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RESUMO A malária continua sendo uma das doenças causadas por protozoários de maior impacto mundial, especialmente quando causada por Plasmodium falciparum. Esta espécie é responsável pelo maior número de casos graves e mortes. Devido à crescente resistência do parasito aos tratamentos-padrão, a busca por novas alternativas terapêuticas é impreterível. 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 antimalárico do extrato bruto hidroalcoólico das folhas de Chenopodium ambrosioides (EBH) em modelos experimentais in vitro e in vivo. Primeiramente, para avaliar afinidade de ligação do EBH a proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum, um ensaio de ressonância plasmônica de superfície (RPS) foi realizado. Os parasitos foram mantidos em cultura e, após serem sincronizados em fase de anel, as proteínas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (150 µg/mL) e utilizadas como ligante no ensaio de RPS. Por outro lado, o EBH e a cloroquina foram utilizados como analitos, nas concentrações de 25, 50 e 100 µg/mL. Em seguida, culturas sincronizadas em fase de anel de P. falciparum 3D7 foram expostas a concentrações crescentes (7,8, 15,62, 31,25, 62,5, 125 e 250 µg/mL) do EBH durante 48 horas a fim de testar o efeito plasmodicida in vitro do extrato. Após esse tempo, a parasitemia foi determinada com esfregaços corados com Giemsa e foi calculada a CI50 do extrato. Finalmente, foram realizados testes in vivo para avaliar o efeito antimalárico do EBH. Camundongos fêmeas Balb/c (8-12 semanas, 20-25 g) foram infectados por via intraperitoneal (ip.) com 104 de Plasmodium berghei ANKA-GFP. Sete dias após o inóculo, 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 6º, 9º e 11º dias pós infecção e a sobrevida foi acompanhada até o 21º dia. Os resultados mostraram que a afinidade de ligação do EBH às proteínas totais de hemácias infectadas foi maior do que a observada para a cloroquina, em todas as concentrações analisadas. Além disso, o extrato foi capaz de inibir in vitro o crescimento parasitário de forma dose-dependente com  CI50 de 25,4 µg/mL. In vivo, o tratamento terapêutico com o EBH foi capaz de aumentar a sobrevida, com um aumento na expectativa de vida (ILS) de 33%, e de reduzir a carga parasitária dos animais infectados. Em conclusão, o EBH teve um efeito antiplasmódico significativo, podendo ser considerado como uma alternativa para o desenvolvimento de novos antimaláricos.  Palavras-chave: malária; 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 µg/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 µg/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 µg/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 IC50 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 104 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 IC50 of 25.4 µg/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. 

             



	  
ARTIGO: POTENCIAL ANTIMALÁRICO DAS FOLHAS DE Chenopodium 
ambrosioides L.  Dalila Nunes Cysne1, Thiare Silva Fortes1, Aramys Silva Reis2, Bruno de Paulo Ribeiro1, Amália dos Santos Ferreira4, Flavia Maria Mendonça do Amaral3, Rosane Nassar Meireles Guerra1, Claudio Romero Farias Marinho2, Roberto Nicolete4 e Flávia Raquel Fernandes do Nascimento1  1Laboratório de Imunofisiologia, Departamento de Patologia, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde,  Universidade Federal do Maranhão (UFMA), 65080-805 São Luís, MA, Brasil. 2Laboratório de Imunoparasitologia Experimental, Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo (USP), 05508-000 São Paulo, SP, Brasil. 3Laboratório de Fitofármacos, Departamento de Farmácia, Centro de Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade Federal do Maranhão (UFMA), 65085-580 São Luís, MA, Brasil. 4Laboratório de Biotecnologia Aplicada à Saúde, Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz Rondônia), 76812-245 Porto Velho, RO, Brasil.   Autor para correspondência: Flávia Raquel Fernandes do Nascimento (nascimentofrf@yahoo.com.br   RESUMO    Com o intuito de investigar novas alterativas terapêuticas para o tratamento da malária, foi avaliado neste trabalho o efeito antimalárico do extrato bruto hidroalcoólico das folhas de Chenopodium ambrosioides L. - EBH. Inicialmente, foi verificada a afinidade molecular de proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum W2 com EBH e cloroquina por ressonância plasmônica de superfície (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 à sobrevida e à parasitemia dos animais infectados. Os resultados mostraram que o EBH teve afinidade de ligação às proteínas totais de hemácias infectadas e inibiu o crescimento parasitário de forma dose-dependente in vitro (CI50 = 25,4 
µg/mL). O tratamento terapêutico in vivo com o extrato aumentou a sobrevida e reduziu a parasitemia dos animais infectados. Assim, conclui-se que o EBH teve efeito antiplasmódico significativo, podendo ser considerado como uma alternativa para o desenvolvimento de novos antimaláricos.  
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1 INTRODUÇÃO  A malária continua representando um desafio para a saúde pública mundial [1]. Em 2013, a doença foi responsável por cerca 198 milhões de casos e 584 mil mortes em todo o mundo [2]. Cinco espécies do protozoário do gênero Plasmodium são reconhecidamente capazes de causar a doença em humanos [3]. Apesar da espécie Plasmodium vivax ter maior distribuição geográfica, Plasmodium falciparum tem maior destaque por ser responsável pelo maior número de casos graves e mortes [2].  Atualmente, o tratamento de escolha para a malária por P. falciparum é a terapia de combinação baseada em artemisinina [2,4,5], devido à documentada resistência desse parasito a outros antimaláricos, como a cloroquina [6–10]. Não obstante, também já têm sido descritos casos de resistência à artemisinina em cinco países asiáticos: Camboja, República Democrática Popular do Laos, Mianmar, Tailândia e Vietnã [2,11]. Somado a isso, ainda não se dispõe de uma vacina segura, efetiva e mundialmente disponível para a doença. Assim, a busca por novos antimaláricos continua sendo urgente e necessária.   Os produtos naturais constituem importantes armas para o desenvolvimento de novos princípios ativos para o tratamento da malária [7,12,13]. Prova disso é que importantes antimaláricos, tais como quinino e derivados de artemisinina, são derivados de espécies vegetais [14,15].   Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae) é popularmente conhecida no Brasil como “erva-de-santa-maria”, “mentrasto”, “mentruço” ou “mastruz” [16,17] e em outros países americanos como “wormseed”, “goosefoot”, “paico” e “epazote” [18,19]. O uso popular dessa planta é extenso, sendo utilizada por exemplo como anti-helmíntico [19], anti-inflamatório [20], antileishmania [17], antidiarreico/antidesintérico [21], dentre outros. Esse potencial terapêutico tem sido de tal forma reconhecido que o Ministério da Saúde do Brasil, em 2008, incluiu esta espécie vegetal  na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Único de Saúde (RENISUS) [16]. Nosso grupo de pesquisa já demonstrou que o extrato bruto hidroalcoólico 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 óleo essencial extraído dessa planta, tem significativa atividade contra P. falciparum in vitro [29,30].  
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Entretanto, até o nosso conhecimento, não há trabalhos prévios que avaliem a atividade antimalárica dessa espécie vegetal em modelos animais. Assim, neste trabalho, foram investigados os efeitos antiplasmódicos do extrato bruto hidroalcoólico de C. ambroisioides em  ensaios in vitro e in vivo.  2 MATERIAL E MÉTODOS  2.1 Material vegetal   As folhas de C. ambrosioides foram coletadas no Horto Canaã, localizado no município de Paço do Lumiar – MA, Brasil, e a identificação botânica foi feita no Herbário Ático Seabra da Universidade Federal do Maranhão, com exsicata de número 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 solução hidroalcoólica a 70% e misturadas a cada 8h, durante 24h, com hidromódulo de 1:5 (P/P). Após este período, o extrato bruto hidroalcoólico de folhas de C. ambrosioides – EBH foi filtrado repetidamente por quatro vezes.  Em seguida, o EBH foi submetido à filtração e à concentração sob pressão reduzida, para obtenção do extrato seco [31]. O rendimento final foi de 16%, em relação às folhas secas trituradas.  2.2 Ensaios in vitro   2.2.1 Cultura de Plasmodium falciparum  Formas sanguíneas das cepas de P. falciparum W2 (resistentes à cloroquina) e 3D7 (sensíveis à cloroquina) foram mantidas em culturas de suspensão de hemácias humanas de doadores voluntários do sistema ABO do tipo A ou O com fator Rh(+) e com hematócrito 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 concentração final de 1%, Hepes 22,8 mM (Promega), glicose 11,1 mM (Sigma), HPX 0,36 mM (50 µg/mL) (Sigma), NaHCO3 23,8 mM (Merck) e gentamicina 40 

µg/mL(Sigma), e condicionada em garrafas plásticas de cultura de 25 cm2 (Sarstedt) em estufa a 37ºC e 5% de CO2. O acompanhamento do desenvolvimento do parasito foi realizado 
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a partir de esfregaços sanguíneos analisados em microscópio óptico. As lâminas foram coradas com Giemsa e observadas em aumento de 1000X.  2.2.2 Sincronização de P. falciparum   Culturas de P. falciparum W2 ou 3D7 com predomínio 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 solução de sorbitol 5% e glicose 0,5% ao sedimento contendo o sangue parasitado. O conteúdo foi transferido para um tubo de fundo cônico de 15 mL e incubado a 37ºC por 10 min. Após esse período, o material foi centrifugado por 5 min, a 1000 g, à 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 hematócrito para 5%. Essa suspensão foi novamente transferida para uma placa de cultura, e deixada em repouso a 37ºC, por aproximadamente 10 min, para que as hemácias sedimentassem. Posteriormente, foi realizado um esfregaço sanguíneo corado com Giemsa para determinação da parasitemia em microscópio óptico. O hematócrito e a parasitemia foram ajustados para todos os testes in vitro com adição de hemácias e meio RPMI para 5% e 1%, respectivamente.   2.2.3 Interação molecular por ressonância plasmônica de superfície (RPS)  As análises de interação 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 à superfície do chip a ser utilizado foi o acoplamento amina. Os ensaios de interação entre o ligante imobilizado e os analitos de interesse geralmente ocorrem em condições fisiológicas utilizando tampão HBS-P 1x (0,1M HEPES; 1,5M NaCl; 0,5% surfactante P20; pH 7,4), na temperatura de 37 °C, e outras condições que são dependentes do modelo de interação em estudo. O presente estudo realizou ensaio de interação molecular utilizando proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum W2 como ligante,  em pH 5,0 (acetato 5,0) e a uma concentração de 150 µg/mL. Esse extrato proteico foi obtido após o estabelecimento das culturas de parasitos sincronizadas com predomínio de anéis de P. falciparum W2 
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(hematócrito 5% e parasitemia 1%), quando então foi realizada a dosagem de proteínas totais das hemácias infectadas pelo método de Bradford. Como analitos, foram utilizados EBH e cloroquina nas concentrações de 25, 50 e 100 µg/mL  2.2.4 Tratamento in vitro com EBH em cultura de P. falciparum 3D7  Após a sincronização dos parasitos para estágio em anel (hematócrito 5% e parasitemia 1%), as culturas foram expostas ao EBH, solubilizado em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) estéril. O EBH foi diluído seriadamente  nas seguintes concentrações: 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62 e 7,8 µg/mL. A determinação da concentração do EBH capaz de inibir o crescimento de 50% dos parasitos (CI50), no estágios intraeritrocitários, foi realizada como previamente descrito [34], sendo o tratamento in vitro com EBH realizado durante 48 horas. A parasitemia foi determinada em esfregaços corados por Giemsa, imediatamente após o  final do tratamento com EBH, segundo a seguinte fórmula: Parasitemia (%) = (Número de hemácias parasitadas) x 100                                                                                  Total de hemácias  2.3 Ensaios in vivo   2.3.1 Animais  Camundongos Balb/c, fêmeas, foram obtidos do Biotério da Universidade de São 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 São Paulo. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o regulamento nacional de bem estar e experimentação animal, autorizados pela Comissão Brasileira de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pelo Comitê de ética em Pesquisa da Universidade Federal do Maranhão (UFMA), sob o seguinte número de protocolo: 23115.005821/2012-92.   2.3.2 Infecção    Para os protocolos de infecção in vivo, foram utilizadas as linhagens de plasmódio murinho Plasmodium berghei ANKA, expressando proteína fluorescente verde (GFP) 
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constitutivamente (P. berghei ANKA-GFP (15cy1 clone)) [35,36]. As hemácias utilizadas para a infecção foram obtidas a partir da passam in vivo em camundongos BALB/c quando a porcentagem de parasitemia atingiu aproximadamente 10%. 16 camundongos foram então inoculados com 104 de hemácias infectadas por essa espécie de Plasmodium.  Em seguida, os animais foram randomicamente distribuídos em três grupos: grupo Controle  (n = 5), grupo Cloroquina (n = 5) e grupo EBH (n = 6).  2.3.3 Tratamento terapêutico com EBH em malária murina  No 7º dia após infecção foram iniciados os tratamentos, sempre por via intraperitoneal (ip.), conforme a distribuição dos grupos a seguir: Controle: recebeu solução salina tamponada com fosfato (PBS); Cloroquina: recebeu 45mg/kg do fármaco e EBH: recebeu 5 mg/kg do extrato.  A parasitemia dos animais foi verificada por citometria de fluxo no 6º, 9º e 11º dias pós infecção [37]. A sobrevida dos animais foi acompanhada durante 21 dias e baseado nos dados da mortalidade desse período, foi calculada a mediana do tempo de sobrevida (MST) e a porcentagem do aumento da expectativa de vida (ILS), esta conforme a seguinte fórmula [38]: ILS (%) = (MST do grupo tratado – MST do grupo controle) x 100                                                                   MST do grupo controle  2.4 Análise estatística  Todas as análises foram realizadas com auxílio do software GraphPadPrism 5.0. Após constatada normalidade pelo teste D’Agostino-Pearson, as variáveis numéricas foram submetidas à análise da variância (ANOVA) seguida pelo pós-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 estatística. A concentração inibitória do crescimento parasitário (CI50) foi calculada por regressão não-linear. O nível de significância para rejeição da hipótese de nulidade foi de 5% (p<0,05).  3. RESULTADOS  
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3.1 O EBH apresenta afinidade de ligação com as proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum W2   A análise da interação molecular entre proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum W2 tanto com EBH quanto com cloroquina (CQ) foi avaliada por meio da curva de associação no ensaio de RPS. Os resultados mostraram que, em todas as concentrações analisadas (25 a 100 µg/mL), o extrato apresentou maior afinidade de ligação do que a  cloroquina, variando de 1,9 a 4,3 vezes mais, quando consideramos as unidades de ressonância (UR) (Figura 1).   

 Figura 1. Interação molecular por ressonância plasmônica de superfície - RPS entre proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum W2 e o extrato bruto hidroalcoólico de C. ambrosioides - EBH. Foi realizada a dosagem das proteínas totais de hemácias infectadas por P. falciparum W2 pelo método de Bradford para obtenção de concentração específica (150 µg/mL). O extrato (ligante) foi imobilizado em sensorchips tipo CM-5 para as análises da interação molecular por RPS com diferentes concentrações (25, 50 e 100 µg/mL) da cloroquina (CQ) e do EBH. As análises de interação molecular via RPS foram desenvolvidas em sistema Biacore modelo T200 da GELifeScience. UR = unidade de ressonância.   3.2 O EBH apresenta efeito antiplasmódico in vitro  Para testar o efeito antimalárico in vitro do EBH, clones de P. falciparum 3D7 foram cultivados na ausência e presença de concentrações crescentes do extrato (Figura 2). O extrato inibiu o crescimento dos parasitos  de forma dose-dependente do, com CI50 de 25,4 µg/mL.  

0

10

20

30

40
CQ

EBH

25 µg/mL 50 µg/mL 100 µg/mL

R
es

po
st

a 
(U

R
) 



	   18	  
  

 Figura 2. Efeito do tratamento in vitro com o extrato bruto hidroalcoólico de C. 
ambrodioides - EBH no crescimento de P. falciparum 3D7. Foi avaliada a inibição do crescimento do parasita após tratamento com EBH em diferentes concentrações (250, 125, 32,5, 62,5, 31,25, 15,62 e 7,8 µg/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 relação ao controle; (#) em relação à concentração de 7,8 µg/mL; ($) em relação à de 15,62 µg/mL; (^) em relação à de 31,25 µg/mL.    3.3 O tratamento terapêutico com EBH é capaz de aumentar a sobrevida e reduzir a parasitemia na malária 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 último dia de avaliação (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 hidroalcoólico de C. ambrosioides - EBH. Fêmeas BALB/c infectadas ip. com 104 de inóculo de plasmódio foram tratadas ip. a partir 7º dia pós infecção 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 21º dia após o inóculo. (*) p<0,05 em relação ao controle.  Tabela 1. Avaliação da sobrevida de camundongos infectados com P. berghei ANKA-GFP e tratados ip. durante 3 dias consecutivos com EBH a partir do 7º dia pós infecção. 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 último dia de acompanhamento.   No 6º dia pós infecção, ou seja, 1 dia antes do início do tratamento, os camundongos infectados com P. berghei ANKA-GFP tiveram cargas parasitárias similares, considerando todos os grupos. Já no 9º dia após infecção, tempo correspondente ao terceiro e último tratamento), a parasitemia do grupo EBH foi similar à do grupo Controle, porém cerca de 6 vezes maior do que o grupo Cloroquina (CQ). No 11º dia, ou seja, 2 dias após o último 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 próxima dos valores detectados no 9º dia, e portanto 53% menor do que a do Controle. A carga parasitária do grupo CQ, por sua vez, foi indetectável nesse último dia de avaliação (Figura 4).  
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	  Figura 4. Efeito do tratamento com o extrato bruto hidroalcoólico de C. ambrosioides - EBH na parasitemia de camundongos infectados com P. berghei ANKA-GFP. Fêmeas BALB/c infectadas ip. com 104 de inóculo de plasmódio foram tratadas ip. a partir 7º dia pós infecção 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 6º, 9º e 11º dias pós infecção por citometria de fluxo. As barras representam as médias ± DP dos grupos. (*) p<0,05 em relação ao controle; (#) em relação à CQ.   4. DISCUSSÃO   A necessidade de alternativas terapêuticas para o tratamento da malária é emergente,  devido à documentada resistência do parasito aos antimaláricos atuais e ao grande impacto mundial que a doença possui [2,9,39]. Nesse sentido, o presente estudo mostrou que o extrato bruto hidroalcoólico das folhas de C. ambrosioides possui significativo potencial antiplasmódico em diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo.  A ressonância plasmônica de superfície (RPS) representa um biossensor tecnológico de grande valia para o screening de novas drogas [40], otimizando tempo e custo na avaliação farmacológica de vários candidatos terapêuticos [41]. Assim, primeiramente, foi investigado o potencial de ligação molecular entre o EBH e as proteínas totais das hemácias infectadas pela cepa W2 de P. falciparum, em comparação à ligação desempenhada pela cloroquina. Os resultados mostraram que, nas três concentrações testadas, houve maior afinidade de ligação entre o EBH e o extrato proteico de hemácias infectadas, quando comparado à cloroquina (até 
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4,3 vezes mais) (Figura 1). Assim, o EBH foi considerado um candidato terapêutico com boa afinidade pelo alvo molecular, ou seja, hemácias infectadas por P. falciparum W2.  Cabe ressaltar que não 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 utilização da cloroquina, neste ensaio, constituiu-se primariamente como um parâmetro comparativo, pois a afinidade dessa droga às proteínas totais de hemácias infectadas não está necessariamente relacionada à sua eficácia terapêutica, o que pode justificar a sua baixa ligação ao alvo molecular investigado. A cloroquina age difundindo-se pela membrana do vacúolo digestivo de Plasmodium, impedindo a subsequente polimerização da protoporfirina IX, o que resulta no acúmulo 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 ligação molecular do EBH frente às hemácias infectadas se correlacionaria com a atividade antiplasmódica, foi investigado o efeito do tratamento in vitro do EBH sobre culturas de P. falciparum 3D7. O EBH apresentou efeito inibitório sobre o crescimento parasitário, de forma dose-dependente (Figura 2), com CI50 de 25,4 µg/mL.  Para confrontar a atividade plasmodicida in vitro do EBH com a de outras espécies vegetais, comparamos a CI50 obtida para o extrato com a classificação adotada em artigos anteriores que avaliaram o potencial antimalárico in vitro de produtos naturais derivados de plantas [13,45–47]. Nessa classificação, extratos e constituintes vegetais com CI50 < 10 µg/mL possuem boa atividade; CI50 entre 10-50 µg/mL, moderada atividade; CI50 entre 50-100 µg/mL, baixa atividade e CI50 > 100 µg/mL, inatividade. Desta forma, a CI50 obtida neste estudo mostra uma moderada atividade plasmodicida do EBH.  A CI50 do EBH aqui mostrada para P. falciparum 3D7 foi inclusive menor do que a encontrada pelo nosso grupo de pesquisa testando a ação antimicrobiana desse extrato frente a outros protozoários in vitro. Bezerra et al. [26] encontraram uma CI50 de 151,9 µg/mL para o mesmo extrato contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Já analisando, por sua vez, o efeito antigiardia do EBH, Neiva et al. [21] encontraram uma CI50 de 198,18 µg/mL para o EBH obtido por percolação e de 77,28 µg/mL para o obtido por maceração contra trofozoítos de Giardia lamblia. Dentre os constituintes presentes no EBH que possivelmente podem justificar essa atividade antiplasmódica, destaca-se o ascaridol. Além de já ter sido isolado do óleo essencial da espécie C. ambrosioides [48,49], esse composto também já foi encontrado no extrato etanólico das folhas e caules dessa espécie vegetal [50], bem como na fração hexânica do 
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extrato aquoso das folhas, flores e caule da planta [49], o que sugere a presença desse terpeno também no EBH. Pollack et al. [30] descreveram que o ascaridol, isolado do óleo essencial de C. ambrosioides, inibiu eficazmente o crescimento de plasmódios in vitro. Além disso, esses pesquisadores verificaram que a presença do grupo peróxido na estrutura química do ascaridol foi diretamente associada à sua atividade antiparasitária, pois, a utilização de cineol, o qual possui o grupo epóxido exterior ao anel em vez de endoperóxido, nas mesmas concentrações, não foi capaz de inibir o crescimento parasitário. Tais resultados tomam maior destaque pois a presença do grupo peróxido é essencial ao mecanismo de ação da artemisinina [39,51,52], composto que tem, atualmente, grande importância no tratamento da malária [2]. Mais recentemente, Monzote et al. [29] expuseram a atividade in vitro do óleo essencial de C. ambrosioides contra P. falciparum e outros protozoários. Esses pesquisadores também ressaltaram a importância do ascaridol como um constituinte ligado a essa atividade antimicrobiana. Com base na eficácia do EBH in vitro contra P. falciparum 3D7, foi então investigado o efeito do tratamento in vivo com o mesmo extrato sobre a sobrevida e a parasitemia na malária murina. O modelo in vivo utilizado neste trabalho foi apropriado para a análise desses aspectos, uma vez que já é descrito na literatura que camundongos Balb/c infectados por P. berghei ANKA tendem a possuir um padrão de resistência ao desenvolvimento de malária grave (cerebral), morrendo mais tardiamente por anemia e altas cargas parasitárias [53,54]. Além disso, uma vez que o tratamento só foi iniciado quando todos os animais já tinham parasitemia detectável, o que ocorreu no 7º dia pós infecção (Figura 4), foi avaliada a ação terapêutica do EBH frente à malária. Nesse sentido, foi constatado um aumento na sobrevida dos animais tratados com EBH em relação 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 parasitária em 53% em relação ao controle no 11º dia pós infecção (Figura 4). Assim, apesar de não ter inibido totalmente a parasitemia como a cloroquina, o tratamento com o EBH foi capaz de limitar a proliferação dos protozoários até mesmo 48 horas após a última dose terapêutica. Apesar de, até nosso conhecimento, não haver trabalhos que avaliem o potencial antimalárico 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 família 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 antimalárico 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 antiparasitário do EBH mesmo em baixas doses e, concomitantemente, sugerem que doses maiores, ou até mesmo uma maior duração do tratamento, poderiam potencializar sua atividade antiplasmódica, hipótese a ser testada. É importante considerar que o aumento da sobrevida aqui detectado pode ter sido um resultado direto da ação plasmodicida do EBH, o que foi visto tanto in vitro quanto in vivo neste trabalho. Para reforçar isso, trabalhos prévios, em modelo de malária cerebral, destacam a importância da diminuição da carga parasitária para o aumento da sobrevida dos animais infectados [53,54].  Por outro lado, é válido ponderar que modelos experimentais in vivo também levam em consideração a participação do sistema imune no controle da infecção [59]. Em relação a isso, trabalhos do nosso grupo de pesquisa têm mostrado que o EBH possui significativo efeito imunomodulador em camundongos, tanto na ausência quanto na presença de infecção parasitária [23,28]. Assim, é razoável sugerir que a modulação do sistema imune também pode ter tido importante papel no aumento da sobrevida e na redução da carga parasitária aqui apresentados. Ademais, o fato de já ter sido relatado o efeito anti-inflamatório e analgésico de C. ambrosioides [27,50] corrobora o potencial dessa espécie vegetal. Wright [14], discorrendo sobre o desenvolvimento de antimaláricos derivados de plantas, destacou que essas novas ferramentas terapêuticas também podem ser importantes para reduzir sintomas característico dessa infecção parasitária, tais como dor e febre.   5. CONCLUSÕES   O presente estudo demonstrou pela primeira vez a afinidade de ligação do extrato hidroalcoólico de C. ambrosioides às proteínas totais de hemácias infectadas por Plasmodium falciparum, bem como sua atividade antiplasmódica in vitro. Além disso, o efeito antiparasitário do EBH também foi constatado in vivo, considerando o aumento da sobrevida e a diminuição da parasitemia nos animais tratados com o extrato. Os resultados conjuntamente mostram que o EBH pode ser utilizado como uma alternativa terapêutica para o desenvolvimento de novos antimaláricos. 
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