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RESUMO

Introducdo: A malaria € uma doenca infecciosa de elevada mortalidade mundial. A
infeccdo pelo Plasmodium gera lesdes multissistémicas nos mamiferos, com potencial
evolucdo a gravidade, sendo essas associadas a agressdo cerebral, pulmonar,
hepética e outros. Novas formulagBes farmacoldgicas sdo necessarias para reduzir a
mortalidade associada a malaria cerebral, sendo o extrato hidroalcoolico Dysphania
ambrosioides um potencial recurso terapéutico.

Métodos: Foram realizados testes quimicos do extrato e seu potencial absortivo
através dos testes in silico, na plataforma PreADMET 2.0. O estudo in vivo utilizou
camundongos C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei ANKA HSP70, com
posterior analise de tecido cerebral, pulmonar e hepético.

Resultados: Os potenciais de absorcdo das substancias quimicas demostram baixa
passagem pela barreira hematoencefalica e melhor absor¢éo pela via oral e intestinal.
Neste estudo, o uso do extrato hidroalcodlico D. ambrdosioides demonstrou uma agao
desfavoravel quanto ao desfecho clinico neurolégico dos animais, tornando-os mais
vulneraveis e passiveis a mortalidade. Entretanto, através da analise histopatoldgica,
podemos observar beneficios auxiliares nos tecidos pulmonar, hepatico e esplénico.

Conclusao: As absorc6es distintas nos tecidos analisados, se associam as diferencas
histopatoldgicas encontradas entre os tecidos, demostrando assim potenciais acfes
do extrato nas vias imunopatoldgicas da malaria cerebral. Estudos que compreendam
as acbes D. ambrosioides como potencial recurso terapéutico, nas distintas vias,
auxiliariam em melhores desfechos nessa condi¢cdo multissistémica. A neoadjuvancia
farmacoldgica poderia auxiliar, com melhor acdo dos compostos quimicos nos
diferentes tecidos, promovendo possiveis beneficios neste modelo de malaria cerebral
experimental.

Palavras-chave: Malaria Cerebral. Investigacdo Laboratorial. Absorcéo

Chenopodium ambrosioides



ABSTRACT

Introduction: Malaria is an infectious disease of high global mortality. Plasmodium
infection generates multisystemic lesions in mammals, with potential evolution to
severity, being these associated to cerebral, pulmonary, hepatic aggression and
others. New drugs are necessary to reduce the mortality associated with cerebral
malaria being the hydroalcoholic extract Dysphania ambrosioides a potential
therapeutic resource.

Methods: Chemical tests of the extract and its absorbent potential were carried out
through in silica tests on the PreADMET 2.0 platform. In vivo studies C57BL / 6 mice
infected with Plasmodium berghei ANKA HSP70 were used, with subsequent analysis
of brain, lung and liver tissue.

Results: The absorption potential of the chemicals shows a low passage through the
blood brain barrier and better absorption by the oral and intestinal routes. In this study
the use of the hydroalcoholic extract D. ambrosioides showed an unfavorable action
on the clinical neurological outcome of the animals making them more vulnerable and
susceptible to mortality. However, through histopathological analysis, we can see
similar benefits in lung, liver and splenic tissues.

Conclusion: The different absorptions in the analyzed tissues are associated to the
histopathological differences found between the tissues, thus demonstrating potential
actions of the extract in the immunopathological pathways of cerebral malaria. Studies
investigating the mechanism of action of D. ambrosioides as a potential therapeutic
resource in the different pathways would help to obtain better results in this
multisystemic condition. Pharmacological combination of drugs could improve the
action of chemical compounds in different tissues promoting possible benefits in this
model of experimental cerebral malaria.

Keywords: Malaria, Cerebral. Laboratory Research. Absorption. Chenopodium

ambrosioides



RESUMEN

Introduccion: La malaria es una enfermedad infecciosa de elevada mortalidad
mundial. La infeccion por Plasmodium genera lesiones multisistémicas en los
mamiferos, con potencial evolucion a la gravedad, siendo estas asociadas a agresion
cerebral, pulmonar, hepética y otros. Nuevos farmacos son necesarios para reducir la
mortalidad asociada a la malaria cerebral, siendo el extracto hidroalcoholico
Dysphania ambrosioides un potencial recurso terapéutico.

Métodos: Se realizaron pruebas quimicas del extracto y su potencial absorbente a
través de las pruebas in silico, en la plataforma PreADMET 2.0. En los estudios in vivo
se utilizaron ratones C57BL / 6 infectados con Plasmodium berghei ANKA HSP70, con
posterior analisis de tejido cerebral, pulmonar y hepético.

Resultados: El potencial de absorcion de las sustancias quimicas demuestran un bajo
paso por la barrera hematoencefalica y mejor absorciéon por la via oral e intestinal. En
este estudio, el uso del extracto hidroalcoodlico D. ambrosioides demostré una accion
desfavorable en cuanto al desenlace clinico neuroldgico de los animales, haciéndolos
mas vulnerables y susceptibles a la mortalidad. Sin embargo, a través del analisis
histopatolégico, podemos observar beneficios similares en los tejidos pulmonar,
hepatico y esplénico.

Conclusion: Las distintas absorciones en los tejidos analizados se asocian a las
diferencias histopatolégicas encontradas entre los tejidos, demostrando asi
potenciales acciones del extracto en las vias inmunopatolégicas de la malaria
cerebral. Estudios que investiguen el mecanismo de accion de D. ambrosioides como
potencial recurso terapéutico, en las distintas vias, ayudarian a obtener mejores
resultados en esta condicidbn multisistémica. La combinacion de farmacos podria
mejorar la accion de los compuestos quimicos en los diferentes tejidos, promoviendo
posibles beneficios en este modelo de malaria cerebral experimental.

Palavras Clave: Malaria, Cerebral. Investigacién de Laboratorio. Absorcion.

Chenopodium ambrosioides
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Abstract

Background: Malaria is an infectious disease of high global mortality. Plasmodium infection generates
multisystemic lesions in mammals, with potential evolution to severity, being these associated to cerebral,
pulmonary, hepatic aggression and others. New drugs are necessary to reduce the mortality associated with
cerebral malaria being the hydroalcoholic extract Dysphania ambrosioides a potential therapeutic resource.

Methods: Chemical tests of the extract and its absorbent potential were carried out through in silica tests on the
PreADMET 2.0 platform. In vivo studies C57BL / 6 mice infected with Plasmodium berghei ANKA HSP70 were
used, with subsequent analysis of brain, lung and liver tissue.

Results: The absorption potential of the chemicals shows a low passage through the blood brain barrier and
better absorption by the oral and intestinal routes. In this study the use of the hydroalcoholic extract D.
ambrosioides showed an unfavorable action on the clinical neurological outcome of the animals making them
more vulnerable and susceptible to mortality. However, through histopathological analysis, we can see similar
benefits in lung, liver and splenic tissues.

Conclusion: The different absorptions in the analyzed tissues are associated to the histopathological differences
found between the tissues, thus demonstrating potential actions of the extract in the immunopathological
pathways of cerebral malaria. Studies investigating the mechanism of action of D. ambrosioides as a potential
therapeutic resource in the different pathways would help to obtain better results in this multisystemic condition.
Pharmacological combination of drugs could improve the action of chemical compounds in different tissues
promoting possible benefits in this model of experimental cerebral malaria.

Keywords: Malaria, Cerebral. Laboratory Research. Absorption. Chenopodium ambrosioides
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Introducéo

A maléaria € uma doenca infecciosa de elevada mortalidade. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estima-se que houve 219 milhdes de casos e 435.000
mortes em 2017(1). A sintomatologia da malaria € inespecifica, tornando o diagnostico
desafiador diante de outros diagnosticos diferenciais. Inicialmente associada a ruptura

de eritrdcitos parasitados, que causam uma intensa ativacao do sistema imune(2).

Nas infec¢des por Plasmodium falciparum, espécie mais virulenta, a auséncia de um
diagnéstico precoce e tratamento adequado, podem evoluir para a forma complicada,
denominada malaria grave. A manifestacdo da maléaria grave é dependente da idade
do paciente e de uma exposicao prévia ao parasito(3). Esta sindrome é uma doenca
multissistémica capaz de causar malaria cerebral (MC), e outras complicacbes como

lesdo pulmonar, hepética, esplénica, renal e placentaria(3).

Considera-se na patogénese da MC duas condicbes: a primeira, resultante do
desequilibrio na resposta imune pré-inflamatéria e anti-inflamatéria, desencadeando
uma patologia imuno induzida, esta pode ser uma das principais causas da MC, que
por conseguinte pode ser amplificada ainda mais pelo sequestro eritrocitario(4). E a
segunda, o0 sequestro, em que ocorre em Varios 0rgaos e, juntamente com o aumento

da rigidez dos eritrécitos, acredita-se causar oclusao vascular (5).

Como a patogénese da MC nao é completamente compreendida, investigacdes séo
uma importante prioridade da pesquisa médica, especialmente no contexto de
terapias adjuvantes. Varios modelos de MC tém sido desenvolvidos em macacos,
ratos e camundongos, embora nenhum destes modelos represente exatamente a
sindrome humana, eles podem auxiliar para compreensdo da MC humana (6,7).
Estratégias de tratamento, que n&o apenas visem o0 parasita, mas também outros

mecanismos subjacentes a patogénese do MC, precisam ser desenvolvidas.
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As folhas e o 6leo das sementes de Dysphania ambrosioides L., vém apresentando
potencial terapéutico para a MC e para outras condi¢cdes, sendo uma planta conhecida
no Brasil como 'mastruz’, tem sido usada por povos nativos para tratar doencas
parasitarias. Aléem do conhecimento popular, estudos vém demonstrando acao anti-
inflamatoria, antileishmanicida, antimalarica e outros do D. ambrosioides (8). A
utilizagdo de metodologias validadas como os testes in silico e in vivo podem auxiliar

na compreenséao dos efeitos da D. ambrosioides nos modelos de MC.

Segundo Ferreira et all. (9) os testes in silico sao recursos utilizados na atualidade
com eficacia reconhecida para o desenvolvimento de farmacos. Estes podem ser
utilizados para analisar o potencial de absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo
(ADME) e toxicidade de farmacos. Uma alternativa para este teste é o aplicativo
baseado na web PreADMET sendo capaz de prever dados ADME e criar uma
biblioteca de drogas, através da previsdo de comportamentos semelhantes para
estruturas quimicas similares, auxiliando assim a compreenséao da farmacocinética de

uma molécula candidata a farmaco.

Para a compreensao da MC e de potenciais alvos farmacoldgicos, os estudos in vivo
em modelos validados sdo uma alternativa (4). Estes modelos auxiliam contribuindo
com dados de desenvolvimento parasitario, resposta bioldgica, parametros clinicos e
histoldgicos semelhantes aos humanos(10). Dessa forma, este trabalho visa utilizar o
modelo de animais C57BL/6 infectados com Plasmodium berghei, para compreender
a atividade sistémica da D. ambrosioides através dos parametros clinicos, sorolégicos
e analise histopatologica.

Metodologia

Extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides (EHDa)

Coleta do material vegetal

14



A coleta das folhas de D. ambrosioides foi efetuada na cidade de Raposa-MA, bairro
do Alto do Farol (2° 27’ 34,6” S/ 44° 08’ 47,5” W), adquiridas de produtores locais. A
identificacdo botéanica foi realizada no herbario do Maranhdo-MAR, da Universidade
Federal do Maranh&o, com o voucher de N° 9349. A coleta do material vegetal ocorreu
no més de abril de 2017, por volta das 8 horas, de modo a conservar, qualitativa e
guantitativamente os metabolitos secundarios da planta (11).
Preparo do extrato
Para o preparo do extrato, seguiu-se o protocolo adaptado de Neiva et al. (11) em que
as folhas foram mantidas em estufa a 37°C para secagem, seguido de trituracdo em
moinho de facas para obten¢do do p4, com um resultado de 250g da matéria prima.
O po6 foi entdo intumescido por 2 horas em 1L de solucdo hidroalcodlica a 70% de
etanol. Em seguida, foi submetido a um processo de extracdo exaustiva por 17 dias,
usando a mesma solucdo do intumescimento. Segundo Gomes (12) esta extracao
exaustiva consiste em percolar a amostra até o0 momento que a solucao apresenta
coloragcdo mais clara e estavel
Caracterizagdo quimica do EHDa

O EHDa utilizado foi fornecido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Imunofisiologia —UFMA que seguiu a metodologia apresentada por Gomes (12) em
que para a analise da composicdo quimica do EHDa foi encaminhada uma amostra
para Laboratorio de Produtos Naturais/ Campus do Litoral Paulista — Unesp - Sdo
Vicente por intermédio da professora Claudia Rocha. A amostra passou por FIA-ESI-
IT-MSn (Espectrometria de Massas por infusdo direta com fonte eletronspray e
analisador ion trap), na qual foram dissolvidos 10 mg do extrato hidroalcodlico bruto

em 1 ml de MeOH:H20 (1:1,v/v) depois de se utilizar um banho de ultrassom durante

15



5 minutos. As amostras foram entao filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 um, e

aliquotas de 20 pL foram injetadas diretamente no sistema FIA-ESI-IT-MSn.

A infusao do fluxo direto das amostras foi realizada em um analisador do tipo ion trap
linear Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizacdo por
eletronspray (ESI), em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Utilizou-se um
tubo capilar de aco inoxidavel a 280 °C, voltagem do spray de 5,00 kV, tenséo capilar
de -90 V, lentes de tubo de -100 V e um fluxo de 5 pyL/min. A analise completa da
varredura foi registada na faixa de m/z de 100-1000. As fragmentacfes em estadios
multiplos (ESI-MSn) foram realizadas utilizando o método de dissociacao induzida por
colisdo (CID) contra hélio para ativacdo de ions. O primeiro evento de varredura foi
um espectro de massa completo para adquirir dados sobre ions nessa faixa de m/z.
O segundo evento de varredura foi uma experiéncia MS/MS realizada utilizando dados
dependentes nas moléculas [M-H] dos compostos de interesse com energia de colisdo
de 30% e tempo de ativacao de 30 ms. Os ions produzidos foram entdo submetidos a
uma maior fragmentacdo nas mesmas condi¢des, até ndo serem observados mais
fragmentos. A identificacdo dos diferentes compostos no perfil cromatografico do
extrato hidroalcodlico foi feita comparando seus tempos de retencéo e espectros UV
com dados da literatura conforme Saldanha (13).
Andlise in silico

Para o teste in silico as estruturas quimicas foram retiradas do PubChem (14),
plataforma quimica digital e montadas no aplicativo baseado na web PreADMET 2.0,
este prevé distintos parametros das drogas, baseado em semelhancas quimicas de

sua biblioteca digital (15-17)

Interpretacdo do teste in silico

16



Foram analisados trés parametros no teste in silico. Os valores para avaliar potencial
de penetracdo de barreira hematoencefalica (BBB), os desenvolvedores
consideraram os estudos de Chen et all.(15), Ajay et all.(18) e Lobell et all.(19), estes
utilizam a classificacdo para BBB (cérebro C/ sangue C). Dessa maneira para este
estudo foram considerados trés estagios potencias de absorcao: Alta absor¢céo para
0 SNC valores > que 2.0; Absorcao média do SNC para valores entre 2,0-0,1 e Baixa
absorcdo do SNC para valores < que 0,1(19). Para a Absorcéo Intestinal Humana
(HIA) é classificada em percentual por Yuan (17), os autores classificam os compostos
em ma absorcdo os que estdo na faixa de 0-20%; em compostos moderadamente
absorvidos entre 20-70% e os compostos bem absorvidos no intervalo de 70-100%. E
Yamashita (16) apresenta a classificacdo para absorcao oral (CaCoz) em (nm/seg),
sendo de baixa permeabilidade, valores < 4; a permeabilidade intermediaria de 4-70
e de alta permeabilidade > que 70. Posteriormente os dados da BBB, HIA e Caco:
foram convertidos em cruzes para analise semi quantitativa. Uma cruz (+) representa
baixa absorcdo, duas cruzes (++) absorcdo intermediaria e trés cruzes (+++) alta
absorcao.

Modelo Animal

O estudo experimental foi realizado em um grupo controle randomizado com
dezesseis camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com 3/4meses de idade.
Estes animais foram criados e mantidos em uma instalacéo livre de patégenos no
Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(ICB-USP) em dieta regular. Os camundongos foram entéo transferidos para o Biotério
de Camundongos de Parasitologia no ICB-USP I, alojados em niumero maximo de
cinco animais por gaiola, e mantidos sob temperatura e humidade controladas, com

ciclos de 12 horas claro/escuro. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de
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Etica em Pesquisa N° 23115.005011/2017-41. Este estudo observou o quantitativo de
parasitemia, peso esplénico e quantitativo de esplendcitos, histopatologico cerebral,
pulmonar e hepatico.

Grupos
O Plasmodium berghei ANKA HSP70 foi obtido no Laboratério de Imunoparasitologia
Experimental (LIPE) da USP. Foram criados cinco grupos com camundongos
C57BL/6, sendo o controle limpo animais n&o infectados (n=3), tratados com solucéo
salina RPMI. Os demais grupos foram inoculados com 108 eritrdcitos infectados por
P. berghei ANKA via intraperitoneal, para inducdo de maléria cerebral. No grupo
Infectado foi usada solucdo salina RPMI como grupo controle ndo tratado (n=3), o
grupo EHB5 foi tratado com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides na dose
5mg/ml/kg (n=4); o grupo EHB50 tratado com extrato na dosagem de 50mg/ml/kg
(n=3) e por fim o grupo Cloroquina, considerados como controle tratado na dose 45
mg/kg (n=3). Os grupos foram tratados e observados por um periodo de seis dias.
Seguindo os critérios de Carroll (3) quanto a ma evolucdo clinica, associada a
parasitemia e ao tempo médio esperado para o desenvolvimento (MC) o sexto dia foi
selecionado para a eutanasia dos animais.

Avaliacdo da Temperatura
Foi realizada diariamente a afericdo da temperatura utilizando o Termdmetro
(Termopar Digi-Sense, Tipo J/ K/ T, Calibracdo Rastreavel por NIST) com aferi¢cao
do canal anal utilizando sensor metalico associado a lubrificante a base de agua.

Avaliacéo da Evolucéo Clinica
A avaliacgdo clinica considerou os parametros de Caroll (3), sendo considerada uma

escala maxima de pontuacdo de 20 pontos divididos entre: marcha, equilibrio,
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desempenho motor ,posi¢cdo do corpo, forca dos membros, fuga de toque, reflexo
pavilhdo auricular, beliscao dedo do pé, agressédo e grooming.

Avaliacédo da Parasitemia
Para a parasitemia foram retirados diariamente 2pl de amostra de sangue através de
incisdo na ponta da cauda e analisadas por citometria de fluxo, utilizando o
Facscalubur e o programa Cellquest pro versao 5.2.

Preparo Histoldgico e Anélise
O baco foi retirado e pesado logo ap6s a eutanasia dos animais e posteriormente
macerado para contagem de esplendcitos. Os demais 6rgdos foram fixados em
solucdo de formaldeido (10%) por 24-48h, desidratados em solu¢do de etanol,
embebidos em blocos de parafina, seccionados com 4um de espessura, corados com
hematoxilina-eosina (HE). Sendo realizado corte coronal na por¢édo medial do cérebro
excluindo o cerebelo. O pulmé&o e lobo direito do animal foram retirados para o preparo

histoldgico.

Com objetivo realizar a andlise as cegas, as laminas foram numeradas aleatoriamente
sem que fosse realizada identificacdo das mesmas para que a patologista. A
profissional realizou a andlise por microscopia 6ptica (Microscépio Biolégico Série
NOVA 180) nas objetivas 4x; 10x; 40x; 100x com imersao, classificadas semi-
guantitativamente. A andlise semi-quantitativa em cruzes utilizada considera uma cruz
(+) valor minimo encontrado, sendo assim baixa apresentacdo da alteracdo
patoldgica, selevando a classificacdo de acordo com o maior quantitativo de achados,
ou seja, duas cruzes (++), trés cruzes (+++), quatro cruzes (++++) sendo este valor
maximo encontrado. Para alguns achados foram considerados apenas sua presenca

Ou auséncia no tecido, sem assim classifica-los em cruzes.
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Foram considerados para encéfalo os respectivos achados: hipercromasia,
vacuolizacdo, edema (analise em cruzes), parasita e focos hemorragicos
(presenca/auséncia). No pulmdo congestdo, processo inflamatério, edema alveolar
(semi-gquantitativo), presenca de parasita e focos hemorragicos (auséncia/presenca)
e por o Figado a analise semi-quantitativa considera colestase, vacuolizacédo, edema

e guanto a presenca e auséncia o processo inflamatorio e presenca de parasita.

As fotos foram retiradas no Microscépio OPTICAM 0400S STANDARD utilizando o
software OPTICAM Céamera Cientifica OPT 14.3 MP (Resolucado: 14.3 Mega Pixels)
nas objetivas de 10x, 40x e 100x em 6leo de imerséo segundo indicado.
Analise estatistica

Para os dados com distribuicdo normal foi usado o teste paramétrico One-way-
ANOVA, com pés-teste de Turkey. Caso ndo apresentassem distribuicdo normal, foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com pés-teste de Dunn’s. As
analises foram realizadas usando o software GraphPad Prism v.5.3 (GraphPad Inc.,
La Jolla, CA).

Resultados:

Parasitemia, Temperatura e Evolucéo Clinica

A andlise da parasitemia, temperatura evolucéo clinica, sdo dados importantes para
compreender quais animais desenvolveram a MC, assim como analisar as possiveis
influencias do extrato nos grupos tratados no periodo de seis dias. A Figura 1
apresenta tais parametros ao longo de seis dias de tratamento, na FiguralA demostra
se parasitemia em percentual (%) apos 10.000 eventos pelo citbmetro. As diferencas
ao longo do estudo iniciam no quarto dia apés infeccdo comparando o grupo
cloroquina aos demais grupos com valor (p<0,001). E importante observar que o grupo

EHB50 apresenta aumento acentuado de sua parasitemia, com distincdo aos demais
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grupos. Apesar de menor parasitemia o EHB5 apresenta (p<0,01) comparado ao
grupo infectado, demostrando assim uma elevacdo acentuada nos grupos tratados

com o0 extrato.

A queda da temperatura (hipotermia) € um importante parametro da evolucdo dos
animais com MC. A FiguralB representada a temperatura (°C) no periodo de seis
dias. As diferencas estatisticas entre 0os grupos majoritariamente ocorreram no sexto
dia, sendo estes: infectado vs EHB50 com (p<0,01), infectado vs cloroquina (p< 0,05).

EHB5 vs cloroquina (p<0,001) excetuando o EHB50 vs cloroquina que no quinto e
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FIGURA 1: A: representando percentual de Parasitemia. B: apresentando Temperatura
(°C e Gréfico C: apresentando escore de Comportamento segundo Carroll (2). Dados
analisados de em animais C57BL/6 infectados com P berghei ANKA em seis dias; Grupo
controle Infectado: animais infectados com PbA tratado com solucdo salina (n=3); Grupo
controle cloroquina tratado com 45 mg/kg (n=3); Grupo EHBS5 tratado com C ambrosioides
na concentracdo de 5mg/ml/kg (n=4); Grupo EHB50 tratado com C ambrosioides na
concentracao de 50mg/ml/kg (n=3). *p < 0,05 **p < 0,01
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sexto dia apresentam (p<0,001). Demostrando uma maior queda da temperatura nos

animais tratados com o extrato, comparado aos grupos controle.

A evolucéo clinica de animais modelos com MC (3) é um outro parametro importante
para andlise e resposta aos farmacos nos grupos estudados. As alteracdes
encontradas sao condizentes com as encontradas na temperatura, S&o
estatisticamente demonstradas no sexto dia entre Infectado vs EHB50 (p<0,01)
infectado vs cloroquina (p<0,01), EHB5 vs cloroquina (p<0,001), quando analisados
0s grupos EHB50 vs cloroquina se observa uma alteragcdo mais precoce no quinto dia
(p <0,05) e no sexto (p<0,001), demostrando uma pior evolucdo dos animais tratados

com o extrato.

Peso esplénico e contagem de esplendcitos

O peso esplénico e a contagem de esplendcitos podem auxiliar na compreensao da

resposta inflamatoria sistémica da malaria e parasitaria. A Figura 2 demostra o peso
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Figura 2:A: representando peso do baco poés eutandsia; B: Contagem de esplendcitos
apoés eutanasia. Dados analisados em animais C57BL/6 infectados com P berghei ANKA
em seis dias; Grupo controle Infectado: animais infectados com PbA tratado com solucéo
salina (n=3); Grupo controle cloroquina: tratado com 45 mg/kg (n=3); Grupo EHBS5: tratado
com C ambrosioides na concentracdo de 5mg/ml/kg (n=4); Grupo EHB50: tratado com C
ambrosioides na concentracdo de 50mg/ml/kg (n=3).
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esplénico e contagem de esplendcitos e ambos os gréaficos nédo existem diferencas
estatisticas.

Analise Histopatolégica

As laminas correspondentes ao tecido nervoso central (SNC), foram preparadas
realizando um corte coronal do encéfalo de camundongos C57BL/6. A Tabela 1
apresenta as alteracdes encontradas e estratificadas entre os grupos estudados. Os
principais achados levantados foram hipercromasia celular, vacuolizacdo e edema,
estes foram classificados através de analise semi-quantitativa em cruzes, sendo (+)
baixa apresentacdo a (++++) maxima apresentacdo e para parasita e focos
hemorragicos registra se segundo sua presenca ou auséncia. Na Figura 3 apresenta

as imagens de microscopia Opitica do sistema nervoso central em aumento de 40x.

Ao analisar hipercromasia a mediana de EHB5 é maior entre os grupos [mn=3], com

diferencas no cloroquina vs EHB5 de (p<0.05). Nas imagens é possivel observa

TABELA 1

Infectado Cloroquina EHB5 EHB50
Hipercromasia 2(2) 1(1-2) 3(2-3)* 2(1-2)
Vacuolizagao 1(1) 1(1) 2(1-2) 1(1-2)
Edema 2(1-2) 1(1) 2(2)" 2 (2-3)™
Parasita 3/3 2/3 2/4 113
Foeos 3/3 213 4/4 2/3

hemorragicos

Tabela 1: Andlise histopatolégica semiquantitativa de tecido cerebral do C57BL/6.
Nos quadros a mediana (mn=) e entre parénteses 0s valores minimo e maximo (min/max)
encontrados no grupo. Para parasita e focos hemorragicos registra se segundo sua
presenga ou auséncia, no numerador indica 0s animais com a presenca do achado
histolégico e no denominador o nudmero total de animais por grupo.
*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001
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os hemorragicos
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Figura 3: Fotos de microscopia de Tecido Cerebral de C57BL/6 No grupo (A, E, I, M,
Q) Infectado foi usada solugdo salina RPMI como controle do tratamento (n=3), (C, G, K,
O, S) EHBS5 tratados com extrato na dose 5mg/ml/kg (n=4), (D, H, L, P,T) EHB50 tratados
com extrato na dosagem de 50mg/ml/kg (n=3) e o (B, F, J, N, R) Cloroquina considerados
como controle tratado com a medicagao na dose 45 mg/kg (n=3).Objetiva de 40x
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padrao hipercromatico celular acentuado nos grupos infectado e EHB5, distinguindo

dos grupos cloroquina e EHB50 com menor hipercromasia.

A vacuolizacdo em todos os grupos foi classificada de baixa intensidade, porém os
grupos tratados com D. ambrosioides apresentam maiores valores de maximo e
minimo tendo como vacuolizacdo mais acentuada nos grupos analisados EHB5 [2 (1-
2)] e EHB50 [1(1-2)]. Na Figura3G é possivel visualizar maior vacuolizacédo celular,
com auséncia de vaso congestédo e com elevada tumefacéo aguda da oligodendréglia.
O edema apresentado no SNC foi menor no controle tratado com cloroquina [mn=1]
conforme esperado e a mesma mediana [mn=2] para os demais grupos. Como €&
possivel visualizar no edema a distanciamento das fibras, com diminuicdo da
eosinofilia, caracteristicas visualizadas no grupo infectado e tratados com o extrato
hidroalcoodlico. Na Figura3O é possivel visualizar vaso oclusdo com presenca de
células inflamatorias e eritrocitos aderidos com reducdo da integridade da parede

vascular.

Na classificacdo para parasita e focos hemorragicos, foi considerada sua presenca e
sua auséncia. O grupo EHB50 [1/3] possui menor nUmero de animais com presenca

de parasita entre todos os grupos analisados e para os focos hemorragicos foram

TABELA 2

Infectado Cloroquina EHB5 EHB50
Congestao 1(1-1) 2(1-3) 2(1-3) 1(1-2)
Processo
5 . 1(1-1) 1(1-2) 2(1-3) 1(0-3)
inflamatorio
Edema alveolar 2(2-2) 1(1-1) 2(1-2) 1(1-3)
Parasita 3/3 0/3 1/4 0/3
Focos

2/3 3/3 /4 1/3

hemorragicos

Tabela 2: Analise histopatoldgica semiquantitativa de tecido pulmonar do C57BL/6.
Nos quadros a mediana e entre parénteses os valores minimo e maximo de cada grupo.
Para parasita e focos hemorragicos registra se segundo sua presenca ou auséncia o
namero total de animais por grupo. *p<0,05;**p<0,01;***p<0,001
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Figura 4: Fotos de microscopia de Tecido Pulmonar do C57BL/6, infectados com P
berghei ANKA. No grupo (A, E, I, M) Infectado foi usada solugéo salina RPMI como controle
do tratamento (n=3), (C, G, K, O) grupo EHB5 tratados com extrato hidroalcodlico de D.
ambrosioides na dose 5mg/ml/kg (n=4), (D, H, L, P) grupo EHB50 tratados com extrato na
dosagem de 50mg/mi/kg (n=3) e o (B, F, J, N) grupo Cloroquina considerados como
controle tratado com a medicacéo na dose 45 mg/kg (n=3). Fotos retiradas na objetiva de
40x.

menores no Cloroquina e EHB50 [2/3]; diferindo assim do infectado e EHB5 em todos
0s animais apresentaram o achado. E possivel visualizar nas imagens ades&o de

eritrécitos a parede vascular, com extravasamento erirocitario de pouca intenssidade.

Para andlise histologica do tecido pulmonar apresentado na Tabela 2 foram

considerados congestao, processo inflamatério e edema alveolar e classificados em



cruzes e para parasita e focos hemorragicos registra-se segundo sua presenca ou
auséncia. Na Figura 4 é possivel visualizar através de microscopia o6tica 0s grupos e

seus respectivos achados no tecido pulmonar.

A congestao foi a mesma para o controle tratado e EHB5, sendo estas maiores no
controle ndo tratado e EHB50. Com possivel visualizacdo em todas as Figuras 4A,
4B, 4C e 4D. o processo inflamatério em EHB5 foi maior comparado aos demais
grupos que apresentaram a mesma mediana, porém foi encontrado valor maximo no
grupo EHB50. Nas imagens é possivel visualizar intensa resposta inflamatéria com
elevado namero de linfécitos. Apesar de EHB50 apresentar maior valor maximo, o
edema alveolar no Cloroquina e no EHB50 apresentam mesma mediana, sendo estes
valores menores quando comparados aos grupos infectado e EHB5. E possivel
visualizar nas Figura 4J e 4L alvéolos livres diferindo da Figura 4K com auséncia de

aeracao alveolar.

Quando analisado a presenca e a auséncia do parasita e dos focos hemorragicos
conforme esperado todos os animais no grupo infectado foram encontrados parasita.
Nos demais EHB5 foi encontrado em baixo nimero e os demais grupos com total
auséncia do achado entre os animais. Quanto a hemorragia apresenta se uma

TABELA 3

Infectado Cloroquina EHBS EMBS0
Colestase 2(1-2) 0 (o) 1(1-2)" 1(0-)
Vacuolizagso 3(2-4) ") 2(2-3) 2(1-3)
Edema H3) 101-2) 2(2)* 2(2)"
inflamagéo 13 13 Ye 33

Parasita 03 w3 Va w3

Tabela 3: Analise histopatol6gica semiquantitativa de tecido hepatico do C57BL/6.
Nos quadros a mediana e entre parénteses os valores minimo e méaximo de cada grupo.
Para parasita e inflamacdo registra se segundo sua presenca oOu auséncia.
*p<0.05:**p<0.01:***p<0.001
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inversao dos dados anteriores onde o Cloroquina e EHBS5 todos apresentam elevado
namero de animais com focos hemorragicos e o EHB50 baixo niumero de animais
apresentaram o achado, indicando um possivel beneficio do extrato em maiores

concentracgoes.

Na Tabela 3 € visualizar a analise semi-quantitativa do tecido hepatico considerando
a colestase, vacuolizacdo celular e edema tecidual. As laminas histoldgicas do tecido
hepatico podem ser visualizadas na Figura 5. Para a colestase o grupo Infectado
apresenta maior mediana, comparado aos demais grupos, tendo os grupos tratados
com “mastrus” um pequeno aumento [1], e o cloroquina com auséncia total deste

achado, fornecendo diferenca (p<0,05). A vacuolizacdo celular foi maior [3] no
’ Infectado Cloroquina EHB5 ‘ EHB50

Colestase
Vacuolizacédo

Edema

Parasita
Inf_lamacﬁ_o

Figura 5: Fotos de microscopia de Tecido Hepatico do C57BL/6, infectados com P
berghei ANKA. No grupo (A, E, I) Infectado foi usada solugéo salina RPMI como controle
do tratamento (n=3), (C, G, K) grupo EHB5 tratados com extrato hidroalcodlico de D.
ambrosioides na dose 5mg/ml/kg (n=4), (D, H, L) grupo EHB50 tratados com extrato na
dosagem de 50mg/ml/kg (n=3) e o (B, F, J) grupo Cloroquina considerados como controle
tratado com a medicac¢do na dose 45 mg/kg (n=3). Fotos retiradas na objetiva de 40x
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infectado nao tratado comparado aos demais grupos, seguido de valores menores [2]
nos tratados com D. ambrosioides e controle tratado com [1] apresentando assim uma
diferenca de (p<0,05) apenas entre a cloroquina e o infectado. O edema no tecido
hepatico apresentou 0 mesmo padrdo sendo maior no Infectado e no EHB5 com
(p<0,05) comparado aos tratados com Cloroquina. Apesar do grupo EHB50
apresentar a mesma mediada do tratado em baixas doses, ndo ha diferencas
encontradas quando contrapostas ao grupo Cloroquina. Como realizado em outros
tecidos para inflamacao e o parasita foram considerados como presentes ou ausentes.
Sendo a inflagéo presente em todos os animais dos tratados em alta concentracéo do
extrato e para os demais grupos ambos apenas um animalpor grupo apresentou
inflamacdo. Quanto a presenca do parasita no tecido somente um animal foi
identificado no grupo EHB5.

Anélise Barreira Hematoencefélica, Absorcao Intestinal e Absorc¢éo Oral

A Tabela 4 apresenta a analise quimica do D. ambrosioides, e a andlise da do
potencial de absorcdo da barreira hematoencefalica (BBB), absorcao intestinal (HIA)
e absorcdo oral (CaCo2). Das dezesseis substancias levantadas duas nao se
apresentavam no PubChem a Kaempferol-O-ramosideo-pentosideo e Kaempferol-O-
pentosideo-ramnosideo-hexosideo, sendo assim como apresentam o Kaempferol em

sua estrutura, essa Ultima foi considerada isoladamente.

A analise permite visualizar guem o Kaempferol e Quercetina sao as substancias mais
presentes no “mastruz”’. Quando analisado a BBB dez [10] destas apresentam baixa
absorcao, e seis [6] apresentam absorcao intermediaria. Quando se analisam apenas
Kaempferol e Quercetina apenas o primeiro isolado apresenta absorcéo intermediéria.
Para HIA seis [6] apresentam baixa absor¢ao, seis [6] absorgéo intermediaria e quatro

[4] alta absorcdo. Por fim quanta a absorcdo oral CaCO:2 duas [2] apresenta baixa
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absorcdo e quinze [14] absorcdo intermediaria. Demostrando assim as vias de

administracao oral e intestinal potenciais vias de absorcéo farmacolégica do extrato.

TABELA 4
ORDEM  Substancias BBB HIA CaCo,
1 Acido quinico 4 ++ ++
2 Acido glucorénico ++ ++ +
3 Kaempferol ++ +H+ ++
4 Acido p-coumaroil-xilose + ++ ++
5 Hesperetina ++ o +
6 Kaempferol-3-O-alfa-L-raminosideo + ++ ++
7 Quercetina-3-O-glicosideo + ++ ++
8 Kaempferol-O-ramosideo-pentosideo +4# ++4F +4¥#
9 Quercetina O-raminosideo-pentosideo + + ++
10 Naringin + + -+
1 Kaempferol-3-Glucoside-3 " - Rhamnoside + + ++
12 Quercetina-3-O-arabinoglucosideo + + ++
13 Isoramnetina-3-O-rutinosideo B + ++
14 Quercetina-3-O -rutinosideo - ++ T
15 Kaempferol-3-Glicosideo-2 " - Rhamnosideo-7-Rhamnoside + + +
16 Kaempferol-O-pentosideo-ramnosideo-hexosideo +4# +++¥ +4#

Tabela 4: Tabela apresentando em ordem crescente a composi¢do quimica do
extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides. BBB representa potencial de
penetracdo em barreira hematoencefalica. O HIA representa potencial de absorcdo
intestinal humana e o Caco2 representa a absorcédo oral de drogas. Classificacdo semi
guantitativa em cruzes sendo (+) baixa absorcdo, (++) média absor¢cdo e (+++) alta
absorcéao.

Discussao

7

A compreensdo do mecanismo fisiopatolégico da malaria cerebral é de suma

importancia quando se avalia os efeitos dos farmacos nessa condicdo. Neste estudo
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0s achados histolégicos correlacionando aos achados clinicos do modelo permitem

avaliar o potencial do D. ambrosioides como possivel alvo terapéutico.

Como visto os parametros clinicos no periodo de seis dias do estudo, demostram uma
piora significativa nos animais tratados com o extrato de D. ambrosioides. Indicando
uma possivel agressao sistémica durante o periodo de analise. Ambos parametros
analisados demostram uma maior resposta dos animais contra a infeccéo, as custas
de elevada parasitemia. Demonstrando um possivel antagonismo levantados na
literatura, que indicam beneficios antimalarico (20) e anti-inflamatérios em outros
modelos (21,22). Buscando assim complementar a compreensdo da atividade do
extrato no modelo de MC, realizamos além dos parametros clinicos, a analise
histopatoldgica dos tecidos potencialmente lesados como figado, baco pulméo e

encéfalo (23-26).

Acredita-se que o extrato hidroalcéolico provoque maior injuria no tecido cerebral,
corroborados aos achados de hipercromasia e a vacuolizagdo encontrados no
encéfalo. Justificam-se pois 0s grupos tratados com D. ambrosioides apresentaram
valores superiores aos demais grupos, sendo que estes achados sédo sinais indicativos
de lesdo tecidual. A microscopia, podem ser encontrados presenca de neurbnios
necréticos, com nucleo reduzido de volume e perda da estrutura da cromatina e
desaparecimento do nucléolo. Podem ser visualizados, astrocitos gemistociticos,
estes sdo hipertréficos reativos a lesdo, que tendem a formar a cicatriz glial. Em
resposta a injuria, as células microgliais perdem os prolongamentos e assumem forma
arredondada, constituindo macréfagos com capacidade fagocitaria, chamados células

granulo-adiposas.
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A vaso oclusdo na malaria cerebral, reconhecida como um dos mecanismos chaves
das lesdes cerebrais podem ser compreendida, junto as consequéncias similares do
acidente vascular cerebral isquémico, em que a obstru¢cdo vascular impede o
fornecimento de oxigénio e glicose ao tecido adjacente provocando assim a malaria
cerebral (27-29). Podemos visualizar esse fendbmeno nas imagens de tecido cerebral,
a vaso oclusdo com presenca de células inflamatérias e eritrocitos aderidos com
reducdo da integridade da parede vascular. Em nosso estudo foi possivel visualizar
vasos congestos, com resposta inflamatoria tecidual. Nos espacos ventriculares foi
possivel visualizar aumento de células linfocitarias e eritrécitos sendo uma alteracao

visualizada em todos grupos, diferindo apenas em sua intensidade de apresentacao.

O padrao de hemorragia na maldria cerebral ndo € extenso, com pouco deslocamento
de massa, como descreve Strangwardlet all. (10) em que a menor proporcionalidade
de hemorragia na MC comparado com outras patologias. Indicando que, hemorragias
no parénquima fazem parte do curso da lesdo cerebral, e seu controle pode ser
benéfico para o curso sistémico da condicdo, porém este achado ndo esta associado
como causa predominante de mortalidade durante a malaria cerebral experimental
(MEC). Quando avaliamos a presenca de focos hemorragicos no pulmao, observa-se
gue todos os animais do grupo cloroquina e os tratados em baixa dose apresentavam
este achado, diferindo do grupo EHB50, que apresentou menor nimero de animais.
Apesar dos efeitos adversos do mastruz ainda serem pouco relatados pela
literatura(8), as diferencas para esse achados demostram um beneficio do extrato

diante do grupo Cloroquina.

Quando se analisa a presenca ou auséncia de parasitas, (majoritariamente eritrocitos
infectados) existe uma distingdo no padréo encontrado anteriormente, em que todos

0s animais do grupo infectado, apresentaram o achado. O baixo numero de animais
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com sinais indicativos de presenca do parasita também estdo nos demais tecidos,
sendo assim, apesar da maioria dos achados histopatologicos cerebrais corroborarem
para a hipétese do maleficio do extrato, a auséncia ou baixo nimero de animais com
este achado junto aos bons parametros nos outros tecidos, levanta a hipétese que o
D. ambrosioides possa agir em outras vias de controle da doencga. Suspeita-se assim
gue o desfecho clinico ruim e os parametros de agressao cerebral sejam provocados
pela lesédo direta das substancias quimicas do extrato hidroalcélico ou ocorre um
desequilibrio na passagem das substancias do extrato entre a barreira

hematoencefalica

Uma possivel via do D. ambrosioides seria acdo na resposta inflamatéria do
hospedeiro. Reconhecesse que o sistema imunoldgico inato representa a primeira
linha de defesa contra patégenos. Células do sistema imune inato, (como macrofagos
e células dendriticas), células endoteliais e fibroblastos, expressam PRR, receptores
Toll-like (TLR) e receptores do tipo NOD (NLR), que reconhecem PAMPs e DAMPs
derivados do hospedeiro. Tal ativacao é importante gatilho para o inicio da cascata de
sinalizacao, levando a codificacdo de citocinas pro-inflamatérias, como IFN tipo I, IFN-
Y, IL-6, IL-12 e TNF (30-32). Dessa forma no curso da infec¢éo pelo Plasmodium, a
ativacdo endotelial pode progredir para mudanca da permeabilidade vascular e perda
da integridade da barreira hematoencefalica e ativar astrocitos e células da glia

levando a sintomas de neuroinflamacéo (32—-34).

O edema cerebral e pulmonar sé&o caracteristicas comuns da malaria grave devido ao
aumento da permeabilidade capilar que leva a perda de liquido intravascular(23), tais
achados séo encontrados em nosso modelo, com diferengas entre 0s grupos. Muscari
et all.(35) descreve que independentemente do tamanho da lesédo, a morte geralmente

nao ocorre devido ao déficit neurologico causado diretamente pela isquemia cerebral,
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mas pela hipertensao intracraniana motivada pelo inchaco edematoso. Dessa forma
o desfecho clinico junto os achados histologicos permitem levantar o maior potencial
de agresséo do extrato, pois como possivel visualizar os grupos EGB5 e EHB50 foram

encontradas lesfes edematosas mais acentuadas.

Como exposto por Ortolan (36), em seu estudo os murinos infectados com edema
pulmonar, apresentaram pior desfecho clinico, com aumento da mortalidade durante
a fase exsudativa da sindrome da angustia respiratoria aguda (SDRA). Embora néo
estatisticamente significativos ha maior presenca de edema pulmonar do infectado vs
EBH50 demostrando assim um possivel beneficio para a SDRA, corroborando com a
hipétese que o extrato tem acdo nas vias inflamatorias da MC. Assaad el all.(31)
apresenta que o sequestro eritrocitario em modelos de maléaria cerebral possui como
génese patoldgica a citoaderéncia vascular, sendo este um processo importante para
o desenvolvimento da lesao tecidual. Suspeita-se que uma das vias de a¢ao protetora
do extrato se encontra neste processo de citoaderéncia pulmonar e também no tecido

hepatico.

Deroost (25) em seu estudou revelou que a hemozoina (pigmento malérico, um sub-
produto do metabolismo intracelular do parasita) quando libertado na corrente
sanguinea apo0s a lise eritrocitica é ingerido pelos fagdcitos, gerando uma resposta
inflamatoria. Sendo este um possivel mecanismo para a resposta inflamatoria
sistemémica em nossos animais. Em nosso estudo, todos os animais apresentaram
resposta inflamatéria no tecido pulmonar, entretanto ocorreu maior resposta
inflamato6ria em baixas dosagens do extrato e maior valor maximo dos grupos D.
ambrosioides EHB50, demostrando um possivel efeito inflamatério do extrato neste

tecido.
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Os perfis celulares encontrados em nosso estudo sdo condizentes aos encontrados
na literatura(25) em que se visualiza linfécitos e macréfagos em maior quantidade. O
grupo com maior concentracao do extrato pode oferecer um beneficio em tecidos néo
cerebrais. A resposta inflamatoria desejada contra um patégeno se baseia no controle
dos desfechos desfavoraveis, como os danos teciduais diretos as custas de uma
resposta suficiente para o controle do agente agressor e regeneracao tecidual. Dessa
maneira, acredita-se que nos tecidos pulmonar e hepatico o modelo de MC tratado
com extrato eleva a atividade inflamatoria, porém, com controle de resposta sem leséo

tecidual.

A compreensdo e a busca para a preservacado hepatica sdo importantes ho manejo
da malaria, ja que a sintese de membrana e acido nucleico parasitario, ocorre durante
o estagio do figado, quase trés vezes mais do que para estagios de sangue, assim
nutrientes sao obtidos a partir do hepatoécito que abriga a producao de glicogénio e
proteina sérica. Conforme a literatura indica (37,38), a vacuolizacdo hepatica vista em

nossos grupos podem ser considerada pelo perfil de invasao hepatica do parasita.

Considera-se que, para ocorrer as lesdes hepaticas, sdo necessarias a presenca do
parasita acrescido de sua ligacdo as proteinas presentes na parede celular. Assim a
preservacado do controle tratado poderia ser justificada pelo efeito antiparasitario da
cloroquina, entretanto este mecanismo néo pode ser atribuido nos grupos tratados
com extrato hidroalcodlico, devido a seu elevado percentual de parasitemia
encontrado neste estudo. Pondera-se que 0s outros mecanismos de protecado como a
ligagdo as proteinas na parede celular, poderiam estar associadas neste efeito

benéfico protetivo de lesao hepatica, nos animais tratados com D. ambrosioides.
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Os achados histopatoldgicos ndo podem ser analisados considerando apenas uma
via de agresséo, deve se considerar também toda a complexidade do ciclo de vida
parasitario, mecanismos de lesdo e resposta do hospedeiro(39). Com isso neste
estudo atribuisse a lesé@o hepética, o desequilibrio da resposta inflamatoéria, induzindo
a apoptose e a lesdo direta por agentes quimicos externos ou enddégenos. Para este
altimo observa-se que o grupo infectado apresenta maior colestase diferindo dos
demais grupos, demonstrando assim possiveis beneficios na prevencéo ou reducdo
do processo colestatico nos tratados com extrato. A colestase também pode ser
justificada como consequéncias do processo inflamatério e da infeccdo direta do
parasita, que provoca o acumulo de bilirrubina dentro e fora dos hepatdcitos. As
células ndo sdo capazes de excretar a bilirrubina, acumulando-a no citoplasma, gera
retencdo nos canaliculos e ductos biliares que também podem ser explicadas em parte

pelo aumento do edema intersticial e da tumefacao dos hepatdcitos.

O estéagio de desenvolvimento do parasita € clinicamente silencioso, a resposta imune
do hospedeiro para limitar a expansdo do parasita durante o desenvolvimento do
estadgio hepatico permanece ainda cercada de hipdteses(40). Neste estudo os
achados séo condizentes com Hafalla et all. (40), em que quando visualizadas a
microscopia hepatica, observa-se que do grupo controle infectado apenas um animal
apresenta celularidade sugestiva de inflamacao, entretanto em EHB50 todos os
animais apresentaram processo inflamatorio, sugerindo assim que, neste modelo altas
concentracdes do extrato poderiam induzir uma resposta inflamatéria a nivel hepatico.
Corroborando com a hipotese do efeito inflamatoério do extrato, sugere-se assim que
a resposta inflamatdria poderia contribuir para uma menor evolu¢cdo do quadro,
justificada pelos melhores pardmetros de colestase, vacuolizacdo e edema

comparado ao grupo infectado.
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Ao analisar o antagonismo encontrado entre beneficios do extrato hidroalcodlico nos
tecidos pulmonar e hepatico e elevada leséo tecidual no sistema nervoso central,
suspeita-se que as vias de administracdo interfiram diretamente nas acdes do extrato.
Suspeitou-se assim que através da seletividade da barreira hematoencefalica o
extrato hidroalcoolico ndo atravessaria a barreira tornando assim o tecido mais
vulneravel aos demais analisados. Outra suspeita € que a lesdo provocada na barreira
hematoencefalica no modelo de MC levaria a entrada do extrato com maior
concentracdo gerando assim toxicidade ao tecido cerebral. Dessa maneira, utilizamos
os testes in silico, buscando compreender as vias de melhor absor¢cdo do extrato

hidroalcoolico associados aos clinicos e histolégicos.

Através da analise quimica realizada pelo grupo(12), verificou-se que o0 extrato
utilizado possui majoritariamente os derivados de Kaempferol e Quercetina. Diferindo
na composicdo do mesmo comparada a outras literaturas, de regidées do Brasil e do
mundo. Tendo estes outros, maior quantidade de a-terpinene, p-cymene, e ascaridole,
sendo este Ultimo em menor quantidade, porém, com grande potencial de uso

antibacteriano, anti-fungico, antiparasitario, anti-inflamatoério dentre outros (21,41).

Em nossa andlise observa-se que apenas duas substancias apresentaram baixa
CaCO2, e todas as demais possuem intermediaria absor¢cdo. A administracéo
intraperitoneal, foi a via utilizada neste trabalho para o tratamento dos grupos e ao
analisar a HIA, sua analise demostra alto potencial de absor¢céo, demonstrando assim
gue ambas as vias utilizadas poderiam interferir nas concentracdes necessarias para
uma melhor acdo na MC. Através dos parametros clinicos e histopatolégicos observa-
se que apesar de tais absorcdes, ocorreu absorcédo do extrato e que este provocou
efeitos sistémicos nos animais. Entretanto formulacdes que auxiliem nas taxas de

absorcao, permitird uma melhor avaliacdo dos efeitos biolégicos da D. ambrosioides,
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assim como determinar as melhores vias de administracdo nos seus distintos efeitos

terapéuticos.

Quando analisamos a passagem pela barreira hematoencefalica (BBB), nos valores
de referéncia utilizada pelos desenvolvedores (15-17,19), a maioria apresenta baixa
passagem pela barreira. Evidenciando assim que o extrato utilizado possui baixa
passagem pela barreira hematoencefalica, contribuindo assim para a hipotese
levantada ao longo do estudo, onde observa-se uma contraposicdo dos achados
benéficos do extrato nos tecidos pulmonar e hepéatico aos lesivos no encéfalo.
Entretanto ndo exclui-se a possibilidade de toxicidade cerebral, pois nos animais
tratados com extrato hidroalcodlico sdo encontrados valores superiores de agressao
tecidual associados a um pior desfecho clinico. Dessa maneira acredita-se que a
destruicdo da barreira hematoencefalica inerente a imunopatogénese da MC
proporcionaria a entrada quimica D. ambrosioides em concentracdes citotdxicas no

tecido cerebral.

Em nossa metodologia sdo similares a extracdo o preparo do extrato hidroalcéolico
da D. ambrosioides aos de Gomes (12), em seu trabalho a autora demonstra os
beneficios do extrato avaliando a resposta de neutréfilos humanos. Tendo acéo eficaz
do extrato na capacidade de ativar neutrdfilos humanos, porém, sem induzir uma
resposta com efeito deletério tecidual. Com isso considerar esta via da imunidade
inata ou outras envolvidas na maléaria cerebral, torna-se promissor 0 seu uso, com
possivel uso adjuvante de farmacos, de forma a auxiliar no controle sintomatologico e

na protecéo dos tecidos envolvidos.

Considerando o desfecho clinico desfavoravel neste modelo estudado e os dados

histopatolégicos encontrados nos diferentes tecidos, o extrato hidroalcodlico de D.
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ambrosioides poderia promover agdo protetiva nos 6rgaos pulmonar, esplénico e
hepatico. A agresséo encefalica demonstrada nos animais do mesmo grupo levanta
hipéteses que levam a necessidade de estudos que compreendam 0s mecanismos
envolvidos destas substancias neste processo patolégico. Estudos de
farmacodinamica e farmacocinética poderiam contribuir para melhor absorcéo e acéo
do extrato nos diferentes tecidos. Tal compreenséo e estruturacdo podera fornecer
concentracfes necessarias para acao benéfica do extrato, minimizando os possiveis

efeitos toxico e indesejados.

Concluséao

Nesse estudo o uso do extrato hidroalcodélico D. ambrdosioides demonstrou uma a¢ao
desfavoravel quanto o desfecho clinico neurolégico dos animais, tornando-os mais
vulneraveis e passiveis a mortalidade. Entretanto através da analise histopatologica
podemos observar beneficios auxiliares nos tecidos pulmonar, hepatico, esplénico e
com menor presenca do parasita e focos hemorragicos no tecido cerebral, mesmo as
custas de evidente lesdo tecidual encefélico. Demonstrando assim a importancia de
novos estudos para compreender as acdes do D. ambrosioides diante dos

mecanismos gue poderiam influenciar nos possiveis beneficios na malaria cerebral.
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