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RESUMO

A maléria continua sendo uma das doencas causadas por protozoarios de maior impacto
mundial, especialmente quando causada por Plasmodium falciparum. Esta espécie ¢
responsavel pelo maior nimero de casos graves e mortes. Devido a crescente resisténcia do
parasito aos tratamentos-padrdo, a busca por novas alternativas terapéuticas ¢ impreterivel.
Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae), popularmente conhecida como “mastruz”,
tem efeito plasmodicida in vitro e também uma significativa atividade imunomoduladora.
Baseado nisso, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial antimaldrico do extrato
bruto hidroalcoodlico das folhas de Chenopodium ambrosioides (EBH) em modelos
experimentais in vitro e in vivo. Primeiramente, para avaliar afinidade de ligacdo do EBH a
proteinas totais de hemacias infectadas por P. falciparum, um ensaio de ressonancia
plasmonica de superficie (RPS) foi realizado. Os parasitos foram mantidos em cultura e, apds
serem sincronizados em fase de anel, as proteinas totais foram quantificadas pelo método de
Bradford (150 pg/mL) e utilizadas como ligante no ensaio de RPS. Por outro lado, o EBH e a
cloroquina foram utilizados como analitos, nas concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL. Em
seguida, culturas sincronizadas em fase de anel de P. falciparum 3D7 foram expostas a
concentragdes crescentes (7,8, 15,62, 31,25, 62,5, 125 e 250 pg/mL) do EBH durante 48
horas a fim de testar o efeito plasmodicida in vitro do extrato. Apds esse tempo, a parasitemia
foi determinada com esfregacos corados com Giemsa e foi calculada a Clsy do extrato.
Finalmente, foram realizados testes in vivo para avaliar o efeito antimalarico do EBH.
Camundongos fémeas Balb/c (8-12 semanas, 20-25 g) foram infectados por via
intraperitoneal (ip.) com 10* de Plasmodium berghei ANKA-GFP. Sete dias ap6s o indculo,
os animais foram tratados ip. com PBS (n = 5), cloroquina (45mg/kg; n = 5) ou EBH (5
mg/kg; n = 6), durante 3 dias consecutivos. A parasitemia dos animais foi quantificada por
citometria de fluxo no 6°, 9° e 11° dias pos infec¢do e a sobrevida foi acompanhada até o 21°
dia. Os resultados mostraram que a afinidade de ligagdo do EBH as proteinas totais de
hemécias infectadas foi maior do que a observada para a cloroquina, em todas as
concentragdes analisadas. Além disso, o extrato foi capaz de inibir in vitro o crescimento
parasitario de forma dose-dependente com Clsy de 25,4 pg/mL. In vivo, o tratamento
terapéutico com o EBH foi capaz de aumentar a sobrevida, com um aumento na expectativa
de vida (ILS) de 33%, e de reduzir a carga parasitaria dos animais infectados. Em conclusao,
o EBH teve um efeito antiplasmédico significativo, podendo ser considerado como uma
alternativa para o desenvolvimento de novos antimalaricos.

Palavras-chave: malaria; Plasmodium; tratamento; mastruz.



ABSTRACT

Malaria remains one of the diseases caused by protozoa of larger global impact, especially
when it is caused by Plasmodium falciparum. This species is responsible for the majority
number of severe cases and deaths. Due to the increase of the parasite resistance to standard
treatments, the search for new therapeutic alternatives is imperative. Chenopodium
ambrosioides L. (Amaranthaceae), popularly known as "mastruz", has anti-Plasmodium effect
in vitro and also a significant immunomodulatory activity. Based on that, the objective of this
study was to investigate the antimalarial potential of the hydroalcoholic crude extract of the
leaves of Chenopodium ambrosioides - HCE in experimental models either in vitro or in vivo.
First, to assess the binding affinity of the HCE with the total proteins of erythrocytes infected
by P. falciparum, a surface plasmon resonance (SPR) was performed. The parasites were
maintained in culture and, after being synchronized in ring stage, the total proteins were
quantified by the Bradford method (150 pg/ml) and were used as ligand in the assay. In the
other hand, the HCE and chloroquine were used as analytes in the concentrations of 25, 50
and 100 pg/mL. Next, synchronized cultures of P. falciparum 3D7 in ring stage were exposed
to increasing concentrations (7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125 and 250 pg/ml) of HCE for 48 hours
in order to test the anti-Plasmodium effect of the extract in vitro. After that time, the
parasitemia was determined by Giemsa stained smear and it was calculated the 1Csy of the
extract. Finally, in vivo tests were performed to evaluate the antimalarial effect of the EBH.
Female Balb/c mice (8-12 weeks, 20-25 g) were infected intraperitoneally (ip.) with 10* of
Plasmodium berghei ANKA-GFP. Seven days after inoculation, the animals were treated ip.
with PBS (n = 5), chloroquine (45 mg/kg; n = 5) or HCE (5 mg/kg; n = 6), for 3 consecutive
days. The parasitemia of the animals was quantified by flow cytometry on the 6th, 9th and
11th days post infection and the survival was followed until the 21st day. The results showed
that the binding affinity of the HCE with the total proteins of infected red blood cells was
greater than that observed for the chloroquine, at all the concentrations analyzed.
Furthermore, the extract was able to inhibit the parasitic growth in vitro in a dose-dependent
manner with 1Csy of 25.4 pg/mL. In vivo, the terapeutic treatment with HCE was able to
increase the survival, which corresponded to an increment of life span (ILS) of 33%, and
reduce the parasite load of the infected animals. In conclusion, the HCE had a significant anti-
Plasmodium effect and could be considered as an alternative to the development of new
antimalarial drugs.

Keywords: malaria; Plasmodium; treatment; mastruz.
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RESUMO

Com o intuito de investigar novas alterativas terapéuticas para o tratamento da malaria, foi
avaliado neste trabalho o efeito antimaldrico do extrato bruto hidroalcoolico das folhas de
Chenopodium ambrosioides L. - EBH. Inicialmente, foi verificada a afinidade molecular de
proteinas totais de hemacias infectadas por P. falciparum W2 com EBH e cloroquina por
ressonancia plasmonica de superficie (RPS). Em seguida, foi determinado o potencial
plasmodicida do EBH em cultura de P. falciparum 3D7. A seguir, usando camundongos
Balb/c infectados por via intraperitoneal (ip.) com P. berghei ANKA-GFP, foi avaliado o
efeito do tratamento ip. durante 3 dias consecutivos com PBS (controle), cloroquina (45
mg/kg) e EBH (5 mg/kg) quanto a sobrevida e a parasitemia dos animais infectados. Os
resultados mostraram que o EBH teve afinidade de ligacdo as proteinas totais de hemacias
infectadas e inibiu o crescimento parasitario de forma dose-dependente in vitro (Clsy = 25,4
pg/mL). O tratamento terapéutico in vivo com o extrato aumentou a sobrevida e reduziu a
parasitemia dos animais infectados. Assim, conclui-se que o EBH teve efeito antiplasmodico
significativo, podendo ser considerado como uma alternativa para o desenvolvimento de
novos antimalaricos.
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1 INTRODUCAO

A maléria continua representando um desafio para a satde publica mundial [1]. Em
2013, a doenca foi responsavel por cerca 198 milhdes de casos e 584 mil mortes em todo o
mundo [2]. Cinco espécies do protozoario do género Plasmodium sdo reconhecidamente
capazes de causar a doenca em humanos [3]. Apesar da espécie Plasmodium vivax ter maior
distribuicdo geografica, Plasmodium falciparum tem maior destaque por ser responsavel pelo

maior numero de casos graves e mortes [2].

Atualmente, o tratamento de escolha para a malaria por P. falciparum ¢ a terapia de
combinacdo baseada em artemisinina [2,4,5], devido a documentada resisténcia desse parasito
a outros antimalaricos, como a cloroquina [6—10]. Nao obstante, também ja tém sido descritos
casos de resisténcia a artemisinina em cinco paises asiaticos: Camboja, Republica
Democratica Popular do Laos, Mianmar, Tailandia e Vietna [2,11]. Somado a isso, ainda nao
se dispde de uma vacina segura, efetiva e mundialmente disponivel para a doenga. Assim, a

busca por novos antimalaricos continua sendo urgente e necessaria.

Os produtos naturais constituem importantes armas para o desenvolvimento de novos
principios ativos para o tratamento da maldria [7,12,13]. Prova disso ¢ que importantes
antimaldricos, tais como quinino e derivados de artemisinina, sdo derivados de espécies

vegetais [14,15].

Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae) ¢ popularmente conhecida no Brasil
como “erva-de-santa-maria”, “mentrasto”, “mentruco” ou “mastruz” [16,17] e em outros
paises americanos como “wormseed”, “goosefoot”, “paico” e “epazote” [18,19]. O uso
popular dessa planta ¢ extenso, sendo utilizada por exemplo como anti-helmintico [19], anti-
inflamatorio [20], antileishmania [17], antidiarreico/antidesintérico [21], dentre outros. Esse
potencial terapéutico tem sido de tal forma reconhecido que o Ministério da Satde do Brasil,
em 2008, incluiu esta espécie vegetal na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
do Sistema Unico de Satide (RENISUS) [16].

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que o extrato bruto hidroalcoolico das folhas
de C. ambrosioides tem significativo efeito antitumoral [22], antileishmania in vitro e in vivo
[23-26], antigiardia in vitro [21] e analgésico [27], além de atividade imunomoduladora [28].
Ademais, outros grupos tem evidenciado que o ascaridol isolado de C. ambrosioides, bem
como o oleo essencial extraido dessa planta, tem significativa atividade contra P. falciparum

in vitro [29,30].
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Entretanto, até o nosso conhecimento, ndo hé trabalhos prévios que avaliem a
atividade antimalarica dessa espécie vegetal em modelos animais. Assim, neste trabalho,
foram investigados os efeitos antiplasmodicos do extrato bruto hidroalcodlico de C.

ambroisioides em ensaios in vitro € in vivo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As folhas de C. ambrosioides foram coletadas no Horto Canai, localizado no
municipio de Pago do Lumiar — MA, Brasil, e a identificacdo botanica foi feita no Herbario
Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo, com exsicata de namero
1148/SLS017213. Foram coletados 4,8 kg do material vegetal e as folhas, depois de limpas,
foram secas em estufa a 39 C° e trituradas, resultando em 594 g de matéria prima pulverizada.
Estas foram percoladas em uma solug@o hidroalcodlica a 70% e misturadas a cada 8h, durante
24h, com hidromodulo de 1:5 (P/P). Apds este periodo, o extrato bruto hidroalcodlico de
folhas de C. ambrosioides — EBH foi filtrado repetidamente por quatro vezes. Em seguida, o
EBH foi submetido a filtracdo e a concentracdo sob pressdo reduzida, para obtengdo do

extrato seco [31]. O rendimento final foi de 16%, em relagdo as folhas secas trituradas.

2.2 Ensaios in vitro

2.2.1 Cultura de Plasmodium falciparum

Formas sanguineas das cepas de P. falciparum W2 (resistentes a cloroquina) e 3D7
(sensiveis a cloroquina) foram mantidas em culturas de suspensdo de hemacias humanas de
doadores voluntarios do sistema ABO do tipo A ou O com fator Rh(+) e com hematocrito de
5%, segundo Trager e Jensen [32]. A cultura foi realizada em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich), suplementado com 5% de plasma humano desfibrinado A” ou O" ou com albumax
(Gibco) na concentracdo final de 1%, Hepes 22,8 mM (Promega), glicose 11,1 mM (Sigma),
HPX 0,36 mM (50 pg/mL) (Sigma), NaHCO; 23,8 mM (Merck) e gentamicina 40
pg/mL(Sigma), e condicionada em garrafas plasticas de cultura de 25 cm® (Sarstedt) em

estufa a 37°C e 5% de CO,. O acompanhamento do desenvolvimento do parasito foi realizado
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a partir de esfregacos sanguineos analisados em microscopio Optico. As laminas foram

coradas com Giemsa e observadas em aumento de 1000X.

2.2.2 Sincroniza¢ao de P. falciparum

Culturas de P. falciparum W2 ou 3D7 com predominio de anéis foram utilizados nos
ensaios, conforme previamente descrito [33]. Sucintamente, o meio de cultura foi retirado da
garrafa de cultura e foram adicionados 10 mL de uma solugdo de sorbitol 5% e glicose 0,5%
ao sedimento contendo o sangue parasitado. O contetido foi transferido para um tubo de fundo
conico de 15 mL e incubado a 37°C por 10 min. Apds esse periodo, o material foi
centrifugado por 5 min, a 1000 g, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento ressuspenso em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com soro
humano A" ou O inativado, ajustando-se o hematdcrito para 5%. Essa suspensio foi
novamente transferida para uma placa de cultura, e deixada em repouso a 37°C, por
aproximadamente 10 min, para que as hemacias sedimentassem. Posteriormente, foi realizado
um esfregaco sanguineo corado com Giemsa para determinacdo da parasitemia em
microscopio optico. O hematdcrito e a parasitemia foram ajustados para todos os testes in

vitro com adi¢do de hemacias e meio RPMI para 5% e 1%, respectivamente.

2.2.3 Interagdo molecular por ressonancia plasmonica de superficie (RPS)

As andlises de interagdo molecular foram desenvolvidas em sistema Biacore modelo

T200 (GE LifeScience), utilizando sensorchips tipo CM-5 como suporte para a molécula

ligante. O método de acoplamento do ligante & superficie do chip a ser utilizado foi o
acoplamento amina.

Os ensaios de interacdo entre o ligante imobilizado e os analitos de interesse

geralmente ocorrem em condic¢des fisioldgicas utilizando tampao HBS-P 1x (0,1M HEPES;

1,5M NaCl; 0,5% surfactante P20; pH 7,4), na temperatura de 37 °C, e outras condigdes que

sdo dependentes do modelo de interagdo em estudo.

O presente estudo realizou ensaio de interagdo molecular utilizando proteinas totais
de hemacias infectadas por P. falciparum W2 como ligante, em pH 5,0 (acetato 5,0) e a uma
concentracdo de 150 pg/mL. Esse extrato proteico foi obtido apds o estabelecimento das

culturas de parasitos sincronizadas com predominio de anéis de P. falciparum W2
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(hematocrito 5% e parasitemia 1%), quando entdo foi realizada a dosagem de proteinas totais
das hemadcias infectadas pelo método de Bradford. Como analitos, foram utilizados EBH e

cloroquina nas concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL

2.2.4 Tratamento in vitro com EBH em cultura de P. falciparum 3D7

Apds a sincronizacdo dos parasitos para estdgio em anel (hematocrito 5% e
parasitemia 1%), as culturas foram expostas ao EBH, solubilizado em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) estéril. O EBH foi diluido seriadamente nas seguintes concentragdes: 250,
125, 62,5, 31,25, 15,62 ¢ 7,8 pg/mL. A determinacdo da concentracdo do EBH capaz de inibir
o crescimento de 50% dos parasitos (Clsp), no estadgios intraeritrocitarios, foi realizada como
previamente descrito [34], sendo o tratamento in vitro com EBH realizado durante 48 horas.
A parasitemia foi determinada em esfregacos corados por Giemsa, imediatamente apos o
final do tratamento com EBH, segundo a seguinte férmula:

Parasitemia (%) = (Numero de hemacias parasitadas) X 100
Total de hemacias

2.3 Ensaios in vivo

2.3.1 Animais

Camundongos Balb/c, fémeas, foram obtidos do Biotério da Universidade de Sao
Paulo (USP), pesando 20-25 g e com idade entre 8 e 12 semanas. Os animais foram
mantidos em alojamento convencional e alimentados com dieta regular no Biotério do
Departamento de Parasitologia da Universidade de Sao Paulo. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com o regulamento nacional de bem estar e experimenta¢do animal,
autorizados pela Comissdo Brasileira de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo
Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), sob o seguinte

numero de protocolo: 23115.005821/2012-92.

2.3.2 Infeccao

Para os protocolos de infec¢do in vivo, foram utilizadas as linhagens de plasmoédio

murinho Plasmodium berghei ANKA, expressando proteina fluorescente verde (GFP)
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constitutivamente (P. berghei ANKA-GFP (15cyl clone)) [35,36]. As hemadcias utilizadas
para a infec¢do foram obtidas a partir da passam in vivo em camundongos BALB/c quando a
porcentagem de parasitemia atingiu aproximadamente 10%. 16 camundongos foram entdo
inoculados com 10* de hemacias infectadas por essa espécie de Plasmodium. Em seguida, os
animais foram randomicamente distribuidos em trés grupos: grupo Controle (n = 5), grupo

Cloroquina (n = 5) e grupo EBH (n = 6).

2.3.3 Tratamento terapéutico com EBH em maléria murina

No 7° dia ap6s infec¢do foram iniciados os tratamentos, sempre por via intraperitoneal
(ip.), conforme a distribuicdo dos grupos a seguir: Controle: recebeu solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS); Cloroquina: recebeu 45mg/kg do farmaco ¢ EBH: recebeu 5
mg/kg do extrato.

A parasitemia dos animais foi verificada por citometria de fluxo no 6° 9° e 11° dias
p6s infeccdo [37]. A sobrevida dos animais foi acompanhada durante 21 dias e baseado nos
dados da mortalidade desse periodo, foi calculada a mediana do tempo de sobrevida (MST) e
a porcentagem do aumento da expectativa de vida (ILS), esta conforme a seguinte formula
[38]:

ILS (%) = (MST do grupo tratado — MST do grupo controle) x 100
MST do grupo controle

2.4 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas com auxilio do software GraphPadPrism 5.0. Apos
constatada normalidade pelo teste D’Agostino-Pearson, as varidveis numéricas foram
submetidas a analise da varidncia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Newman-Keuls ou a
two-way ANOVA. Para os dados de sobrevida, foi utilizada a curva de Kaplan-Meier e o teste
de Log-Rank para analise estatistica. A concentragdo inibitéria do crescimento parasitario
(Clsp) foi calculada por regressdo ndo-linear. O nivel de significdncia para rejei¢cdo da

hipotese de nulidade foi de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS
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3.1 O EBH apresenta afinidade de ligagdo com as proteinas totais de hemacias infectadas por
P. falciparum W2

A andlise da interacdo molecular entre proteinas totais de hemécias infectadas por P.
falciparum W2 tanto com EBH quanto com cloroquina (CQ) foi avaliada por meio da curva
de associacdo no ensaio de RPS. Os resultados mostraram que, em todas as concentracdes
analisadas (25 a 100 pg/mL), o extrato apresentou maior afinidade de ligagdo do que a

cloroquina, variando de 1,9 a 4,3 vezes mais, quando consideramos as unidades de

ressonancia (UR) (Figura 1).
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Figura 1. Interacdo molecular por ressonincia plasménica de superficie - RPS entre
proteinas totais de hemacias infectadas por P. falciparum W2 e o extrato bruto
hidroalcoélico de C. ambrosioides - EBH. Foi realizada a dosagem das proteinas totais de
hemacias infectadas por P. falciparum W2 pelo método de Bradford para obtencdo de
concentragdo especifica (150 ug/mL). O extrato (ligante) foi imobilizado em sensorchips tipo
CM-5 para as analises da interagdo molecular por RPS com diferentes concentragdes (25, 50 e
100 pg/mL) da cloroquina (CQ) e do EBH. As andlises de interagdo molecular via RPS foram

desenvolvidas em sistema Biacore modelo T200 da GELifeScience. UR = unidade de
ressonancia.

3.2 O EBH apresenta efeito antiplasmodico in vitro

Para testar o efeito antimalarico in vitro do EBH, clones de P. falciparum 3D7 foram
cultivados na auséncia e presenca de concentracdes crescentes do extrato (Figura 2). O extrato

inibiu o crescimento dos parasitos de forma dose-dependente do, com Clsyde 25,4 pg/mL.
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Figura 2. Efeito do tratamento in vitro com o extrato bruto hidroalcodlico de C.
ambrodioides - EBH no crescimento de P. falciparum 3D7. Foi avaliada a inibi¢do do
crescimento do parasita ap6s tratamento com EBH em diferentes concentragdes (250, 125,
32,5, 62,5, 31,25, 15,62 e 7,8 pg/mL), em culturas de 48h. As parasitemias foram
quantificadas por citometria de fluxo. As barras representam as médias = DP dos grupos. (*)
p<0,05 em relag¢do ao controle; (#) em relagdo a concentragdo de 7,8 pg/mL; ($) em relagdo a
de 15,62 pg/mL; (*) em relagdo a de 31,25 pg/mL.

3.3 O tratamento terapéutico com EBH ¢ capaz de aumentar a sobrevida e reduzir a

parasitemia na malaria murina

A sobrevida dos animais do grupo EBH foi maior do que a do grupo Controle, porém
menor do que o grupo CQ, pois o tratamento com esta droga manteve 100% de sobrevida até
o ultimo dia de avalia¢do (Figura 3). Quando foi comparada a mediana do tempo de sobrevida
(MST) entre os grupos EBH e Controle, foi verificado que o tratamento com o extrato

aumentou a expectativa de vida (ILS) dos animais em 33% (Tabela 1).
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Figura 3. Sobrevida de camundongos infectados com P. berghei ANKA-GFP e tratados
com o extrato bruto hidroalcodlico de C. ambrosioides - EBH. Fémeas BALB/c infectadas
ip. com 10* de in6culo de plasmédio foram tratadas ip. a partir 7° dia pos infecgdo com PBS —
controle (n = 5), cloroquina - CQ (45 mg/kg; n =5) ou EBH (5 mg/kg; n = 6) durante 3 dias
consecutivos (barra horizontal). A sobrevida foi avaliada até¢ o 21° dia apés o indculo. (*)
p<0,05 em relagdo ao controle.

Tabela 1. Avaliacdo da sobrevida de camundongos infectados com P. berghei ANKA-GFP e
tratados ip. durante 3 dias consecutivos com EBH a partir do 7° dia pds infecgao.

Tratamento MST (dias) ILS (%)
Controle 15 -
CQ (45 mg/kg)* - -
EBH (5 mg/kg) 20 33

*Os animais tratados com CQ tiveram 100% de sobrevida até o ultimo dia de
acompanhamento.

No 6° dia p6s infecgdo, ou seja, 1 dia antes do inicio do tratamento, os camundongos
infectados com P. berghei ANKA-GFP tiveram cargas parasitdrias similares, considerando
todos os grupos. Ja no 9° dia apos infec¢do, tempo correspondente ao terceiro e ultimo
tratamento), a parasitemia do grupo EBH foi similar a do grupo Controle, porém cerca de 6
vezes maior do que o grupo Cloroquina (CQ). No 11° dia, ou seja, 2 dias ap6s o ultimo
tratamento e 2 antes da morte dos primeiros animais, enquanto a parasitemia do grupo
Controle praticamente dobrou, no grupo EBH a parasitemia manteve-se muito proxima dos
valores detectados no 9° dia, e portanto 53% menor do que a do Controle. A carga parasitaria

do grupo CQ, por sua vez, foi indetectavel nesse tltimo dia de avaliagdo (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do tratamento com o extrato bruto hidroalcooélico de C. ambrosioides
- EBH na parasitemia de camundongos infectados com P. berghei ANKA-GFP.
Fémeas BALB/c infectadas ip. com 10" de inéculo de plasmédio foram tratadas ip. a partir
7° dia p6s infeccdo com PBS — controle (n = 5), cloroquina - CQ (45 mg/kg; n = 5) ou
EBH (5 mg/kg; n = 6) durante 3 dias consecutivos (barra horizontal). A parasitemia foi
avaliada no 6°, 9° e 11° dias p6s infec¢@o por citometria de fluxo. As barras representam as
médias = DP dos grupos. (*) p<0,05 em relagdo ao controle; (#) em relacao a CQ.

4. DISCUSSAO

A necessidade de alternativas terapéuticas para o tratamento da maldria ¢ emergente,
devido a documentada resisténcia do parasito aos antimalaricos atuais e ao grande impacto
mundial que a doenga possui [2,9,39]. Nesse sentido, o presente estudo mostrou que o extrato
bruto hidroalcodlico das folhas de C. ambrosioides possui significativo potencial
antiplasmodico em diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo.

A ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) representa um biossensor tecnologico
de grande valia para o screening de novas drogas [40], otimizando tempo e custo na avaliagdo
farmacologica de varios candidatos terapéuticos [41]. Assim, primeiramente, foi investigado o
potencial de ligacdo molecular entre 0 EBH e as proteinas totais das hemadcias infectadas pela
cepa W2 de P. falciparum, em comparagdo a ligagdo desempenhada pela cloroquina. Os
resultados mostraram que, nas trés concentracdes testadas, houve maior afinidade de ligagao

entre 0 EBH e o extrato proteico de hemécias infectadas, quando comparado a cloroquina (até
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4,3 vezes mais) (Figura 1). Assim, o EBH foi considerado um candidato terapéutico com boa
afinidade pelo alvo molecular, ou seja, hemacias infectadas por P. falciparum W2.

Cabe ressaltar que ndo foram encontrados relatos prévios que avaliassem a afinidade
por RPS entre um extrato vegetal e Plasmodium falciparum, o que torna esses achados
especialmente relevantes. Além disso, a utilizagdo da cloroquina, neste ensaio, constituiu-se
primariamente como um parametro comparativo, pois a afinidade dessa droga as proteinas
totais de hemadcias infectadas ndo esta necessariamente relacionada a sua eficécia terapéutica,
0 que pode justificar a sua baixa ligacdo ao alvo molecular investigado. A cloroquina age
difundindo-se pela membrana do vacuolo digestivo de Plasmodium, impedindo a subsequente
polimerizacao da protoporfirina IX, o que resulta no acumulo desta molécula e na morte do
parasito por toxidade e dano oxidativo em suas membranas [42—44].

Assim, com o objetivo de avaliar se a afinidade de ligagdo molecular do EBH frente as
hemaécias infectadas se correlacionaria com a atividade antiplasmoédica, foi investigado o
efeito do tratamento in vitro do EBH sobre culturas de P. falciparum 3D7. O EBH apresentou
efeito inibitério sobre o crescimento parasitario, de forma dose-dependente (Figura 2), com
Clso de 25,4 ng/mL.

Para confrontar a atividade plasmodicida in vitro do EBH com a de outras espécies
vegetais, comparamos a Clsy obtida para o extrato com a classificacdo adotada em artigos
anteriores que avaliaram o potencial antimalarico in vitro de produtos naturais derivados de
plantas [13,45-47]. Nessa classifica¢do, extratos e constituintes vegetais com Clsp < 10
pg/mL possuem boa atividade; Clsy entre 10-50 pg/mL, moderada atividade; Clso entre 50-
100 pg/mL, baixa atividade e ClIsp > 100 pg/mL, inatividade. Desta forma, a Clso obtida neste
estudo mostra uma moderada atividade plasmodicida do EBH.

A Clso do EBH aqui mostrada para P. falciparum 3D7 foi inclusive menor do que a
encontrada pelo nosso grupo de pesquisa testando a a¢do antimicrobiana desse extrato frente a
outros protozoarios in vitro. Bezerra et al. [26] encontraram uma Clso de 151,9 ug/mL para o
mesmo extrato contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Ja analisando,
por sua vez, o efeito antigiardia do EBH, Neiva et al. [21] encontraram uma Clsy de 198,18
png/mL para o EBH obtido por percolacdo e de 77,28 pg/mL para o obtido por maceracao
contra trofozoitos de Giardia lamblia.

Dentre os constituintes presentes no EBH que possivelmente podem justificar essa
atividade antiplasmoédica, destaca-se o ascaridol. Além de ja ter sido isolado do 6leo essencial
da espécie C. ambrosioides [48,49], esse composto também ja foi encontrado no extrato

etandlico das folhas e caules dessa espécie vegetal [50], bem como na fracdo hexanica do
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extrato aquoso das folhas, flores e caule da planta [49], o que sugere a presenga desse terpeno
também no EBH.

Pollack et al. [30] descreveram que o ascaridol, isolado do 6leo essencial de C.
ambrosioides, inibiu eficazmente o crescimento de plasmoédios in vitro. Além disso, esses
pesquisadores verificaram que a presenca do grupo peréxido na estrutura quimica do ascaridol
foi diretamente associada a sua atividade antiparasitaria, pois, a utilizagdo de cineol, o qual
possui o grupo epoxido exterior ao anel em vez de endoperoxido, nas mesmas concentragdes,
ndo foi capaz de inibir o crescimento parasitario. Tais resultados tomam maior destaque pois a
presenga do grupo perdxido ¢ essencial ao mecanismo de agdo da artemisinina [39,51,52],
composto que tem, atualmente, grande importancia no tratamento da maldria [2].

Mais recentemente, Monzote et al. [29] expuseram a atividade in vitro do dleo
essencial de C. ambrosioides contra P. falciparum e outros protozoarios. Esses pesquisadores
também ressaltaram a importancia do ascaridol como um constituinte ligado a essa atividade
antimicrobiana.

Com base na eficacia do EBH in vitro contra P. falciparum 3D7, foi entdo investigado
o efeito do tratamento in vivo com o mesmo extrato sobre a sobrevida e a parasitemia na
malaria murina. O modelo in vivo utilizado neste trabalho foi apropriado para a andlise desses
aspectos, uma vez que ja ¢ descrito na literatura que camundongos Balb/c infectados por P.
berghei ANKA tendem a possuir um padrdo de resisténcia ao desenvolvimento de malaria
grave (cerebral), morrendo mais tardiamente por anemia e altas cargas parasitarias [53,54].
Além disso, uma vez que o tratamento sé foi iniciado quando todos os animais ja tinham
parasitemia detectavel, o que ocorreu no 7° dia pds infec¢ao (Figura 4), foi avaliada a agdo
terapéutica do EBH frente a malaria.

Nesse sentido, foi constatado um aumento na sobrevida dos animais tratados com
EBH em relagdo ao controle (Figura 3), o que correspondeu a aumento de 33% na expectativa
de vida (Tabela 1). Os animais tratados com cloroquina, por sua vez, mantiveram-se vivos até
o final do seguimento. Concomitantemente, o tratamento com o extrato foi capaz de diminuir
a carga parasitaria em 53% em relacdo ao controle no 11° dia pds infec¢do (Figura 4). Assim,
apesar de ndo ter inibido totalmente a parasitemia como a cloroquina, o tratamento com o
EBH foi capaz de limitar a proliferacdo dos protozodarios até mesmo 48 horas apos a ultima
dose terapéutica.

Apesar de, até nosso conhecimento, ndo haver trabalhos que avaliem o potencial
antimaldrico de C. ambrosioides in vivo, confrontamos os resultados aqui apresentados com

aqueles encontrados por Hilou, Nacoulma e Guiguemde [55], os quais mostraram que o
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extrato de Amaranthus spinosus, também da familia Amaranthaceae, somente foi capaz de
suprimir a parasitemia dos animais infectados em aproximadamente 53,1% com a dose de 900
mg/kg. Outros trabalhos, avaliando o potencial antimaldrico in vivo de diferentes espécies
vegetais, utilizaram doses 20 a 100 vezes maiores do que a utilizada no presente estudo para o
EBH [56-58]. Essas evidencias mostram um efeito antiparasitdrio do EBH mesmo em baixas
doses e, concomitantemente, sugerem que doses maiores, ou até mesmo uma maior duragdo
do tratamento, poderiam potencializar sua atividade antiplasmoédica, hipotese a ser testada.

E importante considerar que o aumento da sobrevida aqui detectado pode ter sido um
resultado direto da acdo plasmodicida do EBH, o que foi visto tanto in vitro quanto in vivo
neste trabalho. Para reforgar isso, trabalhos prévios, em modelo de maldria cerebral, destacam
a importancia da diminui¢do da carga parasitaria para o aumento da sobrevida dos animais
infectados [53,54].

Por outro lado, ¢ valido ponderar que modelos experimentais in vivo também levam
em consideragdo a participagdo do sistema imune no controle da infeccdo [59]. Em relacdo a
isso, trabalhos do nosso grupo de pesquisa tém mostrado que o EBH possui significativo
efeito imunomodulador em camundongos, tanto na auséncia quanto na presenca de infec¢do
parasitaria [23,28]. Assim, ¢ razoavel sugerir que a modulacdo do sistema imune também
pode ter tido importante papel no aumento da sobrevida e na reducdo da carga parasitaria aqui
apresentados.

Ademais, o fato de ja ter sido relatado o efeito anti-inflamatdrio e analgésico de C.
ambrosioides [27,50] corrobora o potencial dessa espécie vegetal. Wright [14], discorrendo
sobre o desenvolvimento de antimaldricos derivados de plantas, destacou que essas novas
ferramentas terapéuticas também podem ser importantes para reduzir sintomas caracteristico

dessa infeccdo parasitaria, tais como dor e febre.

5. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou pela primeira vez a afinidade de ligagdo do extrato
hidroalcoolico de C. ambrosioides as proteinas totais de hemacias infectadas por Plasmodium
falciparum, bem como sua atividade antiplasmodica in vitro. Além disso, o efeito
antiparasitario do EBH também foi constatado in vivo, considerando o aumento da sobrevida
e a diminui¢do da parasitemia nos animais tratados com o extrato. Os resultados
conjuntamente mostram que o EBH pode ser utilizado como uma alternativa terapéutica para

o desenvolvimento de novos antimalaricos.
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