no centro de termorregulacdo no hipotalamo, como nas
sepses em humanos, a sepse murina também apresenta como resultado a hipotermia
e ndo a febre (SOUZA e RILEY, 2002; LAMB et al. 2006).

Uma das primeiras barreiras que o organismo possui € a imunidade inata, que
tem a funcéo de identificar a presenca de patégenos invasores e elimina-los o mais
breve possivel ou iniciar uma resposta imune adaptativa de protecdo. Ja foi
demonstrado que a imunidade inata do hospedeiro, na malaria, é ativada nas fases
iniciais da infecgéo e que a sobrevivéncia do hospedeiro, esta ligada a capacidade do
animal em controlar a parasitemia nos primeiros 7 — 14 dias de infec¢cao (STEVENSON
et al. 2004).
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Existem quatro espécies de parasitas de maléria extraidos de roedores africanos
gue foram adaptadas para o crescimento em camundongos: P. berghei; P. chabaudi;
P. vinckei; e P. yoelii. As caracteristicas apresentadas por cada uma destas espécies
de malaria, sdo muito similares as quatro espécies de malaria humana, contribuindo
assim com a escolha do plasmadio de roedores de acordo com o tipo de estudo. Para
avaliar a variacdo antigénica é utilizado com mais frequéncia o P. chabaudi, ja para
analisar as complicacdes que a maléria cerebral causa sao utilizadas cepas de P.
berghei ANKA, em testes para producdo de vacinas em estagio pré-eritrociticos é
utilizado o P. yoelli e para estudos de cronobiologia é utilizado o P. vinckei. A escolha
para trabalhar com estes modelos de parasitas vem sendo muito utilizados devido a
facilidade de manuseio e de criacdo de ratos e camundongos em laboratério (LI et al.,
2001).

Os camundongos utilizados para estudos de malaria, dentre os roedores, s&0 0S
mais indicados, onde cada linhagem apresenta caracteristicas similares e diferentes
ao mesmo tempo quando infectadas por algum plasmaddio. Para estudos diversos
como o entendimento de doencgas metabdlicas, autoimunes, fixacdo de complemento,
tumores de mama e pulmao, além de testes de drogas e também de comportamento,
a linhagem Swiss é a mais utilizada. Para a realiza¢do de estudos como a producéo
de anticorpos monoclonais e tumores mamarios, a linhagem mais utilizada é a
BALB/c, porém podem desenvolver com facilidade durante sua vida outros tipos de
canceres, séo resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose, apresentam alta
incidéncia de calcificacéo cardiaca, distlrbios cardiovasculares e lesdes do miocardio,
além da grande sensibilidade a radiacdo X. O camundongo BLACK, pertence a
linhagem C57BI/6, sendo amplamente utilizado em estudos in vivo nas areas de
biologia cardiovascular e do desenvolvimento e comportamento, diabetes e
obesidade, genético, imunologia, neurobiologia e oncologia, sao altamente
susceptiveis a obesidade, diabetes tipo 2 e aterosclerose induzida por dieta, alta
incidéncia de microftalmia e outras alteragdes oculares, dermatite crénica ulcerativa,
e diferentemente das duas outras linhagens citadas, esta apresenta alta preferéncia
ao alcool (LI et al., 2001; QUEIROZ, 2007; HONG et al., 2011).

As cepas de plasmodio quando inoculadas em camundongos podem
apresentar diferentes reacdes. Camundongo da linhagem C57BL/6 quando infectado
pelo P. berghei ANKA, pode apresentar alteracdes neuroldgicas, ataxia, paralisia
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muscular, convulsdes, coma e morte, similarmente observadas em humanos.
Alteracdes metabolicas e vasculares sistémicas e altera¢cdes na massa encefélica séo
alteracdes que podem ser observadas nesta linhagem, quadro também apresentado
em humanos (QUEIROZ, 2007). A inoculag&o desta mesma cepa de P. berghei ANKA
em camundongos BALB/c ndo é capaz de desenvolver a sindrome neuroldgica,
apesar de apresentar alteracdes na massa encefélica, mas apresenta um tempo de
sobrevida maior e apresenta um quadro de anemia grave e alta parasitemia, que o

leva ao 6bito.

Embora nenhum modelo animal reproduza com exatidao a sindrome humana, o
P. berghei ANKA, quando utilizado em camundongos C57BL/6 e CBA, que n&o sdo
resistentes, podem apresentar um quadro neuroclinico com sinais de ataxia,
convulsbes e coma associados ao sequestramento celular nos vasos da
microcirculacdo, pois somente estas duas linhagens apresentam predisposicao
genética em expressar uma intensa resposta imune pré-inflamatéria (SOUZA; RILEY,
2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos nas areas da medicina, farmacoterapia e vigilancia em
saude, a malaria ainda apresenta um grande numero de individuos infectados no
mundo, ficando entre as principais doencas infectocontagiosas que atingem o homem.
Além disso, a alta endemicidade da malaria em diversas partes do mundo faz com
que esta doenca alcance o numero expressivo de 200 milhdes de notificagbes por
ano. Apesar de constantes pesquisas sobre novos farmacos para combater a malaria
ainda temos um quantitativo pequeno de medicamentos antimaléricos, e o arsenal de
farmacos utilizados esta se tornando ineficiente frente a resisténcia multipla que a
espécie Plasmodium falciparum vem demonstrando. Tem-se noticiado a constatacao
de que o Plasmodium falciparum, responsavel pelo mais mortal dos tipos de malaria,
esta resistente a artemisinina em algumas partes do Camboja, Tailandia, Vietna e

Mianmar (paises os quais possuem plantas da espécie estudada neste trabalho).

Sem uma vacina eficaz, seu controle exige um programa integrado que inclui
protecdo individual contra a picada dos vetores e o0 tratamento quimioterapico
especifico dos pacientes infectados. O atual arsenal terapéutico empregado no
tratamento clinico da maléria adota a utilizacdo de associa¢cdes medicamentosas de
compostos de aminoquinolinicos sintéticos, como mefloquina e primaquina, com
derivados endoperdéxidos semissintéticos da artemisinina: o arteméter e o artesunato.
No entanto, a elevada toxicidade dessas associacdes somada a crescente resisténcia
do Plasmodium a terapia convencional torna urgente a busca de novas classes de

quimioterapicos capazes de combater o parasito causador da doenca.

Considerando a grande biodiversidade brasileira, principalmente na regido
Amazobnica, onde muitos vegetais apresentam grande potencial terapéutico para
diversas patologias, a busca por novas moléculas ou compostos com finalidade
antimalarica, que por sua vez nao apresentem tantos efeitos adversos e/ou até toxicos
quanto a terapéutica utilizada atualmente, bem como a contribuicdo para reduzir a

morbidade e mortalidade atribuida a doenca justifica a presente pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimalarica do extrato etandlico de K. pinnata em modelo in

vivo de malaria utilizando camundongos BALB/c infectados com Plasmodium berghei.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar os principais componentes quimicos do extrato da K.
pinnata;

b) Avaliar a toxicidade aguda da K. pinnata em camundongos BALB/c;

C) Analisar o tempo de sobrevida dos animais infectados pelo P. berghei
apos o tratamento com as diferentes doses de K. pinnata

d) Verificar a eficacia da K. pinnata na reducdo dos niveis da parasitemia
em camundongos infectados com P. berghei;

e) Correlacionar os niveis de glicose plasméatica com a parasitemia nos
grupos néo tratados e tratados com a K. pinnata.

f) Avaliar os parametros hematolégicos dos animais com maléria,
infectados pelo P. berghei tratados e néo tratados com a K. pinnata;

s)) Avaliar a funcdo hepética nos grupos néo tratados e tratados com a K.
pinnata.

h) Avaliar a funcdo renal a nos grupos nao tratados e tratados com a K.

pinnata.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA DA PLANTA E PREPARACAO DO EXTRATO DA K. pinnata

A K. pinnata foi coletada no decorrer dos anos de 2017 e 2018, na area urbana
do municipio de Santarém-PA nos bairros do Maracana (2°26'27.2"S e 54°44'36.0"W)
e Conquista (2°27'02.5"S e 54°45'13.4"W). O material foi botanicamente identificado
e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario da Universidade Federal do Oeste
do Pard (UFOPA) sob registro n°® 00062. As folhas foram submetidas a limpeza
superficial para remocdo de impurezas como terra, poeira, e outras sujidades e
posteriormente levadas a estufa a temperatura de 40°C para secagem no periodo de
20 a 30 dias, até estabelecimento da massa constante.

O material vegetal seco foi moido e macerado com alcool etilico 95% (ha razao
de 10 mg/mL) durante sete dias, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, com
agitacao ocasional para homogeneizar e proporcionar melhor contato do solvente com
o material vegetal. Apés a maceracéo, a solucdo extrativa foi filtrada em papel filtro e
evaporada em rotaevaporador, obtendo-se um extrato seco. Para as aplicacdes

posteriores nos animais, o extrato foi diluido em Tween 80 a 4%.
4.2 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO DA K. pinnata

Para a andlise cromatografica foi utilizado o método de analise por gradiente
exploratério, via HPLC (arranjo de diodos) Agilent Technologies 6890 N (EUA) com
deteccdo por absorcéo no ultravioleta UV visivel. Para analise cromatogréfica utilizou-
se uma aliquota de 20 microlitros na concentracdo de 10 mg/mL de extrato
hidroalcéolico da K. pinnata (preparado a partir do extrato seco obtido na etapa
anterior) utilizando as seguintes condi¢cées cromatograficas: como fase estacionaria
utilizou-se uma coluna RP-C18 Gemini®, fase reversa, (250 mm x 4.6 mm x 5 i) com
pré coluna acoplada e como fase movel a composicao por solvente A= agua e solvente
B = acetonitrila variando o solvente B de 5 a 100% em 60 minutos e vazao de 1mL/min,
caracterizando em modo de eluigdo gradiente com comprimentos de onda em 254,
280 e 360 nm.
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4.3 ANALISE QUANTITATIVA DE COMPOSTOS FENOLICOS NO EXTRATO K.

pinnata

Para analise quantitativa do teor de compostos fendlicos (flavonoides) no extrato
de K. pinnata foi necessaria a construcdo de uma curva de calibracdo utilizando a
rutina como padrdo, sendo realizada leituras espectrofotométricas em comprimento
de onda de 350 nm de absorbancia da solucdo padrao em concentracgoes de 2,0; 4,0;
8,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0 pg/mL (Figuras 5 e 6). Os testes foram realizados em
triplicata e o espectrofotometro utilizado foi 0 modelo LGI-VS-721N da marca LGI
SCIENTIFIC (Sao Paulo, Brasil). O preparo das solucées foi através da solugédo
mae de rutina e do extrato etandlico de K. pinnata, utilizando cloreto de aluminio a 2%
(p/V) em metanol como solvente. Uma aliquota do extrato da planta foi dissolvida em
metanol para obter-se a concentracdo de 0,540 g em 100 mL correspondente a
concentracdo do extrato (PINHEIRO et al., 2016)

4.4 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c provenientes do Biotério da
Fundacao Esperanca/l[ESPES em parceria com a Universidade Federal do Oeste do
Para. Os animais foram mantidos no alojamento de animais do Laboratério de
Farmacologia/ISCO/UFOPA, a uma temperatura controlada de 22+2 °C, com um ciclo
claro-escuro de 12 horas, com racdo balanceada (Labina®) e dgua a vontade e,
durante 15 dias, para adaptacdo do alojamento e posterior a este periodo 0s animais
foram separados em grupos experimentais. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Oeste do Para sob protocolo
02001/2015.

4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

O teste de toxicidade aguda, seguiu as diretrizes da The Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD) OCDE-423/2001 (OECD, 2001)
gue consiste em ensaios para a classificacdo de toxicidade de substancias em teste
utiizando camundongos ou ratos, preferencialmente fémeas devido sua maior

sensibilidade em relacdo aos machos. O protocolo estabelece que o teste se inicie
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com trés animais, e que se até um (1) animal vier ao 6bito, o teste devera ser repetido,
porém se dois (2) ou trés (3) animais forem ao 6bito, o teste devera ser interrompido,
e a dose sera considerada toxica. O método é capaz de classificar as substancias,
semelhantes a outros métodos, como 0 método que estabelece a DL-50, e se baseia
na avaliacdo biométrica com doses fixas para a classificagdo e riscos no qual o

individuo sera submetido ao receber a substancia em estudo.

Este método consiste na administracéo via oral do extrato por canula acoplada
a seringa com o extrato da K. pinnata diluido em Tween 80 a 4% e veiculado em
tampéao fosfato-salino (PBS), em doses Unicas de 5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg e
2000 mg/kg de massa do animal, inicialmente em grupos de 3 individuos, e
dependendo dos efeitos adversos e da quantidade de individuos que apresentar tais
efeitos, sera determinado a continuidade dos experimentos.

Segundo o protocolo OCDE-423/2001, quando ha estudos com informacdes
sobre doses com possiveis efeitos toxicos, os protocolos podem ser seguidos a partir
da dose maxima sem efeito colateral. Como néo foi encontrado na literatura nenhuma
referéncia comprovando que a dose de 2000 mg/kg de peso corporal da K. pinnata
nao produz toxicidade em camundongos ou ratos conforme recomendacdo do
protocolo OCDE-423/2001, por razdo de protecdo aos animais, utilizou-se a dose
inicial, assim foi realizado o teste de toxicidade aguda da K. pinnata a partir da menor
dose de 5 mg/kg, em seguida de 50 mg/kg, ap6s 300 mg/kg e por ultimo 2000 mg/kg,
onde foram utilizados no total 24 camundongos da linhagem BALB/c divididos em
quatro (4) grupos com trés animais em cada grupo e no dia posterior foi realizado
duplicata com os mesmos grupos utilizando em ambos as dosagens mencionadas
acima. Ap6s a administracdo da dose do extrato, os animais foram observados
individualmente pelo menos uma vez a cada 30 minutos nas quatro primeiras horas,
periodicamente durante as primeiras 24 horas, e diariamente a partir de entdo até um
total de 14 dias. Os parametros que foram observados, com possiveis reacdes toxicas,
foram alteracdes na pele, pelos, olhos e mucosas, sinais de tremores, salivacéo,

letargia, sono, além do tempo de inicio e duracéo do periodo de recuperacao.

4.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado o tratamento com extrato da K. pinnata, em 3 doses diferentes
definidas de acordo com o teste de toxicidade aguda estabelecido por Sachetti et al.
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(2009). Assim ficou definido que as doses deste estudo correspondem a 1/10, 1/100
e 1/200 da dose considerada segura que € de 2000 mg/kg de K. pinnata. Para
avaliacdo da atividade antimalérica, foi utilizado como droga padrédo a Artemisinina
(100 mg/kg).

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais.

Primeiro grupo: Grupo Controle, os animais n&o foram infectados, mas
recebem estimulo de tratamento com veiculo, o PBS (Solucao tampéao Fosfato Salino).
Este grupo serviu como pardmetro normal de referéncia para as analises

hematoldgicas e bioquimicas realizadas.

Segundo grupo: Grupo Malaria, os animais foram infectados com o P. berghei,
onde estes animais receberam somente o estimulo de tratamento com veiculo PBS.
Este grupo serviu para andlise das alteracdes que a malaria pode provocar em animais

infectados sem tratamento.

Terceiro grupo: Grupo Artemisinina (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), os
animais foram infectados com o P. berghei e receberam o tratamento com a
Artemisinina 100 mg/kg/dia por via oral. A Artemisinina € uma das drogas utilizadas
no tratamento da malaria em humanos e este grupo serviu de comparativo com 0s

grupos de tratamento com o extrato de K. pinnata.

Quarto grupo: os animais foram infectados com o P. berghei e também foram

tratados com o extrato da K. pinnata, 200 mg/kg/dia;

Quinto grupo: os animais foram infectados com o P. berghei e também foram

tratados com o extrato da K. pinnata, 100 mg/kg/dia;

Sexto grupo: os animais foram infectados com o P. berghei e também foram

tratados com o extrato da K. pinnata, 10 mg/kg/dia.

O extrato foi solubilizado em DMSO a 4% e veiculado em PBS, administrados

por via oral.

Todos os tratamentos foram iniciados no 4° dia apds a inoculagéo do plasmaodio.
Este periodo é necessario para que o animal apresente nivel parasitario adequado
para manifestacdo da doenca. Neste dia foi realizada a primeira verificagdo da

densidade parasitaria para confirmacdo da infeccdo. Para a coleta de material
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biolégico ao final do tratamento, os animais foram mantidos sob a dieta rotineira, ndo

realizando o jejum habitual, pela fragilidade do estado malarico.
4.7 MANUTENCAO DA CEPA DE Plasmodium berghei

Inicialmente foi retirada de uma fémea infectada uma amostra de sangue da
por¢cado terminal da cauda. Uma aliquota de 20 pyL de sangue total foi diluida em
solugdo de PBS, para um volume final de 1000 yL. Desta solugdo, 100 pyL foram
administrados por via intraperitoneal nos animais de repasse, sendo este
procedimento repetido semanalmente para a infec¢cdo de novos animais e garantia de

manutenc¢dao in vivo da cepa.
4.8 INDUQAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Para induzir o modelo de maléria, foi utilizada a cepa ANKA de Plasmodium
berghei (PbA). Uma amostra da cepa foi gentilmente cedida pela professora Dra.
Karen Renata de Oliveira, do Laboratério de Neurofarmacologia da Universidade
Federal do Para.

Para realizar a inoculacdo dos grupos experimentais, o animal infectado
primariamente e doador, teve uma gota de sangue da porgédo terminal da cauda
coletada para analise da densidade parasitaria. Os animais que apresentaram uma
densidade maior que 10% na fase de ascensdo tiveram o conteldo sanguineo

coletado através da puncao cardiaca.

A coleta por puncao cardiaca foi realizada com o auxilio de seringa de insulina
lavada com EDTA, sendo o agente anticoagulante. Para garantir o grau de parasitemia
uniforme nos diferentes grupos experimentais, os animais foram infectados por via
intraperitoneal com o indculo padronizado de aproximadamente 10° eritrécitos
parasitados em 100 uL de PBS.

49 DETERMINACAO DA DENSIDADE PARASITARIA E SUPRESSAO
PARASITEMICA

Para a determinacéo da parasitemia, foram realizadas as pesquisas de parasitas

através de distensdes com o sangue obtido da cauda dos camundongos fixado em
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metanol absoluto (P.A.) durante 2 minutos e posteriormente corado com solucao de
Giemsa (10%) por 15 minutos.

A porcentagem de parasitemia (% parasitemia) de cada animal foi determinada
pela razao entre a quantidade de eritrocitos parasitados e quantidade total de células

(500 células por esfregaco).

namero de eritrocitos parasitados

00 100

% parasitemia =

A determinacdo da parasitemia se deu no 4°, 7° e 11° dias pds inoculagéo dos

camundongos BALB/c com a cepa PbA.

Para determinar a potencial supresséo (% supressao) do extrato sobre o indice
de parasitemia nos camundongos infectados com P. berghei, foi seguido o modelo de

calculo proposto por Girma et al. (2015), onde:

% supressao

parasitemia do controle negativo — parasitemia do grupo tratado 100

parasitemia do controle negativo

4.10 ANALISE DE SOBREVIDA POS-TRATAMENTO COM O EXTRATO DE K.

pinnata

Em cada grupo experimental foram escolhidos aleatoriamente dois animais para
analise de sobrevivéncia apos a inoculacdo do Plasmodium e tratamento com a K.
pinnata. Os animais foram mantidos a uma temperatura controlada de 22+2 °C, sobre
um ciclo claro-escuro de 12 horas, com racao balanceada (Labina®) e agua liberada,

até o 6bito naturalmente.
411 DETERMINACAO DA GLICOSE PLASMATICA

A determinacéo da concentracao de glicose no plasma no 11° dia foi realizada
através do método enzimatico-colorimétrico da glicose-oxidase, usando kit

LabTest® adquiridos comercialmente, com leitura realizada em Analisador
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Bioquimico semi-automatico Thermoplat®. Os resultados sdo expressos em mg/dL

e comparados com valores dos grupos controle.
4.12 PARAMETROS DE FUNGCAO HEPATICA

Ao final do periodo de tratamento os animais foram submetidos a avaliacdo dos
parametros de funcdo hepatica, com analise da atividade das enzimas Alanina
Aminotransferase (AST) e Aspartato Aminotransferase (ALT).

A atividade das transaminases foi determinada através do plasma utilizando kit
LabTest® por método cinético-colorimétrico adquiridos comercialmente, com leitura
realizada no Analisador Bioquimico semi-automatico Thermoplat®. Os resultados

foram expressos como U/L e comparados com valores dos grupos controle.
4.13 PARAMETROS DE FUNGCAO RENAL

O sangue foi coletado ao final do tratamento e utilizado para determinar os niveis
de Creatinina Plasmatica e de Uréia Plasmatica. A determinacdo dos niveis
plasmaticos de Creatinina e Uréia foi feita pelo método enzimatico-colorimétrico, com
kit LabTest® adquiridos comercialmente, com leitura realizada em Analisador
Bioquimico semi-automatico Thermoplat®, os resultados sdo expressos em mg/dL e
U/L respectivamente.

4.14 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para analise hematoldgica foi realizado um hemograma ao final do tratamento
onde foram avaliados os seguintes parametros da série vermelha: Contagem Total de
Eritrocitos, Quantificacdo de Hemoglobina, Determinacdo do Hematdcrito, a
Concentracdo de Hemoglobina Média (HCM), a Concentracdo Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) e também a contagem total de plaquetas; e da série
branca: Numero absoluto de Leucdcitos, Quantitativo de Linfocitos e Mondcitos e o
Quantitativo de Neutrofilos (Segmentados).

Para realizagdo do hemograma foi utilizado um Analisador Hematol6gico

Mindray, modelo BC2800 veterinario.
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4.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados e analisados estatisticamente utilizando-se o
programa Graph Pad Software, San Diego, CA Prism 5.0®. Os resultados séo
expressos de modo quantitativo e submetidos ao teste estatistico ANOVA seguido do
teste Tukey, sendo a probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferencga
significativa sendo de *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE CROMATOGRAFICA DO EXTRATO DA K. pinnata

O extrato etandlico de K. pinnata obtido ap6s a evaporacdo do solvente
apresentou rendimento de 39% (3,9 g de extrato/g de folhas secas). A caracterizacéo
quimica dos compostos presentes no extrato da planta foi realizada e o cromatograma
inicial em 254, 280 e 360 nm esta representado na Figura 6. J& na Figura 7 observa-
se a ampliacdo do cromatograma entre os tempos de retencdo de 10 até 15 minutos
em 254, 280 e 360 nm visando a melhor observacédo dos picos de maior intensidade,

e 0 espectro correspondente de UV-Vis esta detalhado na Figura 8.

A avaliacao do teor de compostos fendlicos utilizando como padrao de referéncia
a rutina, levou a obtencéo da curva de calibragdo ABS (nm) = 0,0163 Conc.(ug/mL) +
0,0215, com R?=0,9986, apresentada na Figura 9, indicando um bom modelo
estatistico e ajustavel para se determinar a concentracdo de flavonoides totais
expresso como rutina no extrato. A concentragdo de flavonoides totais no extrato

hidroalcoolico de K. pinnata foi de 4,11%.
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Figura 6- Cromatograma do extrato etandlico com concentracdo 10 mg/mL obtida a
partir das folhas de K. pinnata.
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Condicdes cromatogréficas: coluna RP-C18 Gemini® (250mm x 4.6mm x 51) com pré coluna aclopada
e como fase mével a composicdo por solvente A= Agua e solvente B = acetonitrila variando o solvente
B de 5 a 100% em 60 minutos e vazdo de 1ml/min caracterizando em modo de eluicdo gradiente com
detector de fotodiodos com comprimentos de onda em 254, 280 e 360 nm.



52

Figura 7- Cromatograma por corrida isocratica do extrato etanélico com
concentracdo 10 mg/mL obtida a partir das folhas de K. pinnata.
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detector de fotodiodos com comprimentos de onda em 254, 280 e 360 nm
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Figura 8- Espectro de UV-Vis pertencente ao pico majoritario do extrato etandlico da
K. pinnata.
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5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

A administragéo das doses do extrato da K. pinnata de 5 mg/kg, 50 mg/kg, 300
mg/kg e 2000 mg/kg foi realizada em animais n&o contaminados para determinacao
da toxicidade aguda do extrato em estudo.
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Foi observado que a administracado do extrato ndo promoveu alteracbes como
perda de pélos ou na coloragdo dos mesmos, assim como tremores, aumento de
salivacdo, diarreia, letargia, aumento ou diminuicdo do sono, sinais de dor ou
sofrimento, além de ndo promover a diminuicdo da massa corporal, como pode ser
observado nas Tabelas 2, 3, 4 e 5, quando 0s animais em teste foram comparados

aos animais do grupo controle.

Com base nos critérios de classificacado estabelecidos pelo protocolo, no qual
nao houve morte e nenhum animal apresentou sinais de toxicidade na dose de 2.000
mg/kg, permite-se classificar o extrato da K. pinnata com baixo grau de toxicidade
aguda, com dose toxica superior a 2.000 mg/kg. Assim determinou-se as doses
correspondentes a 1/200, 1/100 e 1/10, equivalente a 10, 100 e 200 mg/kg

respectivamente, para serem testadas na avaliacao da atividade antimalarica.

Tabela 2- Andlise da média (n=3) da massa corporal (gramas * desvio padrédo) de
camundongos BALB/c tratados com extrato de K. pinnata na dose de 5 mg/kg.

Teste Repeticao

Controle 5 mg/kg Controle 5 mg/kg
Dia 0 22,315 23,0 1 23,3+0,6 22,3+2,5
Dia 7 26,3+1,2 24,3 £1 25,3+0,6 24,7+2,0
Dia 14 27,6+1,2 25,6 £1,2 26,7+0,6 25,3+2,5

Tabela 3- Andlise da Média (n=3) da massa corporal (gramas * desvio padrédo) de
camundongos BALB/c tratados com extrato de K. pinnata na dose de 50 mg/kg.

Teste Repeticao

Controle 50 mg/kg Controle 50 mg/kg
Dia O 22,3+15 23,0%0,6 23,3+0,6  21,7+2;3
Dia 7 26,3 +1,2 26,6 +2,5 25,3 +0,6 24,0 £2,6

Dia 14 27,6 £1,2 27,6 £2,5 26,7 +0,6 25,0 +3
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Tabela 4- Analise da média (n=3) da massa corporal (gramas + desvio padréo) de
camundongos BALB/c tratados com extrato de K. pinnata na dose de 300 mg/kg.

Teste Repeticao

Controle 300 mg/kg Controle 300 mg/kg
Dia 0 22,3+15 22,742 23,3+0,6 20,7+0,6
Dia 7 26,3 +1,2 26 +2,6 253+0,6 22,315
Dia 14 27,6 £1,2 27,312,0 26,7+0,6 24,7 0,6

Tabela 5- Andlise da média (n=3) da massa corporal (gramas * desvio padrdo) de
camundongos BALB/c tratados com extrato de K. pinnata na dose de 2000 mg/kg.

Teste Repeticao

Controle 2000 mg/kg Controle 2000 mg/kg
Dia 0 22,3115 26,015 23,3+0,6 21,7 +0,6
Dia 7 26,3+1,2 27,3+2,3 25,3+0,6 26,0+2,6
Dia 14 27,6 +1,2 28,6 +2,0 26,7+0,6 28,7+15

5.3 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL NOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

A Figura 10 apresenta a andlise da média da massa corporal de todos 0s grupos
de camundongos BALB/c avaliados no planejamento experimental, ou seja, 0s
animais infectados com P. berguei nado tratados (Malaria), assim como o0s
contaminados e tratados com extrato de K. pinnata na dose de 10 mg/kg, 100 mg/kg
e 200 mg/kg (Mal + K.P 10 mg, Mal + K.P 100 mg e Mal + K.P 200 mg,
respectivamente), os contaminados e tratados com Artemisinina (Mal + Artemisinina)

e 0 grupo controle, nos periodos do 4°, 7°, 9° e 11° dia.
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Figura 10- Variacdo da massa corporal dos grupos estudados no A) 4°,B) 7°,C) 9° e
D) 11° dias. Cada barra representa a massa, expressa em gramas, dos animais ap0s
a inoculacdo do Plasmodium berghei, nos grupos experimentais G2 Maléria, G3
Artemisinina, G4 K. pinnata 200 mg, G5 K. pinnata 100 mg e G6 K. pinnata 10 mg.
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De forma geral, o grupo controle apresentou massa corporal similar aos demais
grupos. No 4°, 7° e 11° dia o grupo Mal + Artemisinina apresentou uma tendéncia a
maior massa corporal em relacdo aos grupos controle e malaria. J& para os grupos
contaminados com o protozoario da malaria e tratados com K. pinnata, ndo se observa

nenhuma tendéncia a diferencas nas massas registradas.

5.4 TEMPO DE SOBREVIDA DOS ANIMAIS INFECTADOS PELO P. berguei APOS
O TRATAMENTO COM AS DIFERENTES DOSES DE K. pinnata

Pode-se observar que o grupo contaminado e n&o tratado apresentou tempo de
sobrevida médio de 12,6 dias, enquanto que para o grupo controle positivo, tratado
com artemisina, foi de 28,6 dias. Ja os grupos tratados com K. pinnata nas doses de
10, 100 e 200 mg/kg de massa corporal apresentaram tempo de sobrevida médio de,
respectivamente, 26, 27,8 e 28,2 dias, indicando assim a eficiéncia do tratamento com

0 extrato em questéo para a contaminagao por P. berghei.
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A Figura 11 apresenta o tempo de sobrevida dos animais estudados,
contaminados com malaria e tratados com artemisinina e K. pinnata em diferentes

dosagens.

Figura 11- Tempo de sobrevida dos animais. Cada barra representa o tempo,
expresso em dias, de sobrevivéncia dos animais apos a inoculacao do P. berghei, nos
grupos experimentais G2 Malaria, G3 Artemisinina, G4 K. pinnata 200 mg, G5 K.
pinnatal00 mg e G6 K. pinnatal0 mg. *** Representa que houve uma diferenca
significativa (p<0,001) no tempo de vida dos animais dos grupos tratados com
Artemisinina 100 mg, K. pinnata 200 mg, K. pinnata 100 mg e K. pinnatal0 mg quando
comparados ao grupo Malaria (ANOVA, seguido do teste Tukey).
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5.5 DETERMINACAO DA DENSIDADE PARASITARIA E SUPRESSAO
SISTEMICA

A avaliagdo quantitativa do numero de parasitas presentes no sangue durante
os dias 7 e 11 apds a inoculacdo demonstraram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,001) pelo teste de Tukey na porcentagem das médias da densidade

parasitaria do grupo G3 a G6 em rele¢do ao grupo G2.

A Figura 12mostra o impacto do extrato de K. pinnata na parasitemia da malaria
em animais experimentais quando administrado e comparado com o grupo de controle
negativo que foi administrado o placebo, sem extrato, e o grupo controle positivo, onde

foi administrada a artemisinina.
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Figura 12- Evolucéo da parasitemia. Cada ponto representa a média + da densidade
parasitaria de animais pertencentes ao grupo G2 malaria (infectados com Plasmodium
berghei), G3 Mal + artemisinina (tratados com artemisinina 100 mg/kg/dia), G4-G6 Mal
+ K.P 10 mg, Mal + K.P 100 mg e Mal + K.P 200 mg (Tratamento com o extrato da K.
pinnata 10, 100 e 200 mg/kg/dia respectivamente). N=10 niumeros de animais por
grupo. *** Representa a diferenca (p<0,05) da densidade parasitaria do grupo
(Malaria) em relacdo aos grupos (Mal + Artemisinina), (Mal + K.P 10 mg, Mal + K.P
100 mg e Mal + K.P 200 mg, respectivamente).
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Em todas as concentracdes do extrato administrado (10, 100 e 200 mg/g de
massa corporal), a diferenca em relacédo ao controle negativo nos dias 7 e 11 foram
significativas ao nivel p<0,001. N&do houve diferenca significativa na parasitemia da
malaria em relacdo ao controle positivo. A andlise dos dados obtidos apés o
tratamento com extrato mostrou reducao significativa na densidade dos parasitas da
malaria quando a densidade foi comparada com as densidades de maléaria no grupo
controle negativo. Estes resultados demonstram que a parasitemia sanguinea foi
reduzida em todos 0s grupos tratatos em comparagcdo ao grupo que somente foi
infectado com Plasmodium berguei, indicando assim a potencialidade do extrato de
K. pinnata em relacdo ao protozoario em estudo ser equivalente a artemisinina, droga
de reconhecida ac&o anti-maléarica. A supresséo da parasitemia nos grupos tratados
com a K. pinnata no 7° dia, nas doses 10 mg, 100 mg e 200 mg foi de 79,70 %, 84,60

%, 84,7 % respectivamente. O tratamento com a Artemisinina 100 mg promoveu uma
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supressdo de 85,10 %. A supressao da parasitemia nos grupos tratados com a K.
pinnata no 11° dia, nas doses 10 mg, 100 mg e 200 mg foi de 95,40%, 95,40,60%,
95,40% respectivamente. O tratamento com a Artemisinina 100 mg promoveu uma

supresséao de 100%.
5.6 AVALIA(}AO DA GLICOSE PLASMATICA

A Figura 13 demonstra os niveis de glicose sanguinea no 11° dia de tratamento.
Os grupos tratados apresentaram glicemia superior quando comparados ao grupo
malaria. No entanto, somente os grupos tratados com artemisinina e K. pinnata nas
doses de 100 e 200 mg apresentaram resultados estatisticamente significativos
quando comparados ao grupo maléria, demonstrando que a tratamento com extrato

da planta apresenta eficacia terapéutica semelhante a terapia convencional.

Figura 13- Avaliacdo dos niveis séricos de glicose sanguinea. Cada barra
representa média + Desvio padrdo dos niveis de glicose em mg/dL dos animais
analisados no 11° dia de tratamento apds a inoculacdo do P. berghei, nos grupos
experimentais G2 Maléaria, G3 Artemisinina, G4 K. pinnata 200 mg, G5 K. pinnata 100
mg e G6 K. pinnata 10 mg. *** Representa que houve uma diferenca significativa
(p<0,001) e ** diferenca significativa (p< 0,01) nos niveis de glicose dos animais dos
grupos tratados com Artemisinina 100 mg, K. pinnata 200 mg, K. pinnata 100 mg e K.
pinnata 10 mg quando comparados ao grupo Malaria (ANOVA, seguido do teste
Tukey).
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5.7 AVALIACAO DA FUNCAO HEPATICA

Na funcéo hepética é possivel observar uma relagdo inversamente proporcional
na concentracdo de enzimas hepaticas, Alanina Aminotransferase (AST), Aspartato
Aminotransferase (ALT) em relacdo as doses de K. pinnata administradas. Também,
pode-se observar o aumento significativo das concentracdes de AST e ALT do grupo
contaminado e nao tratado (malaria) em relagdo ao grupo controle negativo (ndo
contaminado), indicando assim a intensa alteracdo na funcdo hepética ocasionada

pela contaminag¢do com o protozoario Plasmodium berghei.

Em relacdo a concentracdo de AST, as concentracdes médias apresentadas
foram de 211,6 mg/dL para o grupo controle, 299,4 mg/dL para o grupo malaria, e para
0S grupos tratados que apresentaram resultados estatisticamente diferentes, temos o
controle positivo (maléria + artemisinina) com 122,4 mg/dL e o grupo contaminado
tratado com K. pinnata na concentracdo de 200 mg/kg de massa corporal, com 210
mg/dL de AST. Ja em relac&o a concentracdo de ALT, as concentracfes médias foram
51,1 U/L para o grupo controle negativo e 452,2 U/L para o grupo malaria. Todos 0s
grupos tratados apresentaram concentracoes de ALT estatisticamente menores que
0 grupo malaria, apresentando valores de 137,4 U/L para o grupo tratado com
artemisinina, 129,4 U/L para o tratamento com K. pinnata 10 mg, 106,4 U/L para K.
pinnata 100 mg e 96,8 U/L para K. pinnata 200 mg. A Figura 14 apresenta as

concentragfes das enzimas hepéticas AST e ALT dos animais tratados e néo tratados.
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Figura 14- Concentracdo sanguinea das enzimas hepaticas Alanina
aminotransferase (AST) e Aspartato Aminotransferase (ALT). Cada barra representa
meédia + Desvio padrdo dos niveis de AST em mg/dL e ALT em U/L dos animais
analisados no 11° dia de tratamento apds a inoculacado do P. berghei, nos grupos
experimentais G2 Maléaria, G3 Artemisinina, G4 K. pinnata 200 mg, G5 K. pinnata 100
mg e G6 K. pinnata 10 mg. ### significancia estatistica (p< 0,001), # significancia
estatistica (p< 0,05), ***significancia estatistica (p< 0,001), ** significancia estatistica
(p< 0,01), * significancia estatistica (p< 0,05) nos niveis de AST e ALT dos animais
dos grupos Controle e tratados com Artemisinina 100 mg, K. pinnata 200 mg, K.
pinnata 100 mg e K. pinnatal0 mg quando comparados ao grupo Maléria (ANOVA,
seguido do teste Tukey).
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5.8 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

A funcao renal dos animais estudados, contaminados com P. berghei, tratados
com K. pinnata em diferentes doses e 0s grupos controle, foi avaliada segundo as
concentracbes de creatinina e uréia para verificacdo da acdo do protozoario e do
extrato sobre o funcionamento dos rins, conforme apresentado na Figura 15. Pode-se
observar que o grupo 1 (controle negativo) apresentou niveis médios de creatinina e
uréia (0,8 mg/dL e 62 mg/dL respectivamente) significativamente inferiores aos dos
animais contaminados com P. berghei ndo tratados (1,03 mg/dL para creatinina e 91
mg/dL para uréia), indicando assim que a infec¢do ocasiona alteracéo da funcao renal
dos animais. Para a creatinina, os animais tratados com K. pinnata nas trés diferentes
doses avaliadas apresentaram concentracdes estatisticamente menores (0,58 mg/dL,
0,68 mg/dL e 0,6 mg/dL para 10mg, 100 mg e 200 mg de K. pinnata respectivamente)
que do grupo malaria (1,03 mg/dL), assim como o grupo controle positivo, tratado com
artemisinina (0,78 mg/dL), indicando assim que o extrato foi capaz de manter a
concentracdo dessa substancia, indicativo de manutencdo da funcdo renal. Ja em
relacdo a uréia, apenas 0s grupos tratados com artemisinina (52 mg/dL) e K. pinnata
na concentracdo de 10 mg/kg (73 mg/dL) apresentaram concentracfes médias
estatisticamente menores do que o grupo contaminado e nao tratado (maléria), que
apresentou concentracdo média de 91 mg/dL de uréia.
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Figura 15- Avaliacdo da funcdo renal (concentracdo de creatinina e uréia
sanguineas). Cada barra representa média + Desvio padrdo dos niveis de creatinina
e uréia em mg/dL dos animais analisados no 11° dia de tratamento apés a inoculacao
do P. berghei, nos grupos experimentais G2 Malaria, G3 Artemisinina, G4 K. pinnata
200 mg, G5 K. pinnata 100 mg e G6 K. pinnata 10 mg. ### significancia estatistica (p<
0,001) ***significancia estatistica (p< 0,001), nos niveis de creatinina e uréia dos
animais dos grupos Controle e tratados com Artemisinina 100 mg, K. pinnata 200 mg,
K. pinnata 100 mg e K. pinnatal0 mg quando comparados ao grupo Maléria (ANOVA,
seguido do teste Tukey).
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5.9 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Foram avaliados os parametros hematolégicos dos animais infectados com P.
berghei ndo tratados e tratados com artemisinina e extrato de K. pinnata, 0s quais sao
apresentados na Figura 16. Os eritrécitos, hemoglobinas e plaquetas dos animais
contaminados e néo tratados mostram-se estatisticamente menores que do grupo
controle negativo. Nestes parametros, tanto o grupo tratado com artemisinina como
0s grupos tratados com K. pinnata apresentaram niveis estatisticamente superiores

ao grupo malaria.
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Figura 16- Avaliacdo dos parametros hematoldgicos. Cada barra representa média +
Desvio padrdo dos niveis de eritrocitos (10%/uL), hemoglobinas (g/dL) e plaquetas
(10%/pL) dos animais analisados no 11° dia de tratamento ap6s a inoculacédo do P.
berghei, nos grupos experimentais G2 Malaria, G3 Artemisinina, G4 K. pinnata 200
mg, G5 K. pinnata 100 mg e G6 K. pinnata 10 mg. ### significancia estatistica (p<
0,001), ***significancia estatistica (p< 0,001), ** significancia estatistica (p< 0,01), *
significancia estatistica (p< 0,05) nos niveis de eritrécitos, hemoglobina e plaquetas
dos animais dos grupos Controle e tratados com Artemisinina 100 mg, K. pinnata 200
mg, K. pinnata 100 mg e K. pinnata 10 mg quando comparados ao grupo Maléria
(ANOVA, seguido do teste Tukey).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se que o extrato de K. pinnata pode ser
administrado com seguranca nas doses avaliadas, para o tratamento da malaria,
apresentando eficacia similar a artemisina. Observou-se o incremento do tempo de
sobrevida, assim como supressao parasitaria, controle dos niveis glicémicos e das
funcBes renais e hepatolégicas, e ainda, dos parametros hematoldgicos. Esses
resultados reforcam a ideia da eficacia da espécie vegetal estudada para o tratamento

proposto.

Sabe-se que a K. pinnata € uma planta de uso frequente na medicina popular
em diferentes regiées do mundo, e particularmente na América do Sul. Na literatura,
sdo descritos sua atividade antileshmania, hepatoprotetivo, antimicrobiana,
antidiabético e antinociceptivo (EL ABDELLAOUI et al., 2010). N&o foi encontrado
nenhum trabalho na literatura que descreva a atividade antimalarica do extrato

hidroalcodlico da espécie K. pinnata, o que atribui o ineditismo deste estudo.

A analise quimica da K. pinnata por cromatografia liquida de alta performance
mostrou pelo menos trés picos majoritarios com absorcédo nos comprimentos de onda
254 nm, representando os compostos de anel aromatico, 280 nm representando 0s
compostos de anel aromético com hidroxila e 360 nm representando os flavonoides,
sendo tipicos de absor¢des de compostos fendlicos, dentre os quais pertencem o0s
flavonoides. Os flavonoides sé&o absorvidos em comprimentos de onda de 254, 280 e
360 nm (KUMAR, 2017). Os sinais observados sdo indicativos da presenca de
flavonoides, como por exemplo a quercitrina, kaempferol, eupafolina e palutelina, ja
encontrados na espécie. No intervalo de tempos de retencdo entre 11,88 min e 12,67
min, onde para o pico majoritario, foram observadas absor¢cdo UV-Vis em 326 e 338
nm correspondentes aos picos presentes no extrato, indica-se também que essas
substancias sdo altamente hidroxiladas e consecutivamente de alta polaridade.
Observa-se que a partir da taxa de variacdo do solvente B, 0s picos apresentaram
mais interacdo com a fase movel que estava em 75% de agua e 25% de solvente
organico, corroborando com a sugestdo de serem substancias pertencentes as
classes dos flavonoides. A analise quantitativa de compostos flavonoides totais a partir

da curva de calibracdo revela que em relagdo aos compostos da K. pinnata, os
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flavonoides expressos como rutina representam 4,116% da concentragcdao no extrato

utilizado.

Diante dos resultados do gradiente exploratério do extrato hidroalcodlico e
avaliacdo por curva de calibragdo de compostos fendlicos, indica-se a presenca de
flavonoides, dos quais podemos sugerir os flavonoides quercitrina, kaempferol,
eupafolina, palutelina e rutina, pois ja existem relatos na literatura da presenca dessas
estruturas na espécie. O flavonoide rutina € reconhecido pelo seu efeito antimalarico,
como descrito no estudo de Shitlani et al. (2016), onde este composto foi avaliado in
vivo contra P. falciparum e in vitro contra P. berghei, demonstrando boa eficacia

antiplasmadica.

Em avaliagdo fitoquimica efetuada em estudos anteriores, mostrou-se a
presenca de esterdides, terpendides, flavonoides, fendlicos, taninos, alcaloides,
glicosideos, carboidratos e proteinas, além de acido siringico, acido caféico, acido 4-
hidroxi-3-metdxi cindmico, acido 4-hidréxi benzoico, acido p-hidroxi cinamico, acido p-
cumarico, acido ferulico, acido protocatéico e fosfoenolpiruvato nas partes aéreas e
astragalino, 3,8-dimetoxi-4,5,7-trihidroxiflavona, friedelina, epigalocatequi-3-o-
siringato, luteolina, rutina, canferol, quercetina, quercetina-3L-raminosideo-L-arabino
furanosideo, quercetina-3-O-diarabinosideo e canferol-3-glucosideo (PRASAD et al.,
2012; FERNANDES et al., 2016; EL ABDELLAOUI et al., 2010).

Fernandes et al. (2016) relata que no extrato hidroetandlico das folhas de K.
pinnata os compostos identificados por cromatografia gasosa de alta eficiéncia com
detector de massa foram principalmente flavonoides-O-glicosideos. As agliconas
identificadas foram flavona eupafolina e flavonol patuletina, quercetina e canferol, e
0S agucares conjugados com essas estruturas foram hexoses (como glicose),
pentoses (como arabinose) e dedxi-hexose (como ramnose).

Em relacdo a toxicidade aguda do extrato da K. pinnata em camundongos
BALB/c, ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliem sua toxicidade
aguda, assim como, para plantas do mesmo género, neste sentido, este trabalho vem
corroborar para a elucidacdo da toxicidade aguda desta espécie, segundo o protocolo
OCDE-423/2001, que otimiza o uso de amimais de experimentacao e permite que 0s
préximos estudos de toxicidade para plantas do género Kalanchoe, que compreende
aproximadamente 125 espécies, possa ja se iniciar com a dose 2000 mg/kg,

dispensando a necessidade de teste de toxicidade aguda nas doses de 5 mg/kg, 50
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mg/kg, 300 mg/kg, que sdo as dose iniciais estabelecidas no referido protocolo.
Segundo os critérios de classificacdo estabelecidos pelo protocolo, o extrato da K.
pinnata foi classificado com baixa grau de toxicidade aguda, com dose toxica superior
a 2.000 mg/kg, o que permitiu a determinacéo das doses testadas no presente estudo.

Em relagédo a dados disponiveis na literatura sobre a toxicidade aguda de extrato
de K. pinnata, Sousa et al. (2005) relatam que em testes na faixa de 100 a 8000 mg/kg,
nao houve mortes dos camundongos testados, sugerindo alto grau de seguranca para
0 extrato em questdo. Segundo Al-Snafi (2013) o extrato aquoso e metandlico de K.
pinnata ndo é toxico oralmente em doses superiores a 3000 mg/kg de massa corporal
em ratos e camundongos. Doses de 2000 mg/kg de massa corporal de ratos por
administracdo oral durante 35 dias ndo causaram alteracdes histoldégicas nos rins,
coracao e baco. Ainda, ndo se observou nenhuma alteracdo na massa corporal e nos
parametros hematolégicos e bioquimicos, e também ndo houve nenhuma morte em
uma dose aguda méaxima de 5000 mg/kg de massa corporal (AL-SNAFI, 2013). Ja em
relacdo a outras espécies do mesmo género, como em estudos avaliando a toxicidade
de extrato de Kalanchoe integra em camundongos, foi determinado DL50 de 230
mg/kg (VARMA et al., 1979). Extrato de Kalanchoe brasiliensis ndo apresentaram
efeito letal em camundongos por administragao intraperitoneal em doses de 250 mg a
5000 mg/kg em um periodo de 14 dias, periodo no qual também néo foi observada
perda de peso (MOURAO et al., 1999).

Os animais tratados com K. pinnata apresentaram tempo de sobrevida
comparavel aos animais tratados com o antimalarico padrdo artemisinina para as trés
doses testadas, também ndo ha relatado na literatura de estudos que avaliem o tempo
de sobrevida de camundongos contaminados por P. berghei e tratados com plantas
do mesmo género ou a espécie deste presente estudo. Entretanto, o tempo de
sobrevida demonstrado em nosso trabalho corrobora com o estudo de Somsak et al.
(2015) em contaminados por P. berghei e tratados com extrato aquoso de Tinospora
crispa, onde encontraram tempo de sobrevida de 12 dias para os animais nao
tratados, bastante similar ao valor encontrado em nosso estudo. Souza et al. (2017),
em seu estudo com camundongos infectados por P. berghei nao tratados
apresentaram tempo de sobrevida de 14 dias, enquanto os animais tratados com

Oleoresina de C. reticulata apresentaram tempo de sobrevida similar aqueles tratados



68

com o farmaco artemisinina, de 28 dias, o que reporta comportamento bastante

semelhante ao presente estudo em relacdo ao tempo de sobrevida pés tratamento.

Em relacdo a parasitemia, o tratamento com extrato de K. pinnata mostrou
reducdo na densidade dos parasitas da malaria quando esta foi comparada com as
densidades de Plasmodium berguei no grupo controle negativo. A parasitemia
sanguinea foi reduzida em todos os grupos tratados em comparacao ao grupo que
somente foi infectado com Plasmodium berguei, demosntrando que o extrato de K.
pinnata consegue destruir o parasita, resultado muito promissor, e que podemos
associar ao resultados posteriores, que certamente tem efeito direto desta acédo. Os
resultados obtidos neste estudo apresentam diferencas em relacdo ao estudo de
Abubakar et al. (2014), onde foram avaliados a agdo dos extratos aquosos de K.
pinnata e Aloe barbadensis (separadamente e em acao sinérgica) em concentracdes
de 10! a 10° mg/mL , administrados 5 mL oralmente em camundongos albinos
contaminados com P. berghei, onde foi observado que o extrato aquoso de K. pinnata
isoladamente ndo apresentou acdo contra 0 protozoario, apenas quando combinado
com o extrato de Aloe barbadensis. Possivelmente, a diferenca da acéo da K. pinnata
do presente estudo em relagcéo ao citado deve-se a menor concentracéo do extrato e
ao fato desse ser aquoso, diferentemente do presente estudo, hidroalcdolico, que
permite a extracdo de diferentes substancias presentes na planta. Porém, em estudo
de Da Silva et al. (1995) o extrato aquoso de K. pinnata demonstrou potencial acao
contra a infeccdo por Leishmania amazonenses, onde o extrato administrado
oralmente em doses de 8 mg em camundongos albinos preveniu o crescimento dos
parasitas, com efeito comparado ao da droga antileshmania glucantina, o que indica
que em doses adequadas, tanto o extrato etanélico quanto aquoso apresentam acao
contra diversos parasitas. Também, em estudo de Souza et al. (2017) utilizando o
Oleoresina de Copaifera reticulata para tratamento da malaria por P. berguei, os
resultados foram bastante semelhantes, com reducdo da parasitemia em niveis

semelhantes ao do controle positivo (artemisinina).

Um dos parametros analisados nos animais infectados pelo plasmodium e que
desenvolveram o quadro de malaria foi o nivel de glicose. De acordo com Gomes et
al. (2011), de Sousa et al. (2017) e Ghosh et al. (2018), a taxa de glicose no sangue
esta diretamente relacionada com a densidade parasitaria, uma vez que 0s niveis

glicémicos tendem a permanecer baixos durante a infeccdo por malaria, devido ao
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consumo de glicose pelo parasita e as possiveis alteracdes hepaticas e renais que
prejudicam a glicogénese.

No presente estudo, os grupos tratados com K. pinnata ou artemisina
apresentaram glicemia superior em comparacdo ao grupo malaria, onde 0s grupos
tratados com artemisinina e Kalanchoe pinnata nas doses de 100 e 200 mg
apresentaram resultados estatisticamente significativos. Segundo Ghosh et al. (2018),
um dos principais efeitos da infec¢do por malaria é a hipoglicemia. O Plasmodium spp.
necessita de enzimas neoglucogénicas e sao, portanto, dependentes da absor¢cao de
glicose do hospedeiro. Como resultado, a utilizacdo de glicose é alterada
significativamente no hospedeiro. Teoricamente, 0 aumento do consumo de glicose
em um individuo com malaria, pode ser devido ao aumento do consumo pelo individuo
ou aumento do consumo pelo parasita, ou a uma combinacdo de ambos. A glicose é
o combustivel obrigatério do Plasmodium e eritrocitos parasitados consumem até 30
a 75 vezes mais glicose do que contrapartes ndo infectadas. Na malaria em
camundongos, a hipoglicemia é de fato correlacionada com hiperparasitemia (> 50%),
mas também esté correlacionada com hiperinsulinemia, fazendo com que conclusdes
sobre o efeito do consumo da glicose pelo parasita na glicose plasmatica sejam
impossiveis. O consumo por parte dos parasitas € considerado um "fator contribuinte"
ao invés de "fator causal" da hipoglicemia por causa da grande diferenca na demanda
de glicose entre os parasitas e o paciente gravemente doente e febril. No hospedeiro,
as altas demandas metabdlicas da doenca febril aumentam a necessidade de glicose.
Sabe-se gue a taxa de depuracéo da glicose aumenta em 40-70% na maléria grave,

mas apenas 20% na malaria falciparum sem complicagdes (Thien et al., 2006).

Em estudo de de Sousa et al. (2017) em camundongos contaminados por P.
berghei apresentaram diminuicdo nos niveis glicémicos quando ndo tratados, assim
como os resultados reportados no presente estudo. Também, o tratamento com a
resina de C. reticulata foi eficiente na manutencdo da concentracdo glicémica em
niveis semelhantes a artemisinina, apresentando também comportamento bastante

similar ao observado em nosso trabalho.

Também, outros danos podem ser ocasionados pela infec¢éo pela malaria, como
os problemas hepaticos. Na avaliagcdo dos parametros hepaticos, foi observado que
0S grupos tratados com artemisina e K. pinnata apresentaram valores estatisticamente

inferiores aos do grupo contaminado e ndo tratado. Ndo ha portanto, relatos na
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literatura de estudos que avaliem parametros hepéaticos de camundongos tratados

com extratos de K. pinnata em relacéo a infeccéo por P. berghei.

Diversos estudos relatam os danos hepaticos ocasionados pelo P. berghei em
modelo murino. Haque et al. (2011) avaliaram os danos hepaticos ocasionados pelo
P. berghei em camundongos C57BL/6 nos dias 4, 5 e 6 ap0ds a infeccéo e reportaram
que apesar de os animais ainda ndo apresentarem danos cerebrais, como sao
esperados na infeccao por essa espécie do protozoario, estes ja apresentavam danos
hepaticos, com elevacdo dos niveis de AST e ALT. Scaccabarozzi et al. (2018)
compararam os danos hepaticos ocasionados por P. berghei e P. chabaudi. Nos
figados de camundongos infectados com P. berghei, tanto os parasitas quanto a
hemozoina acumularam-se em maior extensdo do que nos figados de camundongos
infectados por P. chabaudi, embora no ultima a hepatomegalia fosse mais evidente
(SCACCABAROZZI et al., 2011). Enzimas hepaticas foram aumentados em ambos 0s
modelos. Além disso, em camundongos infectados com P. berghei, houve aumento
da peroxidacao lipidica, acumulo de triglicerideos, comprometimento de enzimas
antioxidantes e maior deposicédo de colageno (SCACCABAROZZI et al., 2011). Em
estudo de de Souza et al. (2017), foi observado também que a infeccdo de
camundongos por P. berghei ocasionou aumento dos niveis de AST e ALT, os quais
foram diminuidos no tratamento com resina de C. reticulata de forma semelhante a

artemisinina.

O envolvimento hepético em casos de infeccdo por malaria € um fato bem
reconhecido. A disfuncédo hepatocelular da malaria é caracterizada por um aumento
nos niveis séricos de bilirrubina e aminotransferases, excedendo até trés vezes o
limite superior dos valores normais. A hepatopatia malarica esta associada a uma
maior incidéncia de malaria cerebral, sindrome do desconforto respiratério agudo e
lesdo renal aguda. Suspeita-se que a hepatopatia malarica esta relacionada a
ativacao de macrofagos hepéticos que fagocitam hemécias ou hemacias parasitadas
Necrose hepatocitica focal, colestase e lesGes granulomatosas também séo relatados.
Em pacientes com malaria com ictericia, alteracdes histopatologicas na forma de
hepatdécitos danificados, congestdo de células hepéticas, deposi¢cdo de hemozoina,
infiltrados inflamatérios e colestase foram demonstradas, bem como células
hiperplasicas de Kupffer (SCACCABAROZZI et al., 2018).
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Em relacdo a acdo do Kalanchoe pinnata, Torres-Santos et al. (2003) relatam
que camundongos foram usados para determinagdo dos parametros toxicoldgicos
dessa espécie de planta na dosagem de 16 mg de extrato por dia, a qual foi
comparada com Glucantime. Foi observado que AST e ALT dos animais tratados com
K. pinnata mantiveram-se muito proximos ao grupo controle, enquanto o grupo tratado
com Glucantime apresentou niveis muito elevados das enzimas hepaticas,
demonstrando a baixa toxicidade do extrato. Também Ghasi et al. (2011) avaliaram a
acao de K. pinnata em coelhos tratados por 4 semanas com 150 mg/kg de massa
corporal e identificaram que nao houve diferenga estatisticamente significante entre o

grupo tratado e o grupo controle, indicando assim a seguranca do uso do extrato.

Assim, considerando que a infeccdo pelo Plasmodium berghei ocasiona
aumento dos niveis das enzimas hepéticas AST e ALT, além de outros possiveis
danos hepéticos, porém, nossos dados demonstram que o tratamento com extrato de

K. pinnata manteve o0s niveis de tais enzinas em valores normais.

Sabe-se que o desenvolvimento da malaria coincide com a acumulacado dos
parasitas em diferentes 6rgdos como coracdo, pulmdes, baco, figado, trato
gastrointestinal e rins. Um alto nivel de creatinina plasmatica € um dos principais
fatores associados com a mortalidade em organismos infectados com Plasmodium,
indicando que o comprometimento da funcéo renal € um grande fator de risco para
esses pacientes infectados com malaria. Foi proposto que a lesdo renal depende da
citoaderéncia dos eritrocitos infectados a microvasculatura e a resposta imune do
hospedeiro, que desempenham um papel no dano tubular e glomerular,
respectivamente (ABREU et al., 2014).

Foi observado neste estudo que os animais tratados com artemisina ou K.
pinnata apresentaram niveis de uréia e creatinina inferiores aquele grupo contaminado
e nao tratado, semelhantes ao grupo controle. Assim, os resultados apresentados
estdo de acordo com os dados reportados por Abreu et al. (2014), onde camundongos
infectados com P. berghei apresentaram aumento no nivel de creatinina e uréia
plasmatica apds 5 dias de infecgcdo. Ja em relacéo a agdo do extrato, pode-se verificar
que o uso da dose de 10 mg/kg de massa corporal apresentou comportamento
semelhante aos resultados relatados por Torres-Santos et al. (2003), onde
camundongos tratados com 16 mg/dia de extrato de K. pinnata n&do indicaram
aumento no nivel de uréia devido ao tratamento. Em estudo de Ghasi et al. (2011)
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utilizando extrato de K. pinnata na dose de 150 mg/kg em coelhos por 4 semanas, foi
observado uma diminuicdo nos niveis de creatinina e uréia em comparacdo aos
animais que nao receberam tratamento. Portanto, considerando-se os resultados
obtidos, pode-se verificar que além da eficiéncia em relacédo ao controle da infeccéo
do P. berghei, o extrato de K. pinnata ndo induz a danos renais nos animais tratados,
indicando sua seguranca. de Souza et al. (2017), demonstraram que o tratamento com
C. reticulata de camundongos infectados por P. berghei, reportaram resultados
bastante similares, onde todas as concentracdes de C. reticulata testadas foram
eficientes na diminuigdo dos niveis de creatinina, porém, o tratamento na dose mais
baixa da resina ndo foi eficiente na diminuicdo do nivel de uréia assim como a
artemisinina, e sugerem que o 6leo contribui para um aumento da microcirculacao,
reducdo da citoaderéncia dos eritrécitos com diminuicdo significatia da parasitemia,

de forma analoga podemos dizer sobre nossos resultados com o extrato de K. pinnata.

Alguns dos principais sintomas nas infeccbes por malaria sdo anemia,
trombocitopenia e leucocitose. Pacientes com malaria desenvolvem complicacdes
hematoldgicas e alteracbes em parametros bioquimicos. As manifestacdes da maléria
sdo resultadas da infeccdo dos glébulos vermelhos pelas formas assexuadas do
parasita Plasmodium, a qual faz da malaria uma potencial doenca multissistémica
porque todos os érgdos do corpo dependem do sangue para 0 seu metabolismo. A
infeccdo de glébulos vermelhos por parasitas da malaria pode levar a modificacdes
estruturais, bioguimicas e fisiolégicas das células vermelhas do sangue, portanto,
resultando em alguns sintomas de risco de vida. Além disso, os parasitas da maléaria
atacam os glébulos vermelhos causando suas lises 0 que pode resultar na reducéo
do nivel de hemoglobina e volume das células. Varios fatores fisiopatoldgicos como
densidade do parasita; toxinas da malaria e resposta inflamatoria; citoaderéncia;
alteracéo, deformabilidade e fragilidade de eritrécitos parasitados; leséo e disfungéo
da ativacdo endotelial e alteracdo na trombostase podem estar envolvidos no

desenvolvimento de maléria grave (Asanga et al., 2017).

Os resultados aqui apresentados, onde eritrécitos, hemoglobinas e plaquetas
dos animais contaminados e nao tratados apresentam-se inferiores ao grupo controle
negativo, e o grupo tratado com artemisinina como 0s grupos tratados com K. pinnata
apresentaram niveis superiores ao grupo maléaria, demonstram que o o extrato de K.

pinnata aprenta a capacidade de impedir a destruicdo destas celulas, possivelmente
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devido a sua capacidade de destruir o P. berghei demonstrado na avaliacdo
quantitativa do numero de parasitas presentes no sangue durante os dias 7 e 11 apés
a inoculacdo que demonstraram diferencas estatisticamente significativas na
porcentagem das médias da densidade parasitaria. Possivelmente, essa capacidade
de reduzir a parasitemia deve-se a acdo dos compostos antioxidantes presentes no
extrato, visto que o Plasmodium sp é muito sensivel ao estresse oxidativo, ou seja,
eles sd@o suscetiveis a radicais livres e oxidantes. Um agente que exibe alta
capacidade antioxidante pode promover um aumento da capacidade antioxidante total
do hospedeiro e diminuicdo da peroxidacdo lipidica, alteracdes que estédo
correlacionadas a reducdo significativa da parasitemia. Nosso resultados sé&o
semelhantes aos obtidos por Olutayo et al. (2013), que estudou camundongos
infectados por P. berghei e tratados com artesunato como controle positivo e tratados
com extrato de Anogeissus leiocapus por via oral. Tais pesquisadores observaram que
a concentracdo de hemoglobina e eritrocitos no grupo contaminado e ndo tratado foi
inferior ao grupo ndo contaminado, e que apenas 0 grupo controle positivo (tratado
com artesunato) apresentou diferenca estatistica em relagéo ao grupo contaminado e
nao tratado, indicando que no caso, 0 extrato em questdo nao apresentou resultados
significativos no controle da anemia provocada pelo P. berghei. Também neste estudo
citado, a concentracao de plaquetas do grupo contaminado e ndo tratado apresentou-
se superior ao grupo controle. Porém, quando comparados os niveis de plaquetas dos
grupos tratados em relacdo ao grupo ndo tratado, ndo se observou diferenca
significativa para o grupo artesunato, enquanto o grupo tratado com a maior dose de
extrato de Anogeissus leiocapus apresentou trombocitose ainda mais elevada que no
grupo malaria, diferentemente do presente estudo, onde o extrato de K. pinnata

possibilitou o controle dos niveis plaquetérios.
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7 CONCLUSOES

Considerando-se o0s resultados obtidos no presente estudo, pode-se
compreender que o extrato hidroalcoolico de folhas de K. pinnata apresenta dentre

seus compostos quimicos, a rutina, com atividade antiplasmadica reconhecida.

No estudo in vivo em camundongos, o extrato K. pinnata se mostrou seguro para

a funcdo proposta em doses de até 2000 mg/kg de massa corporal.

O tempo de sobrevida aumentou de aproximadamente 12 dias para 0s animais
contaminados néo tratados para cerca de 28 dias para os animais tratados com extrato

de K. pinnata.

Em relacéo a evolucdo da parasitemia, foi observado que o extrato de K. pinnata
nas trés doses estudadas apresentou efichAcia compardvel a da artemisinina,

diminuindo de forma significativa a densidade do parasita P. berguei.

Para os animais infectados pelo P. berghei, os quais apresentaram diminuicao
nos niveis glicémicos, o extrato de K. pinnata foi capaz de aumentar significativamente
tais niveis, de forma semelhante ao farmaco artemisina. Os niveis glicémicos, para os
animais infectados, foram inversamente proporcionais a parasitemia, porém o extrato
de K. pinnata foi capaz de reduzir a parasitemia e elevar os niveis glicémicos a

normalidade.

Em relacdo aos parametros hematolégicos, os animais contaminados com P.
berghei e tratados com extrato de K. pinnata apresentaram niveis estatisticamente
superiores de eritrocitos, hemoglobinas e plaguetas em comparacdo aos animais
contaminados e nao tratados, que apresentaram diminuicdo dos parametros

hematolégicos avaliados.

Também foi observado que o extrato de K. pinnata diminui os danos hepéaticos
ocasionados pela contaminacdo com o P. berghei de forma similar a observada com
a artemisinina, mantendo-se os indices de Alanina Aminotransferase e Aspartato

Aminotransferase dentro dos valores observados pelo grupo ndo contaminado.

O extrato de K. pinnata possibilitou a manutencao dos niveis de uréia e creatinina

semelhantes ao grupo controle negativo e inferiores ao grupo contaminado e néo
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tratado, indicando assim a eficiéncia do extrato proposto na protecdo renal contra a
acao do P. berghei.

Assim, o extrato de K. pinnata apresentou resultados promissores no tratamento
da malaria em camundongos. Considerando-se o desenvolvimento de resisténcia aos
medicamentos antimalaricos mais comuns, o estudo in vivo em modelo murino
possibilitou a compreensao dos efeitos do extrato estudado em relacéo a atividade
antiplasmaodica, possivelmente devido ao potencial antioxidante dos compostos
fendlicos presentes e demonstrou a sua baixa toxicidade aguda, indicando assim que
tal extrato se apresenta como potencial alternativa para novas pesquisas que

possibilite o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da malaria.
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