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RESUMO

SILVA, T. L. Avaliacdo da toxicidade e estudo da atividade do extrato etandlico
seco dos bulbos de Eleutherine plicata Herb (Iridaceae) sobre alguns
parametros do estresse oxidativo na malaria experimental in vivo. 2012. 113 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Farmécia, Universidade Ferderal do Pard,
Belém, 2012.

A malaria, considerada uma das doencas parasitarias mais graves e complexas,
atinge principalmente as regides tropicais e subtropicais do mundo. O parasito da
maléria é altamente suscetivel as variagées oxidativas, que podem estar envolvidas
nas complicacbes das formas graves da doenca, bem como na resolugcdo da
mesma. Plantas do género Eleutherine sdo ricas em compostos naftoquinénicos e
derivados, os quais apresentam envolvimento comprovado em parametros do
estresse oxidativo. Desta maneira, se propde neste trabalho a avaliagdo da toxidade,
bem como a verificacdo do envolvimento do extrato etandlico de Eleutherine plicata
nas variacdes oxidativas presentes na malaria. Foram realizados testes de
citotoxicidade pelo método do MTT, toxicidade preliminar em Artemia salina e o teste
de toxicidade aguda oral e toxicidade subcronica de 36 dias (em camundongos
Swiss) de acordo com o protocolo modificado adotado pela OECD. Também foi feita
a avaliacdo da atividade deste extrato sobre parametros oxidativos em modelo de
malaria murina. Apés inoculacdo do parasito, os animais foram mantidos por até
cinco dias e submetidos a eutanasia apds este periodo para retirada do cérebro e
pulméo a fim de serem realizados os seguintes ensaios: Capacidade Antioxidante
Equivalente ao Trolox (TEAC), Malondialdeido (MDA), além da parasitemia
sanguinea. Os resultados dos ensaios de toxicidade indicam que o extrato possui
baixa toxicidade e o ensaio em malaria murina demonstrou que o extrato foi capaz
de reduzir a parasitemia, além de sugerir que esta atividade tem relagdo com um

possivel efeito pro-oxidante.

Palavras chave: Eleutherine plicata; Marupazinho; Malaria; Estresse Oxidativo;

Toxicidade.



ABSTRACT

SILVA, T. L. Toxicity evaluation and study of Eleutherine plicata Herb
(Iridaceae) bulbs dry ethanolic extract over some parameters of oxidative
stress on malaria in vivo. 2012. 113 f. Dissertation (Master's Degree) — Faculdade

de Farmacia, Universidade Federal do Para, Belém, 2012.

Malaria, which is considered one of the most grave and complex parasitic diseases,
occurs mainly tropical and subtropical regions of the world. Malaria’s parasite is
highly susceptible to oxidative variations, which can be both involved on the
disease’s complications or in its resolution. Plants of Eleutherine genre are rich in
naphtoquinones and its derivates, which have comprovated envoviment on oxdative
stress parameters. Said so, it is proposed in this study the toxicity evaluation and the
observation of the evolvement of Eleutherine plicata etnanolic extract in the oxidative
variations present on malaria. Citotoxicity tests, toxicity tests on Artemia salina, acute
and 36 day subcronic toxicity tests accordingly with OECD were made. After that, the
evaluation of the extract activity over oxidative parameters on murine malaria was
made. The animals were inoculated with the parasite and maintained for five days,
and, after that, euthanatized for the extraction of its brain and lungs, for the execution
of the following assays: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC),
Malondialdehyde (MDA); it was preparade a blood smear for the observation of the
animals parasitemia. The toxicity assays indicate that the extract has low toxicity, and
the murine malaria assay demonstrated that the extract was able to reduce the
parasitemia, and suggests that this activity has relation with a possible pro-oxidant

effect.

Keywords: Eleutherine plicata; Marupazinho; Malaria; Oxidative Stress; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 MALARIA

A malaria, também conhecida como paludismo, maleita ou sezdo, foi
primeiramente citada por Hipocrates, durante a era pré-cristda, o qual descreveu suas
caracteristicas de ocorréncia sazonal e de febre com padrao paroxistico e intermitente.
A doenca € uma parasitose, que pode apresentar manifestacbes agudas ou crénicas,
causada por protozoarios do género Plasmodium. Esta doenca pode atingir pessoas de
todas as idades e é transmitida pelas fémeas dos mosquitos do género Anopheles,
durante o repasto sanguineo gque realizam para 0 amadurecimento dos seus OVarios.
Além disso, a malaria pode ser transmitida de forma induzida, através de transfuséo
sanguinea com sangue contaminado, ou com utilizacdo de seringas com agulhas
contaminadas (BRAGA, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Existem cerca de 150 espécies de parasitas causadoras desta enfermidade em
diferentes hospedeiros vertebrados, sendo cinco delas capazes de transmitir a doenca
em humanos: Plasmodium vivax, a espécie mais difundida pelo mundo, P. malariae, P.
ovale, que ocorre apenas em regides restritas do continente africano, P. knowlesi e P.
falciparum, sendo este ultimo capaz de desencadear as formas graves da doenca:
malaria cerebral e pulmonar (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011, BRAGA, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Mulheres gravidas, além de estarem em risco de desenvolver as formas
severas, podem vir a apresentar aborto espontaneo, nascimento prematuro ou morte da
crianca ao nascer. A doenca ainda é a causa da anemia materna severa, responsavel
por volta de um terco dos casos reversiveis de bebés que nascem abaixo do peso.
(BRAGA, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010, 2011).

Quase metade da populacdo mundial esta em situacdo de risco de contrair a
doenca, levando ao surgimento de 300 a 500 milhdes de novos casos e
aproximadamente um milhdo de mortes por ano. Na Africa, uma em cada quatro
criangas morrem devido a doenca e estima-se que a cada trés segundos, uma morra de
maléria. Ainda, a enfermidade é a causa da morte de mais de 10 mil gravidas e por

volta de 200 mil infantes no continente. No Brasil, 99% dos casos da enfermidade se
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concentram na regido amazonica, sendo esta considerada a regido endémica do pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O inicio da infeccéo ocorre quando a forma esporozoita infectante do parasita é
inoculada nos seres humanos pelo mosquito durante o repasto sanguineo. Uma vez
alcancada a corrente sanguinea, 0s esporozoitos migram pelo corpo até atingirem os
hepatocitos, onde se inicia 0 processo de desenvolvimento parasitario, cerca de 30
minutos apés a infeccdo. ApOs a invasdo dos hepatdcitos, 0s esporozoitos se
diferenciam em trofozoitos pré-eritrociticos, que multiplicam-se por reproducéo
assexuada do tipo esquizogonia, dando origem aos esquizontes teciduais e,
posteriormente milhares de merozoitos que invadirdo os eritrocitos. Esta primeira fase
do ciclo é denominada exo-eritrocitica, pré-eritrocitica ou tissular e precede o ciclo
sanguineo do parasita (BRAGA, 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito ingere as formas sanguineas
do parasita, mas somente os gametoécitos serdo capazes de continuar a evolucdo no
inseto. No intestino médio do mosquito, fatores como a temperatura e aumento pH
estimulam o processo de gametogénese, no qual os gametocitos se transformam em
gametas extracelulares em poucos minutos apds a ingestdo do sangue. O gametocito
feminino torna-se o macrogameta e o0 gametdcito masculino, por um processo
denominado exflagelacéo, da origem a oito microgametas. Em torno de 30 minutos, um
macrogameta sera fecundado por um microgameta, formando um ovo, ou zigoto e apés
24 horas esse zigoto passa a movimentar-se por contragbes do corpo, sendo
denominado oocineto. Ao atingir a parede do intestino médio, este se encista na
camada epitelial do 6rgéo, passando a se chamar oocisto.

Tem inicio, entdo o processo de divisdo esporogbnica e, apdés um periodo que
varia de 9 a 14 dias, ocorre a ruptura da parede do oocisto, liberando os esporozoitos
formados durante o processo de esporogonia. Estes serdo entdo disseminados pelo
corpo do vetor até que atinjam as glandulas salivares. Com o repasto sanguineo, estes
esporozoitos serdo injetados no hospedeiro vertebrado, reiniciando ciclo biologico,
conforme descrito na Figura 1 (BRAGA, 2005).
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Figura 1: Ciclo biolégico do parasita da maléria.Fonte: Franga et al. 2008.

O Desenvolvimento nas células do figado requer em torno de uma semana para
P. falciparum e P. vivax e cerca de duas semanas para P. malariae. Nas infeccdes
causadas por P. vivax e P. ovale, 0 mosquito vetor inocula populacdes de esporozoitos
geneticamente diferentes: algumas se desenvolvem rapidamente, causando as
manifestacfes normais da doenca, enquanto outras ficam em estado de laténcia nos
hepatocitos, sendo estas chamadas de hipnozoitos. Estas formas sédo responsaveis
pelas recidivas tardias da doenca, que podem ocorrer em periodos variaveis de
incubacdo, em geral cerca de seis meses para a maioria das cepas de P. vivax
(BRAGA, 2005).

Com a invasdo dos merozoitos nos eritrocitos, inicia-se o ciclo eritrocitico. O P.
vivax invade apenas reticulécitos, o P. falciparum invade hemécias de todas as idades e
o P. malariae tende a invadir heméacias maduras. O desenvolvimento intra-eritrocitico do
parasita ocorre por esquizogonia, semelhante a que ocorre nos hepatdcitos, com
consequente formacdo de novos merozoitos que invadiram novos eritrécitos. E no
momento da lise dos eritrocitos, seguida pela liberacdo de merozoitos, de residuos
celulares e de endopirdgenos e exopirdgenos, que ocorre 0s sintomas tipicos de febre
na malaria (BRAGA, 2005).

A doenga € caracterizada por febre alta, de até 41°, acompanhada de calafrios e
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tremores, suor, cefaléia, que ocorrem em padrdes ciclicos e agudos, dependendo da
espécie do parasito: 48 horas para P. falciparum e P. vivax - malaria terca - e 72 horas
para P. malarie - malaria quarta (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Durante a fase eritrocitica do P. falciparum, os trofozoitos aumentam a
viscosidade dos eritrécitos, por causarem modificacbes na superficie da célula
parasitada que permitem a sua adesdo a parede endotelial dos capilares (LUSE e
MILLER, 1971). Este aumento da viscosidade das hemacias parece ser responsavel
pela obstrucdo de vasos sanguineos, principalmente dos capilares renais (0 que
provoca a insuficiéncia renal aguda nos portadores da doenga), dos capilares
pulmonares (que pode provocar transudacao alveolar) e dos capilares cerebrais (PHIRI
et al., 2009).

Este fendmeno, denominado de citoaderéncia vascular, € mediado por proteinas
do parasito expressas na superficie da célula vermelha infectada, tais como a proteina 1
de membrana do eritrocito do P. falciparum (PfEMP1). A expressdo de tais proteinas
permite que hemacias parasitadas se liguem a diferentes moléculas do hospedeiro
localizadas no endotélio vascular, tais como a molécula de adeséo intercelular tipo 1
(ICAM-1), a molécula de adesdo a células endoteliais de plaquetas (PECAM), a
molécula de adesdo a células vasculares (VECAM), o acido hialurénico, o sulfato de
heparina e outras, interrompendo o fluxo sanguineo e causando o comprometimento do
orgéo irrigado pelos vasos obstruidos (PETTERSSON et al., 2005).

A malaria causada pelo P. berghei afeta roedores, e s&o modelos experimentais
ideais para o estudo da malaria, para orientacdo de possiveis estudos com pacientes.
Os animais infectados pelo P. berghei apresentam um quadro clinico semelhante a
infeccao pelo P. falciparum, e, com muita frequéncia, o hospedeiro pode ter danos de
orgaos, como pulmdes, cérebro, figado e baco, complicacdes semelhantes aquelas que
ocorrem na maléria grave.

Nesse sentido, entre as complicagOes graves causadas pelo P. falciparum, se
destaca o comprometimento pulmonar, caracterizado, principalmente pela presenca de
edema pulmonar agudo que se desenvolve em cerca de um ter¢co dos casos fatais de
malaria; e a malaria cerebral, que é a manifestacao mais grave. (BRAGA, 2005).

Os principais sintomas da malaria cerebral sdo: forte cefaléia, hipertermia, vomitos,
sonoléncia e convulsdes (principalmente em criangas).

Existem duas grandes teorias para explicar a patogénese da malaria cerebral

humana. A teoria da obstrucdo mecanica sugere que a malaria cerebral € consequéncia
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direta do sequestro dos eritrocitos, que acarreta obstrucdo do fluxo cerebral e
conseqguente hipoxia cerebral (BERENDT et al.,, 1994). Por outro lado, a teoria da
inflamacdo sugere que a malaria cerebral é resultado de uma resposta imune
exacerbada, na qual citocinas, especialmente o fator de necrose tumoral a (TNF-a), o
interferon y (IFN-y) e interleucina 12 (IL-12), apresentam papel central no processo
(CLARK e ROCKETT, 1994). O mérito relativo destas duas teorias tem sido
extensivamente debatido, com um consenso em considerar uma hipotese conciliatéria
(JOHN et al., 2008), onde, maléria cerebral resulte da integracéo de ambos os fatores.
As alteracdes oxidativas estédo cada vez mais relacionadas com o Plasmodium,
pois 0 parasita é altamente suscetivel a essas variacdes, que podem estar envolvidas
nas complicacdes da doenca, tal como a malaria cerebral, acidose metabdlica e edema
pulmonar agudo (BERENDT et al, 1994; CLARK e ROCKETT, 1994, VAN DER HEYDE
et al., 2006; BECKER et al., 2004; PINO et al., 2003). E demonstrado também que o P.
falciparum dispde de um vasto sistema de defesas antioxidantes para se proteger das
variagdes que ocorrem no interior dos eritrécitotos (MULLER, 2004).
Devido a todas estas caracteristicas fisiopatogénicas das espécies de plasmodio
mencionadas, o entendimento da doenca ainda ndo esta completo. Buscando
esclarecimentos sobre 0s mecanismos bioquimicos da doencga, diversos autores

discutem o envolvimento dos radicais livres, através do estresse oxidativo.

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E SUA RELACAO COM A MALARIA

Segundo Percario (2000), o estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre
a defesa antioxidante do organismo e a producédo de radicais livres do mesmo,
podendo ocorrer de duas maneiras: através da producdo excessiva de radicais livres
ou através da diminuicdo da atividade antioxidante fisiologica.

Os radicais livres séo espécies quimicas cuja ultima camada eletronica nao se
encontra pareada, que tem meia-vida muito curta, alguns na ordem de 10%’ s, que
sdo altamente reativos e que apresentam vida livre. Uma molécula qualquer pode
tornar-se um radical livre tanto ganhando como perdendo um elétron numa reacao
quimica, ou quando ocorre quebra homogénea da ligacdo quimica (PERCARIO,
2008).
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Vérias moléculas ndo se encaixem na definicdo quimica de radical livre, mas
apresentam relevancia devido a importancia que elas tém no equilibrio oxidativo e
toxicidade no organismo. Elas sdo conhecidas como espécies reativas toxicas
derivadas do oxigénio e nitrogénio (ERTON) sendo as principais o 6xido nitrico (NO),
o radical superéxido (O7), o radical peroxil (ROO”), o radical hidroxila (OH ") e o
perdxido de hidrogénio, H.O, (FELLIPE e PERCARIO, 1991; PERCARIO, 2008). O
organismo, para se defender da agressao causada pelos radicais livres, dispbe de
um sistema de defesa antioxidante, que pode ser didaticamente dividido em trés
tipos (FELLIPE e PERCARIO, 1991; PERCARIO, 2000): primeiramente o sistema
antioxidante enzimatico, composto principalmente por trés tipos de enzimas, a
superoxido dismutase, SOD (Figura 2), a glutationa peroxidase selénio dependente
(GSH-Px) demonstrada na Figura 3 e, por fim a catalase (Figura 4). Além deste
sistema, também existe o sistema antioxidante de moléculas pequenas, constituido
por moléculas como a vitamina C e o betacaroteno, por exemplo, as quais reagem
diretamente com radicais livres e diminuem sua reatividade. Por fim, existe o sistema
antioxidante de proteinas queladores de metais, as quais se ligam a metais de
transicdo que catalisam reacfes produtoras de radicais livres no organismo, como

as reacgOes de Fenton e Haber-Weiss (Figuras 5 e 6)

;O'z' + 2H—=C0 Hz':'z"‘ ':'2

Figura 2: Reac¢éo catalisada pela SOD

H:Op + 2G5H —&53HB% H,0 + GSSH

Figura 3: Reacdo catalisada pela GSH-Px

2 H2O2 Catalase HEO + C'E

Figura 4: Reacéo catalisada pela Catalase
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H:0; + Fe?* —— OH-+ OH- + Fe**

Figura 5: Reagéo de Fenton

Dy + HaO, Metais cletransiu_:ﬁg OH-+ OH-+ O

Figura 6: Reacdo de Haber-Weiss

Varios estudos afirmam que, em resposta a infeccéo causada pelos plasmadios,
manifestam-se 0os mecanismos de defesa do hospedeiro, nos quais as ERTON,
incluindo o NO, superéxido e peroxinitrito (ONOO”) sdo capazes de matar os parasitas
da malaria no estagio eritrocitario, constituindo-se em importante arma de defesa frente
a infeccéo (FELLIPE & PERCARIO, 1991; CLARK & COWDEN, 2003; BECKER et al.,
2004).

Durante a infeccdo pelas diferentes espécies de Plasmodium o estresse
oxidativo é induzido pelas ERTON, tanto no meio extracelular quanto no meio
intracelular. No meio intracelular, os radicais livres sdo produzidos principalmente como
resultado da oxidacdo e degradacdo da hemoglobina, digerida no meio acido do
vacuolo alimentar do parasita. Isto ocorre devido a presenca do ferro presente no grupo
heme, que nesta organela sofre oxidacéo espontanea do ion ferroso (Fe*?) para a forma
de fon férrico (Fe*").

No vacuolo também ocorre a formacdo de O,". Esta combinacdo leva a
formacao de perdxido de hidrgénio (H.O,) e, conseqiientemente, a geracao de radicais
hidroxila, ambos altamente reativos. Além disso, a acidificacdo do lisato em hemacias
infectadas com P. falciparum (a qual ocorre durante a digestdo do citosol da célula
hospedeira no vacuolo alimentar no parasita) resulta na producdo de H,O, (BALLA et
al., 2003; MULLER, 2004; POSTMA et al., 1996).

No meio extra-eritrocitico também é verificado um aumento da producdo de
radicais livres. As formas merozoitas e os antigenos solluveis do parasita tem a
capacidade de induzir a producéo de ERTON de mondcitos e neutrofilos no hospedeiro.

Durante a infeccdo por P. falciparum, ha um aumento da producédo de ERTON por
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células fagociticas, e esta producdo € maior em casos complicados de maléria
(POSTMA et al., 1996).

Juntamente com isto, o nivel de peroxidacdo lipidica se encontra elevado em
pacientes infectados pelo P. vivax, mesmo em portadores ndo graves da doenca
(PABLON et al., 2002). Este fendmeno se inicia pela reacdo de um &cido graxo
insaturado com algum lipidio e é propagada por radicais hidroxilas, num processo que
causa rearranjos nas cadeias lipidicas, formacao de novos radicais livres e consequente
propagacao do dano causado, o0 que pode se tornar algo grave se a reagao ocorrer em
lipidios de membrana, pois isso pode comprometer a estrutura e fungcdo de membrana
plasmética. Esta cadeia de reacbes (Figura 7) tem como resultado a formacédo de
hidroperéxidos lipidicos e compostos aldeidicos (FELLIPE e PERCARIO, 1991).

3 dcidos graxos com 3 duplas ligages

17 Hs Sequestro dehidrogénio

1 Rearranjo molecular
Dienos conjugados com absorbincia UV a234 nm
Uz Incorporagio de oxigénio

Radical peroxil: abstragiio de H* de outro acido

graxo, causandoumareagdo em cadeiaautocatalitica
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\
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Figura 7: Peroxidacao lipidica. Fonte: MAFRA et al. (1999)
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1.3 O USO DE PLANTAS MEDICINAIS NA TERAPIA DA MALARIA

O tratamento para malaria humana visa, principalmente, interromper a
esquizogonia sanguinea, que € a causa da patogénese e dos sintomas clinicos da
doenca. O tratamento oral previne a progressdo da doenca para estados severos, ou
seja, se as drogas forem administradas corretamente, ocorre a diminuicdo da
morbidade e mortalidade causada pela doenca (OLIVEIRA et al., 2009).

Para que uma substancia de origem vegetal de fato se torne uma droga
antimalarica, sugere-se que sejam seguidos alguns critérios de selecdo para as
substancias candidatas (WRIGHT, 2010):

o As substancias devem apresentar atividade antiplasmaodica potente, tanto em

cepas de P.falciparum resistentes, como em nao resistentes a cloroquina;

o Devem ser seletivamente toxicas aos parasitas da malaria;

o Devem erradicar parasitas da malaria em camundongos, sem apresentar
toxicidade;

o Devem ser ativos quando utilizados por via oral.

A primeira droga antimalarica foi a quinina, uma substancia isolada pela primeira
vez em 1820 da casca de Chinchona spp. A estrutura da quinina (Figura 8) foi
estabelecida pela primeira vez por Rabe em 1908, e sua sintese foi concluida em 1944
por Wooward e Doering, porém, sua producdo em escala industrial mostrou ser muito
onerosa, o que restringiu seu uso. A quinina é atualmente isolada de arvores Chinchona
spp. que crescem na América do Sul (OLIVEIRA et al., 2009).

A Cloroquina (Figura 9) foi sintetizada a partir da quinina, e, até pouco tempo
atras, foi uma das Unicas drogas disponiveis para 0 combate a malaria. Porém, nos
altimos trinta anos a situacdo se agravou com a multiplicacdo das cepas de

Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina, o que causou O aumento na

mortalidade, principalmente nos paises do continente africano (OLIVEIRA et al., 2009).
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Figura 8: Estrutura quimica da Quinina. Fonte: OLIVEIRA et al. (2009).

Apesar dos esfor¢os para a producéo de novas drogas antimaléricas sintéticas, a
contribuicdo mais relevante que ocorreu recentemente foram as pesquisas com plantas
medicinais que contém artemisinina (Figura 10). Esta substancia foi isolada em 1972 da
Artemia annual, uma espécie de uso tradicional da China. Os derivados semi-sintéticos
desse composto vém sendo usados de maneira crescente. Embora sejam efetivos
contra P. falciparum resistentes a cloroquina, o tratamento combinado com outra droga
€ recomendado, a fim de se evitar o desenvolvimento de resisténcia (OLIVEIRA et al.,
2009). Infelizmente, ja existem indicios de cepas resistentes ao tratamento baseado na

terapia com artemisinina e derivados dela no oeste do Camboja (WHITE, 2008).
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Figura 9: Estrutura quimica da Cloroquina. Fonte: OLIVEIRA et al. (2009)
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Figura 10: Estrutura quimica da Artemisinina. Fonte: OLIVEIRA et al. (2009)

7

A mais nova droga antimalarica € a atovacona, um composto analogo ao
lapachol, que é uma fenilnaftoquinona oriunda da espécie Tabebuia. Quando usada em
combinacdo com proguanil, esta substancia é efetiva contra a malaria. Porém, por ter
um alto custo, este medicamento ndo € utilizado em larga escala em muitos paises
endémicos (OLIVEIRA et al, 2009).

A resisténcia a quimioterapia € um dos maiores problemas no controle da
doenca. Ela se deve ao principio da evolucdo das espécies, onde a presenca de
farmacos pode servir como processo de selecdo natural dos parasitas resistentes
dentro do hospedeiro. A resisténcia tem maior probabilidade de ocorrer quando o
numero de parasitas em um individuo é alto, a transmissdo é baixa e a pressdo do
farmaco é intensa, em um nivel sub-terapéutico. A utilizacdo de um Unico farmaco no
tratamento ocasiona uma selecao e espalhamento de parasitas mutantes resistentes ao
farmaco. Em longo prazo, o uso de multiplos farmacos leva ao aparecimento de cepas
de parasitas multi-resitentes (FRANCA et al., 2008).

Além do aspecto da resisténcia, a propria toxicidade dos farmacos utilizados na
terapéutica também limita os seus usos. Por estas razdes, € premente a necessidade
de busca de novas e mais eficazes alternativas terapéuticas, promovendo a cura em
tempo razoavel para garantir adesdo ao tratamento, e que sejam seguras e de baixo
custo (FIDOCK et al., 2004; LEE et al., 2007; MOHAMAD et al., 2009). Neste aspecto,
as plantas tém dado importante contribuicdo e produtos isolados a partir do extrato
destas fontes naturais continuam a representar uma importante fonte para a obtencéo

de protétipos candidatos a novos farmacos antimalaricos (BIOT e CHIBALE., 2006).
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1.4 AVALIACAO DE TOXICIDADE DE PLANTAS E DROGAS VEGETAIS

Embora os produtos naturais tenham amplos espectros terapéuticos e baixa
incidéncia de efeitos colaterais, ndo sdo considerados como substancias inocuas,
sendo necessaria a realizacdo de ensaios toxicolégicos para fornecer a comunidade
dados cientificos sobre seguranca do uso destes produtos (ASSEMI, 2001).

A toxicologia € a ciéncia responsavel pelo estudo os eventos envolvidos nas
intoxicagcdes, desde a prevencao da ocorréncia de efeitos toxicos até a recuperacao de
um paciente acometido pelos mesmos (SA, 2008).

O uso de plantas medicinais sob vérias formas de apresentacdo € bastante
comum em varias camadas da populacao brasileira. Tal habito parte do pressuposto de
gue as plantas medicinais, além de possuirem atividade terapéutica, sdo desprovidas
de efeitos téxicos. Este aspecto € importante se considerarmos que o conhecimento
sobre plantas medicinais € de dominio popular e, em paises em desenvolvimento,
contétm um forte componente social e cultural, pois estas plantas muitas vezes
representam o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades (ALVES, 2007).

O estudo toxicolégico das plantas medicinais e drogas vegetais € alvo de
investigacdes de muitos estudiosos desde antigas civilizacdes. Por mais que tenham
um potencial curativo e/ou preventivo, as plantas medicinais possuem substancias que,
dependendo da dose, podem ser toxicas ao organismo, causando reagdes indesejaveis
ou até mesmo levar a Obito. Uma mesma planta pode conter partes medicinais e
terapéuticas e também partes com substancias toxicas prejudiciais ao organismo
humano e animal. Com o avanc¢o da industria farmacéutica mundial, a farmacologia e a
toxicidade dos componentes quimicos das plantas séo elucidadas dia a dia, de modo a
estabelecer as doses terapéuticas e toxicas de forma precisa e conhecer as possiveis
interacbes com outros farmacos, o que garante o promissor uso mundial dos
fitoterapicos, em uma medicina consciente e eficaz (OGA, 1996, BEDNARCZUK et al.,
2010).

Atualmente, houve um aumento perceptivel dos programas de fitoterapia
apoiados pelo Servico Publico de Saude (ALVES, 2006). Estudos vém mostrando que,
apesar da crescente importancia dos fitoterapicos atualmente, poucos trabalhos foram
feitos para atestar a seguranca dos mesmos, sendo que muitos sdo utilizados com base
em informages etnofarmocoldgicas (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). E conveniente
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lembrar que testes de confirmagédo de toxicidade, adulteracdo de produto, interagbes
medicamentosas e efeitos adversos também podem ser feitos com medicamentos de
origem natural e que a realizacdo de testes farmacoldgicos nas drogas vegetais é uma
importante ajuda no desenvolvimento de conhecimento cientifico e aprimoramento da
medicina tradicional, uma vez que os resultados sejam retornados a populacao (VEIGA
e ANGELO, 2005; SIXEL e PECINALLI, 2005; LIMA, 2007).

A toxicologia experimental colabora com a validacdo do uso de uma planta
medicinal porque desenvolve estudos para elucidacdo dos mecanismos de agcédo dos
agentes toxicos sobre sistemas bioldgicos e a avaliagdo dos efeitos decorrentes dessa
acado (OGA, 1996).

Os estudos toxicologicos, aplicados em animais de laboratorio e sob condi¢cdes
previamente estabelecidas, permitem determinar os possiveis efeitos de substancias
em humanos, a partir da extrapolacéo dos resultados obtidos nestes estudos (BARROS
e DAVINO, 2003). Neste caso, os resultados de exames hematoldgicos e bioquimicos,
a autopsia geral, a histopatologia e a manutencdo do grupo controle para fins de
comparacao devem ser realizados, bem como a avaliagcdo do estado geral dos animais
e a observacao dos efeitos toxicos (LIMA et al., 2003).

Todavia, 0 nimero de animais usados em pesquisas é algo cada vez mais
discutido, principalmente pelo carater ético, em relagdo ao grande numero e ao
sofrimento causados a esses em pesquisas. (REPETO e REPETO, 1995).

Para este fim, alguns testes toxicologicos preliminares sdo realizados com o
intuito de se pesquisar a atividade de produtos naturais de maneira mais rapida e sem a
necessidade de animais de experimentacdo, que cada vez mais estdo sendo
submetidos a um controle rigoroso de aceitacdo. Estes sdo os chamados testes
toxicologicos in vitro (ROGERO et al., 2003).

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relagdo aos in vivo tais como
poder limitar o nimero de varidveis experimentais, obter dados significativos mais
facilmente além do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto. O problema da
extrapolacdo dos dados obtidos in vitro para a aplicacéo clinica dos biomateriais pode
ser superado pelo uso de materiais de referéncia apropriados, atualmente em uso em
clinicas (ROGERO et al., 2003).

Esses métodos alternativos in vitro, compreendem a utilizacdo de organismos
como bactérias, fungos, algas, crustaceos e também suspensdes celulares e cultivo de

tecidos, para que substitua ou sirvam como prévia para um estudo toxicolégico in vivo,
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melhorando a sensibilidade e especificidade de testes com animais (BEDNARCZUK,
2010).

Um teste bastante utilizado para avaliagdo preliminar de toxicidade de extratos
vegetais € 0 bioensaio em Artemia salina Leach, um microcrustaceo de da ordem
Anostraca (sem carapaca), que habita lagos de agua salgada e salinas de todo o
mundo, e que € utilizado na alimentacdo de peixes e camarbes por seu alto valor
nutritivo (ANDRIOLLI et al., 2007). Os cistos nao eclodidos sdo metabolicamente
inativos e podem ser conservados por longos periodos se mantidos desidratados e de
preferéncia em vacuo e a baixas temperaturas (VEIGA, 1989). Quando reidratados, 0s
cistos de A. salina eclodem em cerca de 20 horas, em condicdes ambientais
adequadas, chegando a fase adulta com 20 a 30 dias de vida (RIBEIRO, 2010).

Esses cistos sé@o eclodidos a partir do rompimento da membrana através da
combinacdo de luz, oxigénio e umidade, liberando a larva (nauplio) para nadar
ativamente. Durante as primeiras 24 horas, o nauplio consome o vitelo (camada que
envolve seu corpo) como fonte de alimento e, por esta razdo, o processo de
alimentacdo por filtragdo ndo ocorre, permitindo que o organismo encontre-se mais
protegido da presenca de possiveis contaminantes presentes no meio (SORGELOS et
al., 1978). Portanto, as fases preferidas para a realizacdo dos testes toxicologicos sao
metanauplio (preferencialmente as fases de metanauplio 1l e Ill) verificadas apds 24
horas de eclosdo dos nauplios, uma vez que, nestas fases, 0s organismos ja iniciaram a
atividade de filtrac&o, possibilitando o contato do epitélio do trato digestivo com o meio
externo, estando, portanto mais sensiveis, diminuindo assim a variabilidade do teste.
(SORGELOS et al., 1978).

O bioensaio com A. salina tem demonstrado resultados confiaveis além de uma
boa correlacdo com varias atividades biol6gicas, sendo bastante conveniente como
método para 0 monitoramento de produtos naturais bioativos (MEYER et al., 1982),
apresentando também uma boa correlagdo com atividade citotdéxica em certos tumores
humanos solidos, sugerindo que tal teste pode ser empregado como uma primeira

analise do potencial citotdéxico de novos compostos (MCLAUGHLIN et al., 1998).

Outro modelo de avaliacdo de toxicidade que vem ganhando for¢ca entre os
estudiosos da érea € o de citotoxicidade. Este se utiliza de células de mamiferos e
avalia os danos causados as céluas, a formacdo ou ndo de colbnias celulares, ou a

viabilidade das mesmas. O uso de culturas celulares, tem se tornado um modelo muito
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aplicado, devido a sua reprodutibilidade, sensibilidade e rapidez (BEDNARCZUK et al.,
2010).

A citotoxicidade basal é definida como os efeitos adversos resultantes da
interferéncia com estrutura e/ou processos celulares essenciais para a sobrevida,
proliferacdo e/ou funcdo comum a todas as células do organismo. A avaliacdo da
citotoxicidade € importante, uma vez que as funcdes celulares basais suportam as
funcdes celulares orgaos-especificas. Ela é expressa como CLs (concentracdo letal a
50% das células quando comparado as células controle ndo-tratadas), a qual pode ser
matematicamente calculada a partir da curva de concentragéo-efeito (OGA, 1996).

As metodologias que utilizam tecidos e células vivas sdo as mais empregadas,
pois a intrinseca complexidade celular € mantida. As células utilizadas podem ser de
varios tecidos, tanto de origem humana quanto animal, sendo que a sobrevivéncia e ou
proliferacdo celular podem ser avaliadas por contagem do namero de células ou pelo
uso de corantes vitais (ROGERO et al., 2003).

Vérios métodos aplicados para testar a toxicidade geral sdo Uteis na toxicologia
in vitro. Como regra geral, as células sdo expostas a diferentes concentracées de um
produto quimico por um dado periodo de tempo, sendo posteriormente a funcéo celular
mensurada utilizando diferentes alvos.

Mosmann (1983) descreveu uma técnica para quantidades elevadas de
amostras, onde as células sdo semeadas em microplacas e a viabilidade celular &
avaliada por métodos colorimétricos, utilizando a reducédo do MTT, brometo de [3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazodlio], um sal de tetrazdlio, de cor amarelada, que é
reduzido por enzimas redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas em
cristais azuis de formazana que sdo solubilizados e posteriormente analisados por
espectrofotometria UV/visivel. Assim, quanto menor for a viabilidade celular, menor sera
a reducdo do MTT e menor o sinal espectrofotométrico. Esta técnica é rapida e
guantitativa, pois permite avaliar varias concentracdes do produto e calcular a
concentracao que causa 50 % de morte celular.

Durante o processo de desenvolvimento de novos medicamentos € necessaria a
realizacao de estudos pré-clinicos que consiste de testes em animais de laborat6rio,
como ratos e camundongos, e uma fase clinica, quando os medicamentos sdo testados
nos seres humanos. A fase pré-clinica tem por objetivo principal o fornecimento de

informacdes sobre a farmacologia e toxicologia da substancia em questdo para que
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assim possam ser realizados estudos clinicos com uma margem de seguranca razoavel
e pré-estabelecida, baseada nos resultados obtidos. (PIVETTA, 2004; SA, 2008).

Os efeitos toxicos observados no homem tendem a se encontrar, na mesma
faixa de concentracdo daqueles dos animais de laboratorio. Além disso, a exposi¢ao de
animais a agentes toxicos em doses elevadas € um método necessario e valido para a
descoberta de possiveis perigos para a espécie humana que é exposta a doses muito
menores (KLAASSEN, 2006; BARROS e DAVINO, 2003). Desse modo, sao utilizados,
dentre outros, testes de toxicidade aguda e subcrdnica em animais.

A avaliacdo toxicolégica de produtos em organismos vivos pode envolver a
avaliacdo dos efeitos obtidos apds 24 horas da administracdo (toxicidade aguda) ou
apos administracbes em doses repetidas (toxicidade subcrénica e crbnica). Outros
estudos como toxicidade reprodutiva; estudos de efeitos neurotdxicos e/ou
teratogénicos e estudos de efeitos carcinogénicos e/ou mutagénicos podem fazer parte
de uma avaliacdo mais detalhada dos efeitos da administracdo de fitoterdpicos em
animais (VASCONCELOQS, 2004).

Por definicéo, a toxicidade aguda avalia o efeito nefasto produzido dentro de um
curto periodo de tempo e que resulta da administracdo de uma dose Unica. Neste
contexto, a avaliacdo da toxicidade aguda fornece uma estimativa das propriedades
toxicas de uma substancia, visando dar subsidios a cerca dos riscos a saude
resultantes de uma exposicao de curta duracao e servir de alicerce para estabelecer um
regime posoldgico para pesquisas sobre toxicidade crénica (BRITO, 1994).

A avaliacdo de toxicidade aguda tem por objetivo caracterizar a relagéo
dose/resposta que conduz ao calculo da DLg (dose letal mediana). Este parametro € Util
para se identificar a toxicidade relativa da substancia frente a uma populacdo de
animais de experimentagdo. Além da letalidade, outros parametros sdo investigados em
estudos de toxicidade aguda como o potencial toxico em 6rgaos especificos, indicativos
sobre a toxicocinética e mecanismos de agéo, estabelecimento das doses para estudos
complementares de toxicidade, entre outros (VALADARES, 2006).

No entanto, depois de anos de debates, o teste de DLs foi banido das diretrizes
gue norteiam a avaliagcao de toxicidade aguda (BOTHAM, 2003). Hoje, sdo empregados
trés métodos alternativos em animais que trouxeram uma significante melhora do bem-
estar dos mesmos.

O teste de toxicidade aguda por dose fixa, preconizado pela Organizacdo para

Cooperacéao e Desenvolvimento Econdmico (OECD), é um destes métodos alternativos,
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gque avalia a toxicidade aguda oral, na qual se evita utilizar a morte dos animais como
critério final para a avaliacdo e propde a observacdo do aparecimento de sinais de
toxicidade decorrentes da exposicdo a uma serie de doses fixas, permitindo, desta
forma, classificar a substancias testadas de maneira compativel com o sistema
empregado pela Unido Européia, o qual qualificava pelos valores de DLsg oriundos do
teste classico de toxicidade aguda (OECD 420, 2001; VALADARES, 2006).

Um estudo internacional (VAN DEN HEUVEL et al., 1990) avaliou o Teste de
Dose Fixa, e verificou-se que este procedimento, apesar de usar muito menos animais
do que o DLg produzia resultados compativeis entre os diferentes laboratérios e provia
informacdes adequadas sobre a toxicidade das substancias, permitindo produzir
categorias de toxicidade compativeis com os fornecidos pelo método DLso.

A toxicidade subcrénica e crbnica diz respeito ao efeito nocivo que é produzido
no animal resultante da administracéo repetida e diaria da substancia, considerando-se
0 aumento de suas concentracdes ou de seus metabdlitos, sobre tecidos sensiveis.

Os testes de toxicidade subcrénica geralmente seguem o procedimento adotado
pela OECD 407, na qual o estudo dura pelo menos 30 dias, sendo que um grupo
satélite é tratado por igual periodo de tempo e observado durante 14 dias sem

tratamento, para verificar a reversibilidade dos efeitos (OECD 407, 2008).

1.5 ELEUTHERINE PLICATA HERB: CARACTERISTICAS GERAIS E ATIVIDADES BIOLOGICAS

Eleutherine plicata Herb é um vegetal herbaceo, rizomatico, bulboso, de bulbos
avermelhados, semelhantes a uma cebola. Apresenta-se sob a forma de touceira com
folhas inteiras, verticiladas, linear-lanecoladas, plissadas, com nervuras longitudinais,
inflorescéncia em paniculas de flores rosas ou brancas, no apice de um escapo (Figura
11). E conhecida popularmente como marupazinho, marupari, palmeirinha, marupa-u,
coquinho, nambu-tutano, marupa-piranga e pertence a familia Iridaceae. (LORENZI e
MATOS, 2002)
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Figura 11: Eleutherine plicata Herb.

Plantas do género Eleutherine sdo ricas em compostos naftoquinénicos e
derivados, como os representados nas Figuras 12-14. As naftoquinonas s&o um grupo
conhecido por serem capazes de induzir o estresse oxidativo (ALVES et al., 2003;
HARA et al., 1997; MALHEIROS, 2008; PARAMAPOJN et al., 2008). Destas, varios
compostos demonstraram ter a capacidade de induzir a formacdo de ERTON e causam
a deplecao da glutationa celular (KLAUS et al., 2010), enquanto outros, por induzirem a
formacdo de ERTON, aumentando, em resposta, 0s niveis de glutationa celular. (SHI et
al., 1994).

Foi realizado um estudo também com benzo[a]fenazinas sintetizadas a partir de
naftoquinonas conhecidas: 1,2-naftoquinona, lapachol, B-lapachona, os quais foram
testadas contra Plasmodium falciparum em experimento in vitro com parasitas que
apresentavam susceptibilidade a cloroquina e a mefloquina. Das sete benzofenazinas
testadas, quatro tiveram atividades significantes, sendo os parasitas resistentes a
cloroquina mais susceptiveis as benzofenazinas ativas. Os dois compostos mais ativos
foram testados também contra Plasmodium berguei em modelo animal utilizando
camundongos. A fenazina 3-acido sulfénico-B-lapachona foi muito ativa, causando 98%

de inibicdo da parasitemia.
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Figura 12: Estrutura quimica da eleuteriona. Fonte: Alves et al. (2003)

OMe OH
Se.:
O
Figura 13: Estrutura quimica do eleuterol. Fonte: Alves et al. (2003)

Apesar de as naftoquinonas serem conhecidamente indutoras de estresse
oxidativo, alguns trabalhos revelam que compostos presentes em plantas do género
Eleutherine apresentam atividade antioxidante relacionada com o NO. Song et al.
(2009) mostram que a (-)-isoeleuterina, um dos constituintes presentes na planta
Eleutherine americana, apresentou efeito inibitério da sintese de éxido nitrico através da
supressdao da enzima Oxido nitrico sintetase induzida, estimulada por
lipopolissacarideos, de maneira dose dependente. Esta inibicdo parece estar
relacionada com a reacéo do fator de transcricdo NF-kB (fator nuclear kappa beta). Em
outro estudo, Han et al. (2008) demonstraram que, além da propria (-)-isoeleuterina, a
(+)-isoeleuterina, (+)-hongconina, (+)-dihidroeleuterinol, e eleuterinol também exibiram
atividade inibitoria da producdo de NO em macréfagos ativados por lipoplissacarideos,
apresentando resultados melhores que o padrdo utilizado nos camundongos durante
seu estudo. Neste mesmo estudo foi comprovado que 0s compostos ndo apresentaram

citotoxicidade nas concentracdes testadas.



41

OMe O

o

Figura 14: Estrutura quimica da eleuterina. Fonte: Alves et al (2003)

Malheiros (2008) verificou a presenca das seguintes classes de metabdlitos no
extrato etandlico feito a partir dos bulbos secos da espécie Eleutherine plicata:
esterodides, triterpendides, acUcares redutores, antraquinonas e naftoquinonas. No
mesmo estudo, com a fracdo obtida com acetato de etila, também foram encontrados
saponinas, fendis, taninos e derivados da cumarina. Ao ser realizada a cromatografia
em camada delgada, foi detectada a presenca de naftoquinonas no extrato etandlico e
nas fracoes obtidas pelo autor.

Hara et al. (1997), relataram que foram isoladas as naftoquinonas elecanacina,
eleuterina e isoeleuterina e o naftaleno isoeleuterol juntamente com do bulbo de
Eleutherine americana. As estruturas foram determinadas por métodos de
espectroscopia. No mesmo estudo eles verificaram que eleuterina possui atividade
inibitoria da topoisomerase 2 e isoeleuterina e isoeleuterol apresentaram atividade
inibitoria contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

Paramapojn et al. (2008) isolaram uma nova naftopirona, denominada de
eleuterinosideo A, proveniente de uma amostra de Eleutherine americana, juntamente
com compostos ja conhecidos, que foram previamente isolados da mesma planta:
isoeleuterina, eleuterol e eleutdsido B. Neste estudo foi verificado que eleuterol esta em
maior concentrag&o no vegetal que os demais compostos.

Este género da familia Iridaceae também € conhecido por possuir, atividade
biologica quimioterapica contra bactérias e fungos. Foi constatado por Limsuwan e
Voravithikunchai (2008) que Eleutherine americana, juntamente com outras duas
espécies, apresentou atividade contra a producéo de biofilme da bactéria Streptococcus
pyogenes, a qual utiliza este mecanismo como forma de resisténcia a tratamentos.

O extrato etandlico desta mesma espécie apresentou também atividade contra

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Quando as células de S. aureus foram
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observadas em microscépio, foi revelado que houve dano na morfologia da membrana
das bactérias (IFESAN et al., 2009).

Alguns de seus constituintes apresentaram baixa atividade antifangica contra o
crescimento de Pyricularia oryzea, além de um dos compostos (6,8-dihidroxi-3,4-
dimetoxi-1-metil-anthraquinona-2-acido carboxilico metil ester) inibir a proliferacdo da
linhagem celular K562 de eritroleucemia humana (JINZHONG et al., 2006) e a
naftoquinona eleuterina, em outro estudo, apresentou atividade antidermatofita, agindo
contra Tricophyton mentagrophytes, mostrando também atividade antimelanogénica
(KUSUMA et al., 2010).

Em outro estudo, o extrato diclorometanico preparado dos bulbos de Eleutherine
bulbosa (Miller) Urban apresentou atividade antifingica em teste com Cladosporium
sphaerospermum, um fungo patogénico para algumas plantas. Deste extrato foram as
naftoquinonas eleuteriona, eleuterina, isoeleuterina além de composto eleuterol. Todos
0s compostos quindnicos obtidos a partir deste extrato demonstraram forte atividade
antifangica contra Cladosporium sphaerospermum, sendo apenas o eleuterol inativo
(ALVES et al., 2003). Brasileiro et al. (2006) constataram que Eleutherine bulbosa
também possui atividade contra Staphylococcus aureus.

Levantamentos bibliograficos, inclusive, através do Banco de Dados da
Universidade lllinois, Chicago, denominado “Natural Products Alert” (www.napralert.org)
demonstraram a auséncia de dados sobre possiveis efeitos toxicos acerca da espécie
Eleutherine plicata é desconhecida. Além disso, devido a sua composicdo quimica ja
demonstrada, bem como o de outras plantas do mesmo género, assim como o possivel
envolvimento de seus constituintes com mecanismos presentes nas variagcoes
oxidativas, e, consequentemente, influenciar na resolucdo da malaria, pode-se
considerar relevante a realizacédo de estudos que avaliem os possiveis efeitos tdxicos e

terapéuticos que o extrato alcodlico da planta possa apresentar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi realizar uma avaliacdo da toxicidade do
extrato etanolico seco dos bulbos de Eleutherine plicata (EEEp), bem como analisar

seus efeitos sobre algumas alteracdes oxidativas em modelo de maléria murina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Realizar ensaios de caracterizacao fisico-quimica e abordagem fitoquimica do p6

e extato de E. plicata;

° Determinar a toxicidade preliminar (CLsy) do EEEp em metanauplios do

microcrustaceo Artemia salina;

° Determinar a citotoxicidade do EEEp em células HepG2 Al6;

° Avaliar a toxicidade aguda oral do EEEp em camundongos Swiss machos e

fémeas;

° Avaliar a toxicidade subcrdnica do EEEp em camundongos Swiss machos, dando
subsidio a escolha da dose a ser empregada no modelo de malaria experimental

in vivo;

° Avaliar o efeito da administracdo do EEEp em algumas alteracdes oxidativas em
camundongos infectados com o Plasmodium berghei ANKA (malaria murina).
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3. MATERIAL E METODOS

De maneira resumida, os procedimentos experimentais foram desenvolvidos

de acordo com o resumo esquematico apresentado na Figura 15.

‘ Bioensaio com ‘

— Artemia salina
Liofilizacao
/ | Avaliagaode
| citotoxicidade
Coletae :
preparacao Toxicidade Aguda e
de EEEp

Subcronica

|

_ ‘ Atividade ‘
- Caracterizacdoe | antimalarica invivo
‘ Abordagem ‘
Fitoquimica T

Figura 15: Resumo esquematico dos procedimentos experimentais deste trabalho.

3.1 MATERIAL BOTANICO

Os bulbos de Eleutherine plicata Herb., usados neste trabalho, foram
coletadas na localidade de Vila Fatima, na municipio de Traquateua, BR 308, Km
178, 1°14’ 36.0” S e 46°95’ 51.1” O, a 22,82 metros acima do nivel do mar. As
coletas foram realizadas em setembro de 2010. A identificacdo da planta foi feita
pela pesquisadora do Departamento de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi,
Dra. Marlia Regina Coelho Ferreira, sob a exsicata de numero MG 202631
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3.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO

Assim que chegaram, os bulbos do material vegetal foram separados e lavados
com agua corrente para retirada de sujeiras, musgo e insetos; em seguida, ficaram em
estufa com circulacéo de ar a 60°C por duas horas para a inibicdo do seu metabolismo.
Apos isso, foram novamente lavadas em agua corrente e banhadas com alcool 70 °GL.

Logo apés, os bulbos foram deixadas em bancada por um dia, a temperatura
ambiente, para a primeira secagem; posteriormente, a amostra foi secada em uma
estufa de ar controlado (Estufa de Ar Quimis®) a aproximadamente 45 °C até secar
completamente e atingir peso constante.

Depois de secos, os bulbos foram triturados em moinho de facas (Marconi®) até
a obtencao do po, que foi utilizado nos testes farmacogndsticos e no preparo do extrato
etandlico da planta.

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Processamento de Extratos da

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do Para (UFPA).

3.3 PREPARAGAO DO EXTRATO ETANOLICO DO BULBO DE ELEUTHERINE PLICATA

O extrato etandlico foi obtido a partir do p6 dos bulbos secos de E. plicata, por
meio do processo de maceracdo exaustiva em etanol 96° GL, por sete dias. Apés este
periodo, o extrato etandlico foi filtrado e submetido a concentracdo em evaporador
rotativo (modelo 802 série 72025 FISATOM® equipado com bomba de vacuo modelo
TE-058) a 45° C até a retirada quase total do liquido extrator. Em seguida, este extrato
foi levado a estufa a 40 °C por 2 dias para mais uma etapa de concentragéo, resultando
no extrato bruto concentrado, que foi mantido em refrigerador. Uma parte deste material
foi utilizada para os testes de abordagem fitoquimica.

Outra parte deste extrato concentrado foi levada ao liofilizador LIOTOP® (modelo
L101, série 0421) para passar por um processo de secagem a frio (liofilizacao). O
processo baseia-se no congelamento do extrato vegetal a uma temperatura
adequada, proximo de -50 °C, e posteriormente a agua é eliminada do material por
sublimacdo (passagem direta do estado soOlido para o gasoso), através de um

7

controle rigoroso da pressao interna, que € mantido em niveis baixissimos para
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propiciar a mudanca de estado fisico. Como resultado final, foi obtido o extrato
etandlico seco dos bulbos de Eleutherine plicata Herb, que foi utilizado em todos os
ensaios toxicoldgicos e no ensaio da malaria experimental in vivo.

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Fitoquimica e no Laboratério de
Controle de Qualidade da Faculdade de Farmacia e na Central de Extracdo da
Faculdade de Quimica (UFPA).

3.4 ENSAIOS FARMACOGNOSTICOS DA DROGA VEGETAL

3.4.1 GRANULOMETRIA

Cerca de 25 g do p6 foram colocados em um conjunto de tamises de malhas de
aberturas diferentes: 1,70 mm, 710um, 250 um, 180 um e 125 ym. O conjunto foi
colocado em um tamisador vibratério, no qual o pé foi submetido a passagem forcada
pelos tamises por vibracdo durante 30 minutos, primeiramente, em triplicata e depois
por uma hora e trinta minutos. ApGs este processo realizou-se a pesagem dos tamises
e do fundo coletor (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

3.4.2 DENSIDADE

Para determinacdo da densidade aparente, utilizou-se o método da proveta,
no qual transferiu-se o p6 da droga vegetal para uma proveta de 15 mL,
devidamente tarada, tendo-se o cuidado de retirar particulas de ar que estavam
presentes entre o po. Este procedimento foi realizado até se completar o volume de
15 mL. Depois, pesou-se a proveta contendo o pé, e dividiu-se o peso do material
pelo seu volume (15 mL) obtendo assim a densidade bruta (LACHMAN, 2001). Este

procedimento foi feito em triplicata.
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3.4.3 TEOR DE CINZAS

Trés gramas de droga pulverizada foram pesadas e transferidas para um
cadinho previamente calcinado. A droga foi, entdo, submetida a calcinacdo em mufla a
450 °C por uma hora e, posteriormente, resfriada em dessecador e pesada em balanca
analitica. Este procedimento foi repetido até a diferenca de peso entre duas pesagens
n&o ultrapassar 0,5 mg. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

3.4.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL HIDROGENIONICO

Preparou-se uma solucdo 1% (p/v) do p6é do bulbo em agua destilada,
aguecida até a ebulicdo em chapa elétrica por 5 minutos. A solucéo resultante foi
filtrada e apoOs resfriamento foi medido o pH do filtrado em potencibmetro
previamente calibrado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988)

3.5 PROSPECCAO FITOQUIMICA DO EXTRATO ETANOLICO DE ELEUTHERINE PLICATA.

A abordagem fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Matos (1997).

3.5.1 ALCALOIDES

Trés mL do extrato foram transferidos para um vidro de reldgio e evaporada em
banho-maria. O residuo foi retomado com 3 mL de solucdo de acido cloridrico a 5%. A
solucéo foi transferida sob filtracdo para dois tubos de ensaio em quantidades iguais.
Em um dos tubos adicionou-se 3 gotas do reagente de Dragendorff e no outro, 3 gotas
do reagente de Mayer. A formacdo de precipitado floculoso caracteristico indica a

presenca de alcaldides.
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3.5.2 FLAVONOIDES

Dois mL do extrato foram transferidos para um tubo de ensaio. Adicionou-se a
seguir 4 fragmentos de fita de magnésio e 4 gotas de acido cloridrico concentrado. O

aparecimento de cor vermelho-laranja indica a presenca de flavonoides.

3.5.3 TANINOS

Transferiu-se 3 mL do extrato para um tubo de ensaio e completou-se o
volume com agua destilada para 10 mL. Acrescentou-se, entdo, uma gota de
solucao de cloreto férrico a 1%. A formacao de precipitado escuro de tonalidade azul
indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolizaveis) e verde, a presenca

de taninos flobabénicos (taninos condensados e catéquicos).

3.5.4 SAPONINAS

Dois mL do extrato foram transferidas para um tubo de ensaio e completou-se o
volume com &gua destilada para 10 mL. Posteriormente, o tubo foi agitado
vigorosamente durante um minuto, e observado nos 15 minutos seguintes. A formacéo

de espuma persistente e abundante indica a presenca de saponinas.

3.5.5 ANTRAQUINONAS

Trés mL do extrato foram transferidos para um tubo de ensaio. A seguir,
adicionou-se 3 mL de acido sulfarico a 10%. Agitou-se e acrescentou-se 3 mL de
benzeno. A camada benzénica formada foi transferida para outro tubo de ensaio.
Adicionou-se, entdo, a este tubo 2 mL de solucdo de hidréxido de ambnio a 10%. O

surgimento de cor vermelha, indica a presenca de antraquinonas.
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3.5.6 ESTEROIDES E TRITERPENOIDES

Trés mL do extrato foram transferidos para um vidro de relégio. Evaporou-se
em banho-maria e, posteriormente, agitou-se o residuo seco com 3 mL de
cloroférmio e transferir a solugdo formada para um tubo de ensaio. Adicionou-se,
entdo, 1 mL de anidrido acético e 1 mL de acido sulfarico concentrado. O surgimento
de coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente € indicativa da
presenca de esteroéides livres e o0 surgimento de coloracdo parda até vermelha indica

triterpendides livres.

3.5.7 CUMARINAS

Com um auxilio de um capilar, duas manchas de aproximadamente 1,5 cm de
diametro foram feitas em um papel de filtro ndo-fluorescente. Aplicou-se sobre uma
das manchas uma gota de solucéo alcodlica de hidréxido de potassio (KOH). Cobriu-
se parcialmente as manchas com um cartdo opaco néao-fluorescente e expbs-se 0
conjunto a acdo da luz U.V. por cerca de 2 minutos. O desenvolvimento de
fluorescéncia azulada, forte, bem visivel na metade ndo encoberta da mancha

alcalinizada indica presenca de cumarina.

3.5.8 QUINONAS

Cinco ml do extrato etandlico foram separadas em um tubo de ensaio.
Adicionou-se ao tubo 2ml de solucdo 6N de NH,OH. Formou-se, entdo as duas
fases. Surgimento de cor vermelha na camada aquosa alcalina indica a presenca de

quinonas.
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3.6 BIOENSAIO DE TOXICIDADE PRELIMINAR COM ARTEMIA SALINA

O bioensaio com Artemia salina Leach foi realizado de acordo com adaptacdes
das metodologias de McLaughlin et al. (1998), Meyer et al. (1982) e Veiga (1989). O
bioensaio foi dividido, metodologicamente, da seguinte forma:

o Ecloséo dos cistos:

Para eclosédo dos cistos de A. salina, foi preparada uma solucéo salina adequada
ao desenvolvimento do microcrustaceo. Esta solucéo foi feita a partir da mistura de 38
g de sal marinho para cada litro de 4gua destilada e alguns miligramas de bicarbonato
de sédio (NaHCO3) a fim de ajustar o pH da solugdo em um valor entre 8 - 9, com 0 uso
de um potencidmetro (Meter®). Ap6s homogeneizacao, filtrou-se por papel de filtro a
solucéo. A solucao foi aerada por agitacao e transferida para um aquario de vidro com
capacidade adequada, dividido em duas partes: a parte clara, separada por uma tampa
de isopor com uma pequena entrada, iluminada e aquecida por uma lampada
incandescente de 40 W, e a parte escura, coberta por papeis para que nao passasse a
luz transmitida pela lampada. Foram adicionados na parte escura 50 mg de cistos do
microcrustaceo Artemia salina. Tal procedimento foi adotado para que os nauplios
(larvas) viaveis passassem da parte escura para a clara por fototropismo.

Os cistos ficaram nesta solucdo por 24 h, em temperatura de cerca de 28 °C,
tempo suficiente para eclosdo dos mesmos e a migracdo dos respectivos nauplios
viaveis para a zona clara do aquario. A solucao foi mantida sob aeracao com auxilio de
uma bomba de ar para aquério.

Os periodos de incubacédo dos cistos foram estabelecidos conforme trabalhos
anteriores realizados com a espécie, sendo de 24 horas, como proposto por Veiga

(1989) e 48 horas, como proposto por Meyer et al. (1982).

e Preparacdo das amostras de EEEp e realizacdo do ensaio:

Para o bioensaio de toxicidade, foram preparadas amostras do EEEp nas
seguintes concentra¢des: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,2 ug/mL, adicionados
de 50 pL de DMSO (para solubilizacdo do extrato) em solucéo salina descrita acima
(totalizando 5 mL/tubo para cada concentracdo e controle). No grupo controle, as
artémias foram mantidos somente nesta solugéo salina adicionado de 50 pL de DMSO.

Os ensaios foram realizados em triplicata em tubos de vidro de 20 x 2 cm. Em cada um
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dos tubos foi adicionado 10 exemplares de A. salina e mantidos por mais 24 e 48 horas
sob iluminacédo e temperatura de 28 °C. Apés esse periodo, foi feita a contagem das
artemias vivas e mortos com auxilio de uma lupa e o célculo da CLs, (adaptado de
MEYER et al., 1982).

3.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A determinacdo da citotoxicidade do EEEp foi realizada no Laboratorio de
Bioensaios da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sob a superviséo da Profé. Dr2 Alaide Braga de Oliveira.

O ensaio do MTT (brometo de [3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazdlio]) é
uma técnica quantitativa que determina a interrupcdo de uma funcao bioguimica critica.
Este ensaio quantifica a atividade mitocondrial, através da absor¢céo do sal MTT pelas
células, sendo reduzido no interior da mitocondria, pela enzima succinato
desidrogenase, a um produto chamado formazan. Este produto, acumulado dentro da
célula, é extraido por meio da adicdo de um solvente apropriado. Desta forma, &
fornecida uma medida da funcdo mitocondrial e, consequentemente, da viabilidade
celular (MOSSMAN, 1983).

Os ensaiso de citotoxicidade foram realizados em células HepG2 A16, derivadas
de hepatoblastoma primario humano. As células foram mantidas em estufa em
atmosfera de CO, a 5%, a 37°C, em frascos estéreis de 25 cm? para cultivo de células,
com meio RPMI (Sigma Chem. Co.), suplementado com 5 % de soro fetal bovino,
penicilina (10 Ul/mL) e esteptomicina (100 mg/mL), com trocas de meio de cultivo 2
vezes por semana (VAROTTI et al., 2008).

As células foram usadas nos experimentos apds tratamento com uma solucéo
contendo 0,05% de tripsina e 0,5 mM de EDTA e plagueadas em laminas dentro de

camaras Lab-Tek™

. Apos confluéncia (80-90%), as monocamadas foram novamente
tripsinizadas, lavadas e as células, contadas, diluidas em meio RPMI completo e
distribuidas em microplacas de 96 pocos (4x10° células/100pl por poco) e incubadas
em estufa de CO, a 37°C por 24h para a adesao das células aos pocos da microplaca.
Em seguida foram adicionados 100uL de meio completo contendo 4 diferentes
concentracbes do EEEp (1000, 100, 10 e 1 pg/mL) e do farmaco padréo cloroquina, em

triplicata, diluidos com concentracéo final em DMSO (0,02% no meio de cultura). As
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placas foram entdo incubadas por mais 24 h. Ao final deste periodo, foram adicionados
28ul/poco de uma solucdo de brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT —
Sigma Chem. Co.), na concentracdo de 2mg/mL em RPMI 1640 sem vermelho de fenol.
Ap6s 90 minutos de incubagédo a 37 °C com a solucéo contendo MTT, o sobrenadamnte
foi descartado e em cada poco foi adicionados 130puL de DMSO P.A. A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro com filtro 570 nm, com background em 630 nm.

A concentracéo letal minima que inibiu em 50% o crescimento das células na
presenca dos compostos testes e da cloroquina (farmaco antimalarico controle) foi
determinada em comparacdo com células cultivadas sem a presenca de compostos,
considerada 100% de crescimento.

Os resultados foram avaliados no programa Origin 8.0 com determinacédo das
curvas dose-resposta tracadas com ajuste sigmoidal. Foram determinadas as
concentragdes letais (CLso) que inibem em 50% o crescimento das células em relagcdo

aos controles sem as substancias-teste.

3.8 TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA E SUBCRONICA

3.8.1 ANIMAIS E CONDICOES DE ACOMODACAO E MANUSEIO

Para os testes de avaliacdo de toxicidade oral aguda e subcrénica do EEEp,
foram utilizados camundongos (Mus musculus), linhagem Swiss (variedade albina),
machos e fémeas nuliparas e ndo gravidas (na toxicidade aguda) com peso corporal
inicial de 25-27 g, provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas
(Ananindeua/PA) e mantidos na Sala de Experimentacdo da Faculdade de Farmécia da
UFPA, em ambiente com temperatura controlada (23 + 3°C), umidade em torno de 50-
70%, ciclo de luz/escuro de 12 horas, baixos niveis de ruidos e com exaustéo de ar.

Os animais foram mantidos com agua filtrada e racdo peletizada (racéo Biobase-
Biotec®) controlada (50 g por animal) em caixas de polipropileno (50 x 35 x 15 cm) com
tampa metalica, forradas com palha de arroz e nimero maximo de 4 animais (machos e
fémeas separados) por caixa (que foi devidamente etiquetada para constar todos os
dados e estado fisiolégico diario dos mesmos). Ao final dos experimentos, 0s animais

foram heparinizados (5000 Ul/mL, 0,1 mL i.p.) e anestesiados (mistura constituida de 2
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partes de Cloridrato de Ketamina + 1 parte de Xilazina, na dose de 2,5 mL/kg, via i.p), 0
sangue foi imediatamente coletado por puncédo cardiaca para as determinacdes
bioquimicas e avaliacdo hematoldgica, na avaliagdo subcrbnica, e os orgaos (figado,
rins, pancreas, ceérebro e coracdo) resseccionados para avaliagdo anatomo-
histopatoldgica. As demais partes (carcaca) foram mantidas congeladas até o momento
de serem recolhidas para incineragdo, no Instituto de Ciéncias Biol6gicas da UFPA.

Todos os procedimentos com animais estavam dentro das normas de
experimentac&o animal, de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal,
segundo as Normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério -
SBCAL (nova denominacéao do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CoBEA).
No Anexo 1 encontra-se o Parecer de Aprovacdo do CEPAN/IEC/SVS/MS do projeto
“Contribuicdo para a ampliacdo do conhecimento acerca de plantas medicinais da
RENISUS”,na qual este trabalho esta também vinculado. Para garantir o cumprimento
das diretrizes preconizadas pelo Comité de Etica do Uso de Animais de Laboratorio, o
trabalho envolvendo animais (manuseio, treinamento e inspecao geral da qualidade de
acomodacao dos animais) contou com 0 apoio e supervisdo do meédico veterinario,
Prof. Dr. Washington Luiz Assuncdo Pereira, da Universidade Federal Rural da
Amazoénia (UFRA).

3.8.2 TOXICIDADE AGUDA ORAL

Para os testes de toxicidade aguda oral do EEEp, foram utilizados os
procedimentos de Dose Fixa da OECD 420, na sua versao revista adotada em
2001 (OECD 420, 2001), com algumas adaptacdes.

Os animais (camundongos fémeas e machos, mantidos separadamente)
foram aclimatados na Sala de Experimentacdo da Faculdade de Farmécia por
cerca de cinco dias antes da administracdo do EEEp (reconstituido em agua
destilada e administradas por meio de gavagem, através de sonda gastrica de
aco inox de 4 cm da Becton & Dickinson Co). Os animais foram divididos em
gaiolas de uma maneira que nao impedia a observacao precisa de cada um.

Foram estabelecidos dois grupos, um com animais fémeas e outro com 0s
machos, tratados com EEEp; além de dois grupos controle organizados da

mesma forma. Cada grupo continha 4 animais.
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Os niveis de dose para o extrato foram estabelecidos para, no maximo, 3
doses suficientemente espacadas (5000, 500 e 50 mg/Kg), a fim de mostrar os
efeitos toxicos e as diferentes taxas de mortalidade. Grupos controle foram
tratados com &gua destilada. Caso a dose de 5000 mg/Kg ndo produzisse
mortalidade nos grupos tratados, ndo haveria a necessidade de ser administrados
0s niveis inferiores. O volume administrado nos animais da substancia-teste néo
excedeu 10 mL/Kg de peso corporal do animal.

Os animais foram observados durante um periodo de 14 dias. Os sinais de
toxicidade foram registrados & medida que foram feitas as observacdes e que
compreendam o momento de seu aparecimento, sua diminuicdo e sua duracao.

Foi realizada uma avaliagdo ou screening hipocratico, que forneceu uma
estimativa geral da natureza farmacoldgica e toxicolégica da substancia
desconhecida, como: estado consciente e disposi¢éo, atividade e coordenacgao do
sistema motor, reflexos, atividade sobre o Sistema Nervoso Central e o Periférico
(MALONE e ROBICHAUD, 1983). O modelo de tabela hipocratica utilizada
(Anexo 2), onde os dados avaliados foram reunidos, seguiu as sugestdes de Brito
(1994).

Ao final dos 14 dias de experimentagao, os animais foram sacrificados e

seus Orgdos removidos para estudo anatomo-histopatoldgico.

3.8.3 TOXICIDADE SUBCRONICA

Para os testes de toxicidade oral subcronica do EEEp , foram utilizados os
procedimentos adaptados do Guideline da OECD 407, na sua versao atualizada,
adotada em 2008.

Neste teste, foram utilizados camundongos machos, que receberam os mesmos
tratamento j& citado, no que diz respeito as condicdes de acomodacédo e alimentacgao.
Foram empregados duas doses de EEEp, que foram definidas a partir dos resultados
obtidos na toxicidade oral aguda: 100mg/kg (denominado Grupo BM) e 300 mg/kg
(Grupo CM). Houve também um grupo controle (Grupo AM), tratado apenas com o
veiculo (agua filtrada/destilada), e um grupo satélite (Grupo DM), com animais tratados
com a maior dose do extrato (300mg/kg), que foi empregado para se observar a
reversibilidade ou ndo de alguma manifestacéo toxica que ocorrer, decorrido 14 dias
apos interrupcdo do tratamento com o EEEp.
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Os animais receberam diariamente, no mesmo horéario do dia e pelo mesmo
experimentador, por via oral, o EEEp reconstituido em agua filtrada/destilada e
administradas por meio de gavagem, através de sonda gastrica de aco inox de 4 cm
(Becton & Dickinson Co). Os sinais de toxicidade foram registrados a medida que forem
realizadas as observagdes e que compreendem o momento de seu aparecimento, sua
diminuicdo e sua duracdo. As observacbes abrangeram alteracbes da pele, pelos,
mucosas, olhos, sistema circulatorio e respiratorio, sistemas nervoso central e periférico,
atividade somatomotriz e manifestagbes comportamentais em geral.

Os animais também foram pesados diariamente e determinado a quantidade de
agua e alimento consumidos. O periodo definido para o teste de toxicidade subcronica
foi de 36 dias, com frequéncia de 6 doses/semana.

Os animais sobreviventes apdés os 36 dias foram submetidos a eutanasia,
procedendo-se a coleta de sangue para determinacédo de parametros hematologicos e
estudos anatomopatolégicos (resseccdo, analise macro/ microscopica do figado, rins,

cérebro, pancreas e coracao).

DETERMINACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

O sangue utilizado nesta determinacdo foi retirado por puncdo cardiaca. A
andlise laboratorial de parametros hematologicos envolveu estudo dos seguintes
parametros: série branca (leucograma), hemoglobina, hematdécritos, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e contagem de plaquetas.

Estas determinacfes foram realizadas em um Analisador Hematologico Pentra
Retic 120 Horiba/ABX®, do Laboratério de Andlises Clinicas do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da UFPA, sob a coordenacéo do Prof. Dr. José Ricardo dos Santos Vieira.

ESTUDOS ANATOMOPATOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS

Ao final dos experimentos de toxicidade aguda e subcrbnica, os animais
foram submetidos a eutanasia para resseccdo de seus 0rgaos. As seccdes teciduais
dos 6rgaos excisados foram fixadas em formalina (solugcdo de formol a 10%)

tamponada. Posteriormente, os Orgaos foram preparados para processamento
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histopatoldgico: sofreram desidratagdo com séries crescentes de &lcool (70 a 100%),
diafanizacdo em xilol, impregnacédo e inclusdo em parafina, segundo os métodos
habituais (BACHA e WOOD, 1990). Em micrétomo, os fragmentos tissulares foram
seccionados em espessura de 3,0 uM e subsequentemente submetidos a coloracao
hematoxilina-eosina e examinados ao microscoépio optico.

Os estudos anatomo e histopatologicos foram realizados no Laboratério de
Patologia Clinica Animal do Instituto de Saude e Producéo Animal (ISPA) da UFRA, sob

a supervisao do Prof. Dr. Washington Luiz Assungao Pereira.

3.9 AVALIACAO DO EXTRATO SECO DE E. PLICATA SOBRE ALGUNS PARAMETROS DO

ESTRESSE OXIDATIVO NA MALARIA MURINA

Para os ensaios envolvendo Malaria Experimental in vivo, foram utilizados 30
camundongos machos (Mus muscullus) da raca Swiss, adultos jovens (20-25 g de peso
inicial), procedentes do Biotério do Instituto Evandro Chagas (Ananindeua/Para). Os
animais foram acomodados em uma sala de experimentagdo animal propria para este
tipo de ensaio, anexa ao Biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFPA. Os
animais foram divididos randomicamente em trés grupos (10 animais por grupo), como

segue:

Grupo A (CONTROLE): Os animais foram pré-tratados por 5 dias somente com
0 veiculo de solubilizacdo do extrato (agua destilada v.o., 10 mL/kg), em seguida,
injetados com 350 uL de solucédo salina estéril via i.p. e mantidos por mais 5 dias, com
0 mesmo tratamento (agua destilada v.o., 10 mL/kg). Apés este periodo, os animais

foram submetidos a eutanasia, para coleta de sangue, cérebro e pulmao.

Grupo B (INFECTADOS): Os animais foram pré-tratados durante 5 dias
somente com o veiculo de solubilizacdo do extrato (agua destilada, 10 mL/Kg), em
seguida, inoculados com P. berghei ANKA (150 pL de sangue infectado por P. berghei
ANKA, diluido em 200 uL de solucéo salina estéril, via i.p.), € mantidos por mais 5 dias,
com o mesmo tratamento (dgua destilada v.o., 10 mL/kg). ApOs este periodo, os

animais foram submetidos a eutanasia, para coleta de sangue, cérebro e pulmao.
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Grupo C (TRATADOS): Os animais foram pré-tratados durante 5 dias com dose
Unica diaria com o EEEp (300 mg/kg v.o., determinada com base nos resultados dos
testes de toxicidade subcrbnica) reconstituido em &agua destilada (10 mL/Kg), em
seguida, inoculados com P. berghei ANKA (150 pL de sangue infectado por P. berghei
ANKA, diluido em 200 pL de solucéo salina estéril, via i.p.), € mantidos por mais 5 dias,
com o mesmo tratamento. Apds este periodo, os animais foram submetidos a
eutanasia, para coleta de sangue, cérebro e pulméo.

O sangue infectado com a cepa de P. berghei ANKA foi fornecido pelo
Laboratério de Estudo do Estresse Oxidativo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
UFPA. Apos a inoculacdo das hemécias infectadas com o parasito, os animais foram
mantidos com agua filtrada e racéo peletizada (para roedores) ad libitum em caixas de
polipropileno com tampa metalica, forradas com maravalha.

Apos o periodo de infeccao pré-estabelecido para cada grupo (5 dias) os animais
foram heparinizados (5000 Ul/mL, 0,1 mL i.p.), anestesiados com uma mistura
constituida de 2 partes de Cloridrato de Cetamina 10% v/v + 1 parte de Xilazina 2,5%
(viv), na dose de 2,5 mL/kg, via i.p e submetidos a eutanasia para remocéao de aliquota

de sangue, do cérebro e pulmdes.

3.9.1 PREPARACAO DOS TECIDOS

Imediatamente apds a eutandsia, o cérebro e o pulméo de cada animal foram
cuidadosamente retirados e lavados com solucéo fisiolégica gelada, para remocéo de
residuos de sangue que porventura poderiam interferir nas analises nestes 6rgéos e
conservados em freezer (-20 °C) até o momento de se realizar a homogeneizagao.

Para homogeneizacdo, os orgdos foram fragmentados com auxilio de uma
tesoura cirdrgica de aco inox e acrescentou-se entdo, as amostras, solucdo tampéao
salina fosfato (PBS) gelado na propor¢cdo 1:10 (m/m). Em seguida, o material foi
sonicado em disruptor ultra-sénico de células (UNIQUE®) a 20 kHz e 500 W por 9
minutos (em banho de gelo). Apds este procedimento, foi realizada a avaliagdo dos
seguintes parametros: Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox® (TEAC) e
dosagem de Malondialdeido (MDA)
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3.9.2 PARASITEMIA

A aliguota de sangue foi utilizada para contagem de parasitos, que se procedeu
da seguinte forma: foi realizado um esfregaco sanguineo, corado pelo método de
Guiemsa, contando-se, em um total de 1000 hemacias, o nudmero de heméacias
parasitadas. A razdo porcentual entre 0 numero de hemacias parasitadas e o numero

de hemacias contadas (1000) foi considerada como o grau de parasitemia.

3.9.3 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL EQUIVALENTE
AO TROLOX® (TEAC)

O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equivaléncia a um
potente antioxidante conhecido, o TROLOX® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-
cromono-2-carboxilico; Aldrich Chemical - Co), anélogo sintético hidrossoluvel da
vitamina E. Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacao entre o ABTS
(2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diaménio) com persulfato de
potassio (K»S,0g), produzindo diretamente o radical cation ABTS™, croméforo de
coloracao verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734
e 815nm. A adicdo de antioxidantes a este radical céation pré-formado o reduz
novamente a ABTS, na extensdo e escala de tempo dependente da capacidade
antioxidante, concentracdo de antioxidantes e duracdo da reacdo. Isto pode ser
mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca na absorbancia lida
a 734nm durante um determinado intervalo de tempo. Assim, a extensado da
descoloragdo, como indice de inibicdo do radical cation ABTS"*foi determinada como
a atividade antioxidante total da amostra, sendo entéo calculada a sua relacdo com a
reatividade do TROLOX® como padréo, sob as mesmas condicdes. Os resultados foram
expressos em mM/L
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3.9.4 DOSAGEM DO MALONDIALDEIDO (MDA)

O método se baseia na reacdo do malondialdeido com o &cido tiobarbitUrico
(TBA), em pH baixo e temperatura elevada, para formar o complexo MDA-TBA-MDA,
de cor résea e absor¢cdo maxima em 535nm.

O ensaio seguiu as seguintes etapas: Nos tubos de ensaios utilizados, foi
pipetado 1 mL do reagente TBA (10 nM). Logo depois, no tubo utilizado como controle
branco, pipetou-se 0,5 mL de 4gua destilada. No tubo utilizado como controle padréo de
MDA, foi pipetado 0,5 mL de solucéo padrao de MDA 20 pM. Por fim, nos demais tubos,
foi pipetada 0,5 mL de amostra em cada um.

Terminada a pipetagem das amostras, os tubos foram acondicionados em
aparelho de banho-maria termostatizado digital (BENFER™, Modelo BBM1000) a
temperatura constante de 94°C, por uma hora. A fim de evitar perda ou contaminacéo
cruzada das amostras com a agua condensada dentro do banho-maria, cada tubo foi
tampado com uma bola de vidro.

Apbs este tempo, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente
durante 15 minutos, aproximadamente. Terminado o resfriamento, foi acrescentado em
cada tubo de ensaio 4 mL de &lcool n-butilico. Eles foram , entdo tampados e
misturados individualmente em agitador de tubos tipo vortex, a fim de haver maxima
extracdo do MDA para a fase organica.

Por fim, os tubos foram destampados e , entdo, centrifugados durante 10
minutos (BENFER™, Modelo BMC), a fim de haver completa separacao de fases. Da
fase orgéanica superior, foi retirada uma pequena aliquota para ser lida em
espectrofotobmetro (SHIMADZU™, Modelo UV 1800), no comprimento de onda de 535
nm. Todas as leituras foram realizadas em duplicata. Os resultados foram expressos

em ng/mL

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Para calculo da CLsy no teste de toxicidade em A. salina, foi usado o ajuste
logaritmico das curvas de toxicidade (percentual de letalidade x log da concentracdo do

EEEp), empregando-se o software GraphPad Prisma® 5.0..
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Na determinacé@o da citotoxicidade, a concentracdo letal minima que inibe em
50% o crescimento das células na presenca da droga padrdo e dos compostos testes
foi determinada em comparacdo com células cultivadas sem a presenca das
substancias-teste, considerada 100% de crescimento. Os resultados foram plotados no
programa Origin 8.0 com determinacdo das curvas dose-resposta, tracadas com ajuste
sigmoidal. Foram determinadas as concentracdes citotoxicas que inibem em 50% o
crescimento das células (CLsp) em relagéo aos controles sem farmaco-padrao.

No ensaio de toxicidade aguda oral, para avaliar se houve diferenga significante
da evolucdo ponderal, do consumo de racdo e agua entre 0s animais controles e
tratados com EEEp, estes resultados foram expressos em média + desvio padrdo para
cada grupo de animais e analisados pelo Teste “t” de Student, sendo considerado um
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Nos testes de toxicidade subcrbnica em camundongos, os resultados foram
expressos em média + desvio padréo para cada grupo de animais. Os resultados foram
analisados realizando-se analise de variancia (ANOVA) seguido do pos hoc test, o
Teste de Tukey, com limites de confianga de 95 %.

Para os parametros oxidativos também foi utilizado o ANOVA, seguido do Teste
de Tuckey, enquanto que na comparacdo da parasitemia entre 0os animais dos
diferentes no modelo da malaria murina, foi realizado o teste “t” de Student.

Para os testes citados acima foram utilizados os softwares Microsoft Excel® 2010

e BioEstat® 5.0 e em todos foi considerado um nivel de significancia de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A determinacdo de alguns parametros fisico-quimicos da droga vegetal e a
abordagem fitoquimica visam nos fornecer informacdes acerca da qualidade da
matéria-prima utilizada e da composi¢do quimica e caracteristicas fisicas dos seus
constituintes.

Estas informacdes sdo fundamentais para que se tenha um conjunto de
informacdes preliminares que permita conhecer o material a ser submetido aos
estudos de toxicidade e de atividade bioldgica, jA que a toxicidade, por exemplo,
esta ligada a composicdo e estrutura quimica dos componentes do material, e as

impurezas podem alterar a toxicidade ou a atividade bioldgica (OGA, 1996).

4.1 GRANULOMETRIA, PH, DENSIDADE E TEOR DE CINZAS

Aproximadamente 39% do p6 dos bulbos da planta ficou retido no tamiz de
malha 250 pm, portanto segundo a Farmacopéia Brasileira (1988), este pé foi
classificado como moderadamente grosso (Tabela 1).

A fragmentagdo da droga vegetal também tem sua influéncia para o processo
extrativo, justificando a pulverizacdo do material vegetal para, desta forma, aumentar a
superficie de contato da droga vegetal com o liquido extrator, porém, um tamanho muito
reduzido do pé pode causar a perda de compostos de interesse (LIST e SCHMIDT,
2000).

Por sua vez, p6s muito grossos tem sua superficie de contato com o solvente
diminuida, o que também, pode reduzir a eficacia do processo. Segundo Brandao
(2010), para extracOes alcodlicas o ideal é a utilizacdo de pés finos, porém, em outro
estudo que envolve atividade antiplasmaodica e avaliacdo de toxicidade, o pé utilizado
também foi classificado como moderadamente grosso (COSTA et al.,2009). A

densidade do p6 encontrada foi 0,76 (Tabela 2).
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Tabela 1: Resultados do ensaio de granulomeria do p6 de Eleutherine plicata

Malha Resultados*
1700 pm 0,831 +0,29
600 pm 11,274 £ 9,52
250 pm 38,799 + 20,36
180 um 17,973 £+ 10,32
125 pm 12,183 £ 4,36
Fundo coletor 19,002 + 17,03

* 0poMédia + Desvio Padréo

O pH do extrato foi 6,5, 0 que pode indicar a presenca majoritaria de
substancias de carater acido (Tabela 2). O teor de cinzas totais do p6 da planta foi
2,11 (Tabela 2). Este pardmetro avalia a matéria inorganica, principalmente sais
inorganicos, que sao obtidos por incineracdo completa da amostra (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1988). Eleutherine plicata ndo possui uma monografia farmacopéica
gue especifique o valor maximo permitido de teor de cinzas, portanto ndo é possivel
determinar se a amostra botanica tinha quantidade consideravel de adulterantes
inorganicos.

Tabela 2: Resultado dos ensaios fisico-quimicas do p6 dos bulbos de Eleuterine plicata

Testes Fisico-Quimicos Resultados*
Densidade (g/mL) 0,757 £ 0,02
% Teor de Cinzas Totais 2,11 +£0,04
pH 6,5+ 0,02

* Média + Desvio Padrao

4.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A abordagem fitoquimica feita com o extrato alcodlico dos bulbos de Eleutherine
plicata mostrou a presenca das seguintes classes de metabdlitos secundarios:
antaquinonas, cumarinas, taninos condensados, triterpenos, esteroides e quinonas,

resultados semelhantes aos descritos por Malheiros (2008) em seu trabalho.
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O género Eleutherine € amplamente conhecido pela presenca de diversas
naftoquinonas, e derivados delas, na composicdo de seu extrato (MALHEIROS, 2008;
HARA et al., 1997; PARAMAPOJN et al., 2008). Essas substancias aparentemente sao
as responsaveis pelas atividades biolégicas (antibacterianas e antifungicas) atribuidas
ao vegetal (IFESAN et al, 2009 ; ALVES et al., 2003). Além disso, naftoquinonas sé&o
conhecidos indutores de estresse oxidativo (KLAUS et al., 2010; SHI et al., 1994), além
de haver relatos de uma possivel atividade inibidora da formacéo de NO (SONG et al.,
2009; HAN et al., 2008 ), ambas consideracdes importantes, discutidas por diversos
autores em trabalhos referentes a malaria (BECKER et al.,, 2004; BERENDT et al.,
1990; CHIKAWATA, 2000; PINO et al., 2003) .

4.3 BIOENSAIO DE TOXICIDADE EM ARTEMIA SALINA

A exposicao dos microcrustaceos a diferentes concentracfes de extrato, apos o
periodo de 24 e 48 horas de eclosédo (Figuras 16 e 17), mostrou que a
concentracao letal média (CLsp) em ambos os casos € superior a 1000 ug/mL; para
exposicéo apos as 24 h de ecloséo, o valor médio encontrado foi de 1808 ug/mL, e para
exposi¢ao apos 48 h de eclosao, o valor médio encontrado foi 1004 ug/mL.

Os microcrustaceos, ao final do teste realizado no periodo de incubacéao de 48
horas, estavam na fase metanauplio Il. Nestas fases, os animais iniciam o processo de
filtracdo, portanto o epitélio do trato digestivo do animal entra em contato com o meio

externo, tornando este mais sensivel ao teste (SORGELOS et al. 1978).
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Figura 16: Percentual de letalidade de metanauplios de Artemia salina em funcdo das doses do

EEEp no periodo de incubagcédo de 24 horas. Os pontos representam as médias da concentragdo
logaritimica e as barras o Desvio Padréo.
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Figura 17: Percentual de letalidade de metanauplios de Artemia salina em funcdo das doses do

EEEp no periodo de incubacdo de 48 horas. Os pontos representam as médias da concentracéo
logaritimica e as barras o Desvio Padrao.

De acordo com a metodologia de Meyer et al. (1982), foi estabelecida uma

relacdo entre o grau de toxicidade e a CLsy, apresentada por substancias sobre as



68

larvas de A. salina. Segundo este estudo, considera-se que resultados de concentacdo
letal média maiores que 1000 ug/mL classificam o extrato como atoxicos. Dolabela
(1997) em seus estudos com extratos vegetais estabeleceu critérios de classificacdo do
nivel de toxicidade com base nos resultados de CLso em A. salina, na qual valores de
Clsp < 80 pg/mL sédo considerados altamente toxicos, entre 80 e 250 pg/mL sdo
considerados moderadamente toxicos e ClLsp > 250 ug/mL sao considerados com baixa
toxicidade.

Nestes termos, 0 EEEp utilizado pode ser considerado de baixa toxicidade, tanto
com metanauplios com 24 horas, quanto com 48 horas de vida.

4.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A linhagem celular HepG2 A16 € bastante utilizada no meio cientifico para
investigacdo de compostos naturais com atividade antiplasmaodica in vitro, servindo
como hospedeiro para o plasmdédio em estudos que emulam a fase extra-eritrocitica,
permitindo, dessa forma, a andlise do efeito esquizonticida do composto candidato a
droga antimalarico, além de permitir o calculo do indice de seletividade da substancia
testada que a representa (VAROTTI et al. 2008).

A concentracao citotoxica capaz de inibir 50% de crescimento das células (CCs)
encontrada para o EEEp foi de 61,55 ug/mL (Figura 18). A cloroquina, que foi utilizada
como\ padrdo, apresentou CCs, de 262,33 ug/mL (Figura 19).

Embora a CCsy do EEEp tenha sido menor que da cloroquina, apresentando
assim uma maior citotoxicidade em relacdo a este antimalarico, muito usado como
padrédo em testes de avaliacdo antiplasmaddica in vitro, o extrato nao foi considerado
citotoxico. Os critérios adotados no Laboratério de Bioensaios da Faculdade de
Farmacia da UFMG consideram ‘“citotoxico”, substancias que possuem uma CCsg
inferior a 10 ug/mL, baseando-se no seu indice de seletividade quando comparados
com resultados de avaliacdo de atividade antiplasmodica in vitro. Uma fracédo
diclorometanica deste extrato apresentou CCsy, de 9,0 ug/mL, esta sim considerada

citotoxica (dados ndo mostrados)



69

180 - —__

B0 - A

(%)

8 \

= B0 - \

o] |

o \

q-); ||

© CCsp = 61,55 ng/mL )

_cgcs \0 4 50 Hg \“.

.

of

> = \\a_ —a
o e e et
0.1 1 10 100 1000

Concentracfes do EEEp (ug/mL)

Figura 18: Curva dose-resposta do EEEp em células HepG2A16, mostrando o valor da concentracéo
citotéxica que inibe 50% do crescimento das células (CCs).
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Figura 19: Curva dose-resposta da Cloroquina em células HepG2A16, mostrando o valor da
concentracgao citotoxica que inibe 50% do crescimento das células (CCsy).
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Os resultados observados no teste de citotoxicidade foram similares aos
encontrados no bioensaio com Artemia sailna, ambos indicando que o ensaio néo

apresentou toxicidade relevante.

4.5 TESTE DE TOXICIDADE ORAL AGUDA

Durante o “Workshop” Internacional organizado pela ICCVAM (Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods) em 2002, a situacéo
corrente dos métodos in vitro para a avaliacdo da toxicidade aguda oral foi estudada.
Deste estudo, um processo foi iniciado para oferecer objetivos realisticos em curto
prazo e longo prazo para o refinamento e substituicdo de estudos animais, pelo menos
para a toxicidade aguda oral, sendo os mesmos principios aplicaveis a toxicidade
dérmica e inalatéria (ICCVAM, 2003).

Embora naquele momento os ensaios de citotoxicidade in vitro ainda n&o
estivessem padronizados e validados, ou mesmo existissem protocolos otimizados e
modelos preditivos, estudos consistentes da literatura apontavam para uma correlacao
positiva entre citotoxicidade in vitro e efeitos toxicos agudos in vivo. O documento final
concluiu que a proposta de Spielmann et al.(1999), na qual a citotoxicidade basal
medida em um ou mais células ou linhagens celulares é relacionada com a toxicidade
aguda in vivo, e poderia ser rapidamente absorvido para otimizar a selecdo de dose
inicial nos testes de toxicidade aguda ja propostos. Todavia, também foi concluido que a
substituicdo de testes em animais pelos ensaios in vitro ainda era prematura e
necessitaria de muito mais tempo para ser implementada. Conclusfes adicionais foram
o desenvolvimento, padronizacéo e a validacdo de métodos in vitro para a predicdo de
toxicidade em humanos ao invés de roedores a serem conduzidas como medidas a
longo prazo (SPIELMANN et al.1999).

O método de Dose Fixa estabelece a administracdo oral de uma dose da
substancia-teste em camundongos Swiss de ambos 0s sexos e observacdes nas
primeiras horas ap0s a administracdo e uma vez por dia, sempre no mesmo horério até
completar 14 dias de observacgéo (BRITO, 1994)

A triagem farmacolégica e comportamental (avaliagdo ou screening hipocratico)

foi realizada de acordo com avaliagdo proposta por Malone e Robichaud (1983)
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modificado por Brito (1994), conforme o Anexo 2, fornecendo uma estimativa geral da
natureza farmacoldgica e toxicologica do EEEp.

Durante todo o periodo do experimento os animais machos e fémeas tratados
com EEEp (5000mg/kg) ndo apresentaram nenhum dos sinais de toxicidade evidente.
Também néo foi observada a morte de nenhum dos animais durante os catorze dias de
experimento.

A administracdo do EEEp na dose de 5000 mg/Kg ndo alterou de maneira
significante a evolugdo ponderal e o consumo de alimentos de ambos 0s sexos em
relacdo aos respectivos grupos controle (Tabelas 3 e 4)

Foi realizado exame morfologico externo e analise macro e microscopica do
cérebro e cerebelo, estbmago, intestinos, mesentério, o coracdo, pulmao, figado e rins
de todos os animais

A avaliacdo macroscopica dos 6rgaos avaliados ndo revelou qualquer alteracao
anatébmica. Microscopicamente, coracdes e rins observados estavam histologicamente
normais. Nos hepatodcitos dos animais de todos os grupos observados, inclusive do
grupo controle, foi detectada a presenca de esteatose macrovesicular discreta. Essas
alteragdes provavelmente ocorreram ou devido a alimentag&o ou por estresse, causado
pela manipulacdo diaria, que induz a liberagdo cortisol e adrenalina, mobilizando
triglicerideos e acidos graxos.

N&o foi detectada a presenca de corpos estranhos, processos inflamatérios ou
presenca de liquido nos alvéolos, estando a estrutura pulmonar de maneira normal.
Cérebro e cerebelo, estdmago e intestino delgado também estavam sem alteragdes.

Tabela 3: Variacdo da evolucdo ponderal de camundongos (machos e fémeas) tratados com dose
Unica do EEEp (5000 mg/Kg) e observados durante 14 dias.

Tratamento Variagcdo de peso (9)*
Machos Fémeas
Controle 94+11 7,8+3,0
EEEp (5000 mg/Kg) 10,1 +1,5M 84+19N

* Os valores estdo expressos em média * desvio padrdo (n=4).
NSN3o significativo (p > 0,05). Teste “t” de Student.
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Tabela 4: Consumo de racdo pelos camundongos (machos e fémeas) tratados com dose Unica dode
EEEp (5000 mg/Kg)e observados durante 14 dias.

Tratamento Consumo médio de racéo (g/dia)*
Machos Fémeas
Controle 8,08 +2,3 9,12+0,9
EEEp (5000 mg/Kg) 9,20 +2,3 N 833+1,3"°

* Os valores estéo expressos em média + desvio padrédo (n=4).
NSN&o significativo (p > 0,05). Teste “t” de Student.

4.6 TESTE DE TOXICIDADE ORAL SUBCRONICA

A toxicidade subcrbnica tem como objetivo principal investigar os aspectos
toxicolégicos de uma substancia-teste administrada repetidamente e em dosagens
diferentes por um periodo de tempo prolongado, podendo ser de um a trés meses
(BRITO, 1994). Assim, a toxicidade pode ser desencadeada por doses cumulativas da
substancia no organismo ou ainda pode resultar de danos progressivos que a
substancia pode vir a causar (OGA, 1996)

O teste de toxicidade subcronico foi realizado em camundongos Swiss machos.
O EEEp foi administrado por via oral, nas doses de 100 e 300 mg/Kg. Um grupo de
animais satélite foi tratado com EEEp na maior dose estabelecida para o teste, com
objetivo de se observar a reversibilidade ou ndo das manifestacdes téxicas, mantidos
vivos por mais 14 dias apés a interrupcdo do tratamento.

O ensaio foi conduzido por um periodo de 36 dias (tratamento de 6
dias/semana). O grupo controle foi mantido de maneira idéntica e tratado somente com
agua por via oral (10 mL/kg). Findo o periodo, os animais foram submetidos a
eutanasia, como ja descrito e retirado os 6rgdos para analise histopatol6gica e sangue
para a avaliagdo dos parametros hematolégicos. Ao longo dos tratamentos, foram
avaliados parametros como comportamento, mudanca de caracteristicas, evolucéo
ponderal, consumo de agua e ragao.

Durante todo o periodo de tratamento, ndo houve quaisquer alteracbes que
indicassem toxicidade causada pelo EEEp, tanto na dose de 100 mg/kg quanto na de

300 mg/kg ou no grupo satélite. De maneira geral, a administracdo do EEEp néo alterou



de maneira significativa a evolu¢ao do ganho de peso dos animais que participaram do

estudo (Tabela 5).

Tabela 5: Variacédo da evolucao ponderal semanal dos camundongos tratados com EEEp nas doses

de 100 e 300 mg/kg.

Semanas de

Evolucéo Ponderal (g)*

experimentacao Cco;:::)oole 1O§Iangp/kg 3O§i1Egp/kg
12 0,96 + 0,44 0,30 + 0,62 1,18 + 0,36
2a -0,59 + 1,65 0,19 + 0,4 1,15 + 0,61
32 1,51 + 0,41 1,44+0,3 0,97 +0,57
43 -0,08 + 0,67 -0,17 + 1,07 -0,17 + 0,47
5a 0,06 + 0,59 -0,03 + 0,56 0,27 + 0,47
62 0,41+1,41 0,185 + 0,44 0,185+ 1,01

*Os valores representam a Média + Desvio Padrdo. N=10 animais/grupo

A administracdo do EEEp nas diferentes doses também ndao alterou, de
maneira significativa, o consumo de racao e agua dos animais avaliados durante o
periodo do tratamento (Tabela 6 e 7).

Tabela 6: Variacdo do consumo de ragdo dos camundongos tratados com EEEp nas doses de 100 e 300

ma/kg.

Semanas de

Consumo de Racéo (g)*

experimentagao Grupo 100 mg/kg 300 mg/kg
Controle
12 7,22 £0,99 8,17 +£1,35 8,15+1,3
22 7,56 +1,7 7,69 + 1,66 7,3+1,89
32 7,87 £0,35 7,48 £0,79 6,46 + 0,51
42 6,29 + 0,39 6,35+ 0,41 5,48 + 0,43
5a 6,28 + 0,55 5,63 + 0,53 5,46 + 0,44
62 6,07 + 0,00 5,18 + 0,00 5,64 + 0,00

* Os valores estéo expressos em média + desvio padrdo. N=10 animais/grupo
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Tabela 7: Varia¢do do consumo de agua dos camundongos tratados com EEEp nas doses de 100 e 300

mg/kg .

Semanas de

Consumo de Agua (mL)*

experimentacao ggg‘;{?\)g 100 mg/kg 300 mg/kg
1 8,27 + 1,35 10,37+1,84 10,03 +0,63
2 6,74 + 2,41 6,34 + 1,86 6,44 £2,1
3 7,15 + 2,05 6,97 + 2,03 6,24 + 1,99
4 7,00 £ 1,14 6,73 £ 0,48 6,43 + 1,26
5 5,54 + 1,28 5,96 + 0,50 5,67 + 0,63
6 3,75+ 0,00 5,50 + 0,00 5,00 + 0,00

* Os valores estao expressos em média + desvio padrao. N=10 animais/grupo

A avaliacdo dos parédmetros hematologicos em animais submetidos a longos
tratamentos com substancias-teste constitui importante ferramenta no estudo da
toxicidade subcronica e crénica (BRITO, 1994).

O resultado da avaliagdo dos parametros hematologicos dos grupos controle
(AM), tratados com o EEEp na dose de 100 mg/Kg (BM), 300 mg/kg (CM) e Satélite
(DM, dos de 300 mg/kg) sdo mostrados na Tabela 8 e nas Figuras 21 a 28.

De uma maneira geral, podemos observar uma diminuicdo estatisticamente
significante (p<0,05) na quantidade de hemécias (Figura 21), de hemoglobina (Figura
22) e no hematécrito (Figura 23), para o grupo Satélite, quando comparados ao
controle, e das plaquetas (p<0,05) no grupo tratado com EEEp na dose de 300 mg/kg

gquando comparado aos animais controle.

A concentracdo de hemoglobina correlaciona-se estreitamente com a contagem
de hemécias. Baixas concentracdes de hemoglobina, hemécias e hematécrito podem
indicar anemia, hemorragia recente ou retencdo de liquido, causando hemodiluicao
(LIMA, et al., 2008). Vale ressaltar que tais resultados ndo foram confirmados por
alteracbes no VCM, HCM e CHCM destes animais (Figuras 24, 25 e 26). A
caracterizagdo semioldgica de qualquer anemia exige o conhecimento de dados
hematoldgicos, como por exemplo, o valor globular ou grau de coloragéo eritrocitaria e o
tamanho das hemacias (GORINA, 1984; MILLER, 1999).



75

Tabela 8: Pardmetros hematoldgicos de camundongo machos tratados com diferentes doses do
EEEp durante o ensaio de toxicidade subcrdnica*.

Parametros Controle EEEP EEEPp S

100 mg/kg 300 mg/kg (EEEp 300 mg/kg)
Leucécitos(10°’mm?) 7,5 + 0,00 8,16 + 3,23 5,42 + 1,70 8,33+1,95
Hemaécias (10%mm?) 8,57 + 0,47 7,98 + 0,60 8,08 + 0,45 7,26 1,14
Hemoglobina (g/dL) 13,6 0,7 12,79+ 0,9 13,09 + 0,52 11,91 + 1,42
Hematécrito(%) 40,03 + 2,40 40,03 + 3,33 40,12 + 2,03 36,58 + 5,23%
VCM (fm3) 50,22 + 1,72 50,00 + 1,00 49,78 + 0,97 50,44 + 1,51
HCM (pg) 15,9 + 0,61 15,7 +1,22 16,21 + 0,63 16,47 + 0,98
CHCM (g/dL) 31,63 + 0,47 31,97 +0,81 32,59 +1,18 32,69+ 1,88
Plaquetas (10¥mm® 550,89 + 87,55 503,11 + 65,1 392,78 + 68,07* 44211 + 134,71

Ap < 0,05 em comparagédo com o grupo controle; ANOVA One Way/Tukey
*Os Valores sao expressos em média + Desvio Padrao.

Outra consideracdo importante aqui € que a reducdo destes parametros

hematimeétricos se deu no grupo satélite (mas ndo no grupo tratado com EEEp na dose

de 300 mg/kg), ou seja, 0 grupo cujos animais foram tratados com o EEEp na dose 300

mg/kg por 6 semanas e, depois, tiveram o tratamento interrompido por mais 2 semanas,

guando foram submetidos a eutanasia para coleta do sangue. Isto é importante, se

levarmos em conta que a idade avancada dos animais deste grupo pode alterar alguns
parametros bioquimicos e hematoldgicos (DINIZ, 2000; UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PELOTAS, 2011).
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Figura 20: Resultado da contagem de leucdcitos totais(103/mm3) nos animais controle (AM),
tratados com EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM). As colunas
representam as Médias e as barras, o Desvio Padrdo

NSDiferenga nao signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.
As colunas representam as Médias e as barras, o Desvio Padréo.
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Figura 21: Resultado da contagem de hemécias (10° nos animais controle (AM), tratados com EEEp
100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM).As colunas representam as

Médias e as barras, o Desvio Padrao

NSDiferenca nao signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.
*p < 0,05 em comparacgdo com o grupo controle; ANOVA One Way/Tukey.
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Figura 22: Resultados da contagem de hemoglobina (g/dL) nos animais controle (AM), tratados com
EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM).As colunas representam
as Médias e as barras, o Desvio Padréo.

NSDiferenc;a néo signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.

*p < 0,05 em comparagdo com o grupo controle; ANOVA One Way/Tukey.

Uma contagem diminuida de plaquetas, condicdo chamada de trombocitopenia,
pode resultar de uma série de situacfes patoldgicas, entre as quais estao: destruicdo
aumentada de plaquetas, devido ao uso de certas drogas; desordens imunes;
coagulacdo vascular disseminada; ou lesbes mecanicas as plaquetas (LIMA, et al.,
1992).

A discreta trombocitopenia observada no grupo tratado com EEEp 300 mg/kg
embora estatisticamente significativa (p < 0,05), ndo tem um significado clinico
importante e foi revertida apos interrupcdo do tratamento (Figura 27; Tabela 8).
Abalizados em comparacfes com a literatura € possivel perceber que estas alteragoes,
em sua maioria, estao dentro da faixa de variabilidade adotada anteriormente por Diniz
(2000), sugerindo que estas alteracbes ndo sejam devido a toxicidade causada pelo
EEEp.
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Figura 23: Resultados da contagem de hematdcritos (%) nos animais controle (AM), tratados com
EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM).As colunas representam
as Médias e as barras, o Desvio Padrao.

NSDiferenga nao signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.

*p < 0,05 em comparacdo com o grupo controle; ANOVA One Way/Tukey

Nos exames macro e microscopico dos 6rgaos dos animais utilizados no teste de
toxicidade subcronica, os orgaos analisados (cérebro, coracao, figado, pulmdes, baco,
pancreas e rins) ndo apresentaram nenhum tipo de alteracdo significante, sem
particularidades histoldgicas.

Como observado nos resultados da andlise anatomo e histopatol6gica do teste
de toxicidade aguda, os pulmdes revelaram arquitetura lobulares parenquimatosas
preservadas, tendo os alvéolos paredes finas com revestimento epitelial habitual por
pneumdécitos. Nenhum sinal da presenca de células envolvidas em processos

inflamatérios e liquido no interior dos alvéolos.
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Figura 24: Resultados da determinacdo do Volume Corpuscular Médio (fm2) nos animais controle
(AM), tratados com EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM).As
colunas representam as Médias e as barras, o Desvio Padréo.

NSDiferen<;a nao signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.
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Figura 25: Resultados da determinacéo da Hemoglobina Corpuscular Média(pg) nos animais controle
(AM), tratados com EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM).As
colunas representam as Médias e as barras, o Desvio Padrao.

NSDiferem;a néo signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.
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Cérebro e cerebelo apresentaram estruturas celulares normais. Regido do céardia
(estbmago), com epitélio estratificado e porcdo glandular sem alteracdes na estrutura
tecidual interior. Um dos segmentos do intestino delgado (ileo) estava estruturalmente
normal.

Rins tinham a superficie externa envolvida por capsula opalescente, que se
destaca com facilidade do parénquima. Nas seccdes seriadas, observa-se superficie
compacta, pardacenta, com limites cortico-medulares nitidos e perfeita visualizacéo
piramides e calices renais. Cotos ureterais representando remanescentes de
amputagéo proximal. O estudo histologico mostrou arquitetura lobular e “populagao”
glomerular preservadas. Nos glomérulos, tufos capilares e mesangio delicados estavam
separados da capsula de Bowman por espaco de retracdo artefatual. Ndo foram

observadas les0es fibréticas, hemorragicas ou areas de enfarte.
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Figura 26: Resultados da determinacdo da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (g/dL)
nos animais controle (AM), tratados com EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM)
e satélite (DM).As colunas representam as Médias e as barras, o Desvio Padrao.

NsDiferenc;a nao signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.
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O coracdo apresentava-se recoberto por epicardio fino, transparente e
delicadamente vascularizado, vasos da base proporcionais as dimensfes do 6rgéo e
cavidades atrio-ventriculares revestidas por endocardio liso e brilhantem sendo ora
vazias, ora ocupadas por coagulos sanguineos (alteracdo natural post-mortem). As
vélvulas atrio-ventriculares e semilunares (pulmonar e adrtica) tinham bordas livres. Ao
exame microscopico, o tecido cardiaco mostrou-se também dentro dos limites da
normalidade histologica.

Nao houve sinais de inflamacao, agregados linfocitarios, necrose ou alteracdes
circulatérias no figado, mas foi observado discreta esteatose macrovesicular em todos
0S grupos, com peqguenos vacuolos limitados as zonas lobulares hepaticas,
provavelmente induzidas pela alimentacéo (este tipo de racdo contém um teor maior de
gorduras) ou por estresse, causado pela manipulacdo diaria, que induz a liberacdo
cortisol e adrenalina, mobilizando triglicerideos e acidos graxos, ambos lipidios que sdo
metabolizados principalmente no figado (KUMAR et al, 2010).
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Figura 27: Resultados dacontagem de Plaquetas (103/mmg3) nos animais controle (AM), tratados com
EEEp 100 mg/kg (BM), tratados com EEEp 300 mg/kg (CM) e satélite (DM).As colunas representam
as Médias e as barras, o Desvio Padrao.

NSDiferenga néo signficante entre os grupos estudados; ANOVA One Way/Tuckey.
*p < 0,05 em comparagao com o grupo controle; ANOVA One Way/Tukey.
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Assim, juntamente com os resultados obtidos dos ensaios preliminares de
toxicidade e toxicidade aguda, o extrato possui toxicidade muito baixa. Entretanto, cabe
ressaltar que um estudo completo da toxicidade subcrénica/crénica, com a avaliacao de
outros parametros, como por exemplo, 0os bioquimicos, além de estudos especificos de
carcinogénese, mutagénese e teratogénese, precisa ser realizado para que o extrato

possa ter uma classificacao toxicolégica que permita seguranca no seu uso.

4.7AVALIACAO DO EXTRATO DE E. PLICATA EM MODELO DE MALARIA MURINA

Neste estudo, a interrupcdo da infeccdo pelo P. berghei e a eutanasia dos
animais ficaram definidas para o 5° dia de infeccdo, periodo em que comegcam a
ocorrer alteragdes que culminam com as complicagcdes severas da doenca em
modelo experimental murino (MOREIRA, 2010).

Os resultados da avaliacdo da parasitemia nos grupos INFECTADOS e
TRATADOS sé&o mostrados na Figura 28. Salienta-se que nos animais ndo infectados,
nao foi encontrado nenhum parasita nos esfregacos.

No presente trabalho, observou-se uma reducao significativa da parasitemia
nos animais tratados com a dose de 300mg/kg de EEEp (1,32 + 0,45 %) com 0s nao
tratados (3,34 + 1,78 %). Este resultado indica a presenca do efeito antiplasmédico
in vivo deste extrato, com a presenca de componentes quimicos capazes de atacar
0 parasita (uma acao citotdxica direta) ou interferir em algum mecanismo de invasao

de eritrocitos. Nenhum animal foi a 6bito durante o estudo.
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Figura 28: Valores da parasitemia (%) obtidos de camundongos infectados (INFECTADOS) e
infectados e tratados com EEEp com as doses de 300 mg/Kg (TRATADOS) no ensaio de malaria
murina. As colunas representam as médias e as barras, o Desvio Padrdo.

* p < 0,05 comparado com INFECTADO; teste “t” de Student.

Dentre as complicagcbes que merecem destaque por estarem amplamente
associadas a infec¢ao pelo modelo animal proposto no estudo, estdo: a malaria cerebral
e as complicacdes pulmonares (BOTELHO, 1996; TAYLOR, 2006; PENET, 2007). Os
mecanismos que desencadeiam a patogenia da malaria e o aparecimento das formas
severas nao estdo completamente elucidados. Portanto, qualquer conhecimento que
possa ser Util para o entendimento dos mecanismos envolvidos na patogenia da malaria
poderd colaborar para o controle da doenca (MOREIRA, 2010).

Sabe-se que o Plasmodium é susceptivel as alteracdes oxidativas (PABLON
2002), pois a maioria dos antimalaricos utilizadas no combate ao parasita, assim como

a propria defesa do hospedeiro, atua via produgcéo de radicais livres (PRADA, 1996;
CUl, 2007).
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Em contrapartida, o parasita parece responder a estas agdes oxidativas por meio
de mecanismos antioxidantes proprios, tais como a producdo de acido lipdlico e a
sintese de vitamina B6 os quais podem, nédo soé, contribuir para o0 aumento da sobrevida
do parasita (resisténcia), bem como levar a manifestacdes severas da doenca
(SOBOLEWSKI, 2005; TOLER, 2005; WRENGER, 2005).

A acdo de algumas substancias antimalaricas reside na sua capacidade em
produzir radicais livres e assim, causar a destruicdo do parasita. O tratamento com
cloroquina, em pacientes portadores de P. falciparum, por exemplo, causa diminuicéo
dos niveis plasméaticos de defesas antioxidantes (FAROMBI et al., 2003).

Os resultados determinac6es dos parametros oxidativos avaliados neste
trabalho (MDA e TEAC) nos diferentes grupos estdo dispostos na Tabela 9 e nas
Figuras 29 a 32.

Tabela 9: Valores dos pardmetros oxidativos obtidos de cérebro e pulmdes de animais controle,

infectados e infectados e tratados com EEEp na dose de 300 mg/Kg no ensaio de maléaria
experimental murina

Parametros Oxidativos

expirril;:gnstais MDé;:/(rar:ﬁl)oral MD,?HZ%T())nar TEA(Cr:n(I\ZAtilr_()abral TEAC(:mPI\lj}Bonar
CONTROLE 2588,57 + 546,49 845,08 + 193,19 10,89 + 6,45 7,81 +3,92
INFECTADOS 2693,52 + 747,74™° 528,03 +135,37* 10,30+ 5,86 "° 16,88 + 3,75*
TRATADOS 3721,33+974,80*" 793,50 + 294,38"° 9,52 +3,87"° 11,65 +5,49"°

Os valores estdo expressos em média + desvio padrao.
*p < 0,05 em comparagdo com grupo controle; ANOVA One Way/Tukey
’:g < 0,05 em comparacédo com grupo infectado; ANOVA One Way/Tukey
Diferencga nédo significante entre os grupos estudados (p < 0,05); ANOVA One Way/Tukey

Um avaliador indireto da extenséo da peroxidacgéao lipidica de érgéos e tecidos é
a quantificacdo de produtos formados no processo oxidativo, entre eles, o
malondialdeido (MDA), um hidroperoxido gerado durante situacdes em que as
membranas celulares sofrem danos oxidativos gerados por radicais livres (FELLIPE e
PERCARIO, 1991).
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Os resultados da determinacdo de MDA cerebral (Figura 29) e pulmonar (Figura
30) mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo
infectado e controle (MDA cerebral), mas houve uma pequena diminuicdo deste
marcador nos pulmdes dos animais infectados. Com relagdo aos animais tratados com
EEEp nas doses de 300 mg/kg, houve um aumento significativo dos niveis de MDA,

tanto em relacéo ao controle quanto em relacdo aos animais infectados (p < 0,05)
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Figura 29: Valores de MDA cerebral (ng/mL) obtidos de animais nado infectados (CONTROLE),
infectados (INFECTADOS) e infectados e tratados com EEEp com as doses de 300 mg/Kg
(TRATADOS) no ensaio de malaria murina. As colunas representam as médias e as barras, o Desvio
Padréo.

* p < 0,05 comparado ao CONTROLE; ANOVA One Way/Tukey.

** p < 0,05 comparado ao INFECTADO; ANOVA One Way/Tukey.

NS Diferenca néo significante quando comparado com CONTROLE; ANOVA One Way/Tukey.

O cérebro apresenta estrutura e fisiologia muito complexas e um funcionamento

competente para manter sua homeostase. O cranio, o liquor e a barreira
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hematoencefalica sdo estruturas que conferem ao Orgdo protecdo contra diversas
formas de agresséao patologica (KUMAR et al., 2010).

Adicionalmente, o cérebro parece possuir um arsenal antioxidante que o auxiliam
no combate a isquemia, composto principalmente por enzimas antioxidantes, bacleina
(um flavondide com capacidade inibidora de lipoxigenase), glutationa, vitamina E e
outras moléculas pequenas (CUDDIHY et al. 2008; VAN LEYEN et al. 2006). Ao que
parece, este sistema antioxidante cerebral conseguiu manter constante os niveis de
MDA e da capacidade antioxidante total, pelo menos até o 5° dia de infeccéo.

J& na avaliacao da peroxidacdo lipidica do tecido pulmonar, verifica-se que 0s
niveis do marcador MDA dos animais infectados encontram-se ligeiramente abaixo
dos controles e dos animais tratados (Figura 30) enquanto que os niveis da TEAC
pulmonar dos infectados encontram-se ligeiramente acima dos niveis dos animais
néo infectados (Figura 32). Particularmente, na tentativa de combater a elevagéo na
peroxidacao lipidica, as células pulmonares sintetizam substancias antioxidantes
gue fazem com que as dosagens pulmonares de TEAC aumentem ou diminuam no
sentido de reduzir os danos causados pela lipoperoxidagcdo (MOREIRA, 2010).

Os resultados obtidos de MDA cerebral nos animais tratados com doses de
300 mg/kg do extrato parecem apontar para um aumento da ocorréncia de
peroxidacao lipidica cerebral, refletido no aumento nas concentracées de MDA
(Figura 29, Tabela 9). A despeito disso, foram encontradas alteragdes significativas
nos resultados da TEAC em nenhum dos grupos (Figuras 31 e 32). Apesar do
aumento da peroxidacdo lipidica cerebral observada nos animais tratados, vale lembrar
gue o extrato ndo causou qualquer tipo de alteracdo histopatolégica no cérebro dos

animais, na avaliacédo da toxicidade aguda e subcrénica.
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Figura 30: Valores de MDA pulmonar (ng/mL) obtidos de animais controle (CONTROLE), infectados
(INFECTADOS) e infectados e tratados com EEEp com as doses de 300 mg/Kg (TRATADOS) no
ensaio de maléria murina. As colunas representam as médias e as barras, o Desvio Padréao.

* p < 0,05 comparado com CONTROLE; ANOVA One Way/Tukey.
NS N&o significante entre os grupos para p < 0,05; ANOVA One Way/Tukey.

Esses achados sugerem uma possivel atividade pro-oxidante do extrato. A
reducdo da parasitemia nos animais tratados pode estar relacionada com essa possivel
acdo proé-oxidante, e os componentes do extrato cruzam a barreira hematoencefalica,

sendo esta a possivel razdo de ndo haver ocorrido uma resposta antioxidante inata

consideravel por parte do hospedeiro.
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Figura 31: Valores da TEAC cerebral (mM/L) obtidos de animais néo infectados (CONTROLE),
infectados (INFECTADOS) e infectados e tratados com EEEp com as doses de 300 mg/Kg
(TRATADOS) no ensaio de malaria murina. As colunas representam as médias e as barras, o Desvio
Padréo.

NS N&o significante entre os grupos para p < 0,05; ANOVA One Way/Tukey.

Essa idéia é corroborada pelo fato de que os parasitas da malaria séo altamente
susceptiveis as variagbes oxidativas, mas também capazes de induzir estresse
oxidativo em seus hospedeiros através da produ¢cdo de ERTON (BERENDT et al, 1990;
1994; CLARK e ROCKETT, 1994; VAN DER HEYDE et al., 2006; BECKER et al., 2004;
PINO et al., 2003). Antraquinonas, naftoquinonas e outras quinonas, como a eleuterine
e isoeleuterine (HARA et al., 1997; HAN et al., 2008, MALHEIROS, 2008), substancias
gue demonstraram estar presentes na composicdo de algumas espécies do género
Eleutherine, séo reconhecidas na literatura como substancias capazes de induzir o
estresse oxidativo através da formacdo de ERTON (KLAUS et al.,, 2010; SHI et al.,
1994).
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Figura 32: Valores da TEAC pulmonar (mM/L) obtidos de animais ndo infectados (CONTROLE),
infectados (INFECTADOS) e infectados e tratados com EEEp com as doses de 300 mg/Kg
(TRATADOS) no ensaio de malaria murina. As colunas representam as médias e as barras, o Desvio
Padréo.

* p < 0,05 comparado com CONTROLE; ANOVA One Way/Tukey.

NS Nao significante entre os grupos para p < 0,05; ANOVA One Way/Tukey.

Um importante farmaco antimalarico, a dihidroartemisina, e outros derivados
semi-sintéticos isolados a partir da Artemisia annua sao capazes de induzir o estresse
oxidativo através da diminui¢cdo das reservas intracelulares de glutationa, assim como a
glutationa peroxidase, favorecendo a morte do parasita (ITTARAT et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2009). Produtos polifendlicos da curcumina, derivada da Curcuma
longa, tem mostrado um grande potencial no tratamento da maléria causada por P.
falciparum. Tais compostos sdo capazes de inibir a acetilacdo de histonas necessarias
para a expressao das PfEMPs, de mecanismos geradores de espécies reativas do
oxigénio (CUI et al., 2007).
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Observa-se, entretanto, que o tratamento com EEEp ndo alterou os niveis de
MDA pulmonar em relacdo aos demais tratamentos. Na tentativa de evitar o estresse
oxidativo, o0 microambiente pulmonar parece lancar mdo de uma complexa maquinaria
antioxidante. As substancias, potencialmente, responsaveis por esse processo sao: as
proteinas Al, A2 e B, que fazem parte do surfactante alveolar (SAXENA, 2005; BEIN,
2009); as enzimas catalase (CHRISTOFIDOU-SOLOMIDOU, 2003) e superoxido
dismutase (OURY, 2002; KINSELLA, 2005); e a glutationa (RAHMAN, 2000).

Os resultados obtidos com a avaliagdo do tratamento do EEEp em animais
infectados com P. berghei, permite inferir que a reducéo da parasitemia pode ter relacao
com um provavel efeito pré-oxidante deste extrato, tanto em funcéo de sua ja conhecida
composicao quimica, quanto do aumento dos efeitos peroxidativos cerebrais, como
disposto acima. Entretanto, € necessaria a avaliacdo de outros parametros envolvidos
no processo oxidativo, como o NO, para elucidacdo definitiva dos mecanismos

envolvidos neste processo.
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Conclusdes
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5 CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

> A andlise fisico-quimica parcial da droga vegetal apresentou resultados adequados
para realizacdo dos testes subsequentes;

» A abordagem fitoquimica do extrato indicou a presenca de classes de metabdlitos,
como naftoquinonas, com potencial farmacolégico para futuros estudos de atividade

antimalarica;

» Os resultados das avaliagbes da citotoxicidade e principalmente o bioensaio em

Artemia salina Leach, mostraram que o extrato apresenta toxicidade muito baixa;

» O extrato, na dose oral de 5000 mg/kg, ndo apresentou nenhum sinal evidente de

toxicidade em camundongos machos e fémeas, dentro dos parametros avaliados;

» Os resultados da avaliacdo da toxicidade oral subcrénica demonstraram que houve
alteracGes estatisticamente significantes de alguns parametros hematoldgicos, mas
gue néo foram clinicamente importantes, do ponto de vista toxicolégico, corroborando

pela auséncia de quaisquer alteracdes anatomo-histopatoldgicas;

» O extrato, nas doses de 300 mg/kg, reduziu significativamente a parasitemia, mas
nao alterou os demais parametros oxidativos avaliados: TEAC cerebral e pulmonar e
MDA pulmonar. Entretanto, houve significativo aumento do MDA cerebral, quando
comparado inclusive com os animais infectados, indicando efeito pré-oxidante, dos

componentes deste extrato, no cérebro dos animais infectados;

» Os resultados obtidos com a avaliagdo do tratamento do EEEp em animais
infectados com P. berghei (maléria experimental), permite inferir que a reducédo da
parasitemia pode ter relacdo com um provavel efeito pré-oxidante deste extrato, tanto

em funcdo de sua composicdo quimica, quanto do aumento da peroxidacao lipidica
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cerebral, tendo-se em vista a grande susceptibilidade do Plasmodium a variagbes
oxidativas e o fato de que alguns farmacos ou substancias antimalaricas ja

conhecidas possuirem propriedades pro-oxidantes;

> Apesar destes resultados, € necessario a avaliacdo de outros parametros envolvidos
no processo oxidativo, como o NO, para elucidacédo definitiva dos mecanismos

envolvidos neste processo.
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7.2 ANEXO I

T ANIMAL

Periodo de tempo

15 min _gam._ T_:a__ _:. 7 _:_ 24

2diay | 3dias

4 dias

6 dias

7 dias

8§ dias

9 dias

10 dias

11 dias

12 dias

13 dias

14 dias

Peso

Atividade Motora Geral

Frémito Vocal

[rritabilidade

Respasta ao togue

| Desorientagio

Aperto de Cauda

d__aﬁa

Trem Posterior

Forga de agarrar

Ataxia

Tremores

Convulsdes

Straub

Hipnose

Lactimagio

Ploses

Micgdo

Defecagio

Piloerecao

Respiragdo

Cianose

Morte




