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RESUMO

A maléria é uma doenca endémica tipica de paises subdesenvolvidos. A falta de interesse na
busca de novos antimalaricos pelos paises desenvolvidos, e principalmente a resisténcia as
drogas antimaléricas devido a plasticidade gendmica do parasito, tém se tornado um entrave
no controle da doenca. Visto que os dois compostos mais conhecidos contra a malaria foram
isolados de plantas, quinina e artemisinina, e que a partir desses varios outros foram
sintetizados, a necessidade de estudos com plantas medicinais na busca de compostos
bioativos contra a maléria. Uma das plantas utilizadas na medicina popular contra a malaria é
a Bertholletia excelsa, também conhecida como castanha-do-Brasil. Ap0s a coleta das partes
selecionadas para o trabalho (casca e ourico), as partes foram secas, trituradas, submersas em
etanol PA por tempo determinado, e evaporadas em rotavapor para obtencdo de extratos
brutos. Para a identificacdo de principios ativos, foi realizado o fracionamento por coluna
filtrante com solventes de polaridade crescente (Eter de petroleo, CHCL3, EtOAc, Acetona) e
a identificacdo dos principais compostos com os testes de classe de substancia. Os extratos e
fracdes foram testadas enquanto sua viabilidade celular com células de macréfago — linhagem
Raw- e com cepas do o Plasmodium falciparum — linhagem 3D7 (in vitro) e Plasmodium
berguei (in vivo). Os estudos fitoquimicos sobre os constituintes quimicos da planta indicaram
a presenca de terpenos, taninos, fendis, quinonas, e uma presenca mais expressiva de
alcaloides. Nos ensaios in vitro com 0s compostos da casca, apenas as fracdes éter de petrdleo
e CHCL3 ndo apresentaram resultados significativos. O extrato etandlico, a fracdo EtOAc e a
fracdo acetona demonstraram uma bioatividade significativa de 83% (diluicido de 100 pg.mL’
) e Clsp= 6 pg.mL™ 73% (50 pg.mL™) e Clsp=0,1 pg.mL™ e 79% (100 ug.mL™) e Clsp=15
pg.mL™, respectivamente. Em relagdo aos compostos do ourico, os resultados que
apresentaram melhores biotividade foram o extrato etandlico, fragdo EtOAc e acetona com
Clso= 77,63 € 10 ug.mL'l, respectivamente. Nos ensaios de viabilidade celular os compostos
ndo demonstraram toxidade significativa, com viabilidade, para os compostos da casca, de 91,
97 e 73%, na diluicdo de 100 pg.mL™ respectivamente. Os compostos do ourico, extrato
etandlico, fracfes EtOAC e acetona, apresentaram viabilidade de 91, 89 e 84% na diluicdo de
1,5 pg.mL™ Os resultados in vivo demonstraram que na dose de 250 mg/kg/dia 0s compostos
da casca ndo tiveram resultados significativos no 5° dia. No entanto, no 7° dia 0s composto
extrato etanolico e acetona mostraram bioatividade de 33% e 32,5%, respectivamente. Na
dose de 500 mg/kg/dia, os compostos demonstraram um resultado significativo no 7° dia, com
reducdo da parasitemia de 99,3 e 100%, respectivamente. Os resultados evidenciam que a B.
excelsa, utilizada pela populacdo como uma planta medicinal antimalarica, demonstrou
atividade significativa contra a malaria, nas formas de P. falciparum e P. berguei, e ndo
demonstrou toxidade significativa. Este trabalho evidencia uma planta com uma promissora
fonte de estudos, apresentando uma droga antimalarico em potencial.

Palavras-chaves: Plantas medicinais, atividade antimalérica, Bertholletia excelsa.



ABSTRACT

Malaria is a typical endemic disease of underdeveloped countries. The lack of interest in
search for new antimalarials by developed countries, and especially the antimalarial drug
resistance have become an obstacle in controlling of the disease, this is due o the
parasite genomic plasticity The two most popular compounds against malaria, quinine
and artemisinin were  isolated from  medicinal plants. From  these biocompounds other
bioactive compounds against malaria were synthesized. The Bertholletia excelsa,
opularly known as Brazil-nut has been used in popular medicine as antimalarial. Thus,
this study aims to evaluate the in vitro and in vivo activity of the parts (bark and hedgehog) of
the plant against Plasmodium falciparum and Plasmodium berghei. The parts of the plant
collected were dried, crushed and an ethanol extract was prepared. The ethanolic extract was
fractionated with gradient polarity solvents (pe- troleum ether, CHCIs;, EtOAc, acetone).
The extract and fractions were subjected to evaluation of chemical prospecting to define
classes of substances, where flavonoids, phenols and tannins were more significant. The
extracts and fractions were tested about the cell viability with macrophage lineage Raw
cells, and strains of the in vitro 3D7 P. falciparum and in vivo P. berguei. In vitro assays with
extracts and fractions of the bark, only petroleum ether and CHCI; fractions did not show
significant  result.  The ethanol  extract, EtOAcand acetone fractions showed a
significant bioactivity of 83% (dilution of 100 pg.mL™), IC5,=6 pg.mL™, 73% (50ug.mL’
1, 1C50=0,1pg.mL™* and 79% (100 pg.mL™), ICs5,=15 pg.mL™, respectively. In relation to the
hedgehog, the best bioactivity were ethanol extract, EtOAc and acetone fraction, with
ICs0=77, 63 and 10 pg.mL™, respectively. In cell viability assays the extracts and fractions did
not show significant toxicity, with viability for the bark compounds, 91,97 and 73% at a
dilution of 100 pg.mL™, respectively. The ethanol extract and fractions EtOAc and
acetone showed viability of 91,89 and 84% at a dilution of 1.5 ug.mL™ In vivo results
showed that in dose of 250mg/kg/day the biocompounds of the bark had not show
significant results on the 5th day. However on the 7th day the ethanol extract and acetone
fraction showed bioactivity of 33% and 32.5%, respectively. At a dose of 500
mg/kg/day, the biocompounds showed a significant result on 7th day, with a reduction of
parasitaemia of 99.3 and 100%, respectively. The results show that the B. excelsa, used by the
population as antimalarial, demonstrated significant activity against the disease and did not
show significant toxicity. This result may show that B. excelsa may have potential as an
antimalarial activity.

Key words: Medicine plants, antimalarial activity, Bertholletia excelsa
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INTRODUCAO

A malaria ou paludismo é uma doenca parasitaria que tem como sintomas clinicos
mais frequente a febre, acesso malarico (suor, calafrio e suor), cefaleia e anemia. Se nédo
tratada de forma adequada pode levar aos casos mais graves da doencga, como a obstrugdo dos
vasos sanguineos e comprometimento visceral, situacbes que podem levar a morte do
individuo (VERONEZI, 1983).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2013), a malaria é uma doenga endémica
que estéa restrita a paises subdesenvolvidos. Anualmente sdo registrados cerca de 290 milhGes
de novos casos e, aproximadamente, 900 mil mortes. Devido a esses numeros significativos, a
maldria é considerada uma das doencgas mais importantes do mundo.

Na auséncia de uma vacina efetiva contra a maléria, a farmacoterapia é, atualmente, a
Unica arma capaz de controlar e combater essa enfermidade. Contudo, a resisténcia aos
antimalaricos usuais representa um dos maiores obstaculos para o éxito no combate e controle
da maléria (COUTO, et al, 1993).

Portanto, a urgente necessidade no desenvolvimento de novos farmacos na estratégia
de controle do parasito.

Uma fonte promissora na busca e obtencdo de novos farmacos sdo as plantas
medicinais. Muitos compostos derivados desses produtos tém sido comprovados
cientificamente e utilizadas no combate a muitas enfermidades. Alia-se a isso, o fato que os
dois principais antimaléricos, quinina e artemisinina, e que deram origem & outros
antimalaricos, foram os primeiros isolados de produtos naturais, Cinchona officinalis e
Artemisina annua, respectivamente (KLAYMAN, 1985; CECHINEL e YUNES, 1998; GEN
e LIN).

Estudos comprovam que a probabilidade de encontrar compostos bioativos em plantas
medicinais orientadas pela populacdo é maior que aquelas escolhidas pelo acaso
(CHECHINEL e YUNES, 1998; ELISABETSKY e SOUZA, 2003).

Em pesquisa preliminar foi realizado um levantamento, com a populagéo ribeirinha de
Porto Velho, para identificar quais plantas medicinais seriam utilizadas contra a malaria, em
que foi observado que a populacdo utiliza o chd da casca da castanheira-do-Brasil,
Bertholletia excelsa no combate a malaria (SOUSA, 2010). Através desse levantamento foi
possivel justificar o presente trabalho, onde avaliou-se a citotoxicidade da planta frente as
células de defesa (macrofagos), a atividade in vitro frente a cepa do Plasmodium falciparum e
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a atividade in vivo frente a cepa Plasmodium berghei. Esses ensaios permitem comprovar a
veracidade das informacgGes obtidas pela populacdo ribeirinha em relacdo a sua atividade

antimalarica.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MALARIA

A maléria é um grave problema de saude publica no mundo por ter abrangéncia em
mais de 109 paises e territdrios, ocorrendo em quase 50% da populacédo atingida. Os paises
mais afetados s&o os africanos, situados ao Sul do deserto de Saara, 0s do Sudeste Asiaticos e
os da América Latina, particularmente os situados na regido da Bacia amazénica. Somente em
2010, 90% dos casos de malaria foram registrados na Africa (OMS, 2013).

Devido a sua elevada incidéncia nas regifes intertropicais e de sua potencial gravidade
na evolucdo da doenca, a malaria reveste-se de importancia epidemiolégica. Causa
consideraveis perdas sociais e econémicas na populacdo sob risco, principalmente aquela que
vive em condicdes precarias de habitacio e saneamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Nos paises endémicos a estimativa é de 300 milhdes de novos casos € um milhdo de
mortes por ano, atingindo principalmente e criancas menores de 5 anos e gravidas africanas.
Somente em 2010, aproximadamente 600.000 criangas africanas morreram em decorréncia da
maldria, ou seja, a cada 1 minuto, uma crianca africana morre por essa causa (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008; OMS, 2013).

Em decorréncia de seus altos indices de morbidade e prevaléncia, a malaria é

considerada uma das doengas mais importantes do mundo (MELLO, 1985).

1.1.1 Histérico da Malaria

A maléria ou paludismo, também conhecido por impaludismo, febre palustre, febre
intermitente ou, em suas formas especificas, febre tercd benigna, febre terca maligna e febre
quartd, recebe no Brasil nomes populares como maleita, sezdo, tremedeira, batedeira ou,
simplesmente, febre (REY, 2001).

Devido as caracteristicas clinicas dessa doenca, foi possivel reconhecer a sua presenca
em escritos chineses de 3000 aC., nas tabuas cuneiformes mesopotamicas (2000 a.C.) e em
escrituras Vedas na india (1800 aC). O que mostra que a malaria acompanha a humanidade
desde as mais antigas civilizagdes (CAMARGO, 1995).

Apesar das descri¢des feitas pelos povos antigos, durante muito tempo essa doenca
ficou envolta por um clima de misticismo por desconhecerem sua transmissdo. Na histdria

médica ocidental, referéncias aos sintomas da malaria vém desde Hipdcrates, que a descreveu
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em detalhes e afastou todo e qualquer tratamento que ndo fosse aquele que estivesse a luz da
ciéncia. Considerado o pai da ciéncia, ele foi o primeiro a descrever 0 processo as
consequéncias dessa contaminacdo na populacao (LUNA Filho, 2005).

Depois de Hipdocrates, narrativas se sucedem na historia romana e por toda a Idade
Média. Um fato comum em todas as crdnicas é que a ocorréncia de maléria esta associada a
regides pantanosas, varzeas e alagadicos (CAMARGO, 1995). Por isso, o termo mal&ria
surgiu a partir dessa relacdo entre a doenca e 0s pantanos, que passou a ser descrita como aria
cattiva ou mal’aria (ar ruim) pelos italianos do século XIV e que s6 entrou para a lingua
inglesa em torno de 200 anos depois. Outro termo muito utilizado para maléria é o paludismo
que foi criado pelos franceses, cujo significado era pantano (FRANCA, 2008).

1.1.2 Malaria: Doenca Negligenciada

A malaria € uma doenca que estd restrita a paises subdesenvolvidos. Ela ja
desapareceu dos paises Europeus e Norte americano, onde se manifestou até metade do século
XX. Na década de 90 foram registrados cerca de 400 casos anuais de maléria no Canada e
aproximadamente 900 casos anuais nos Estados Unidos, sendo que a maioria foi importada:
apenas alguns casos foram de origem do proprio pais resultantes de transfusdes sanguineas
(CAMARGO, 2003).

Essa erradicacdo da doenca nos paises desenvolvidos foi devido ao aperfeicoamento
tecnoldgico e aos avancos cientificos nas areas da saude, apds a Segunda Guerra Mundial com
a Revolucdo Industrial. Esses avancos tecnoldgicos possibilitaram a criacdo de novos
instrumentos de defesa no combate a diversos tipos de doencas, como a malaria
(HARRISON, 2005).

Os baixos indices nos paises desenvolvidos diminuiu o interesse na busca por novos
instrumentos para o controle da doenca, na qual, de 1223 novas drogas desenvolvidas (entre
as décadas de 70 e 90) apenas trés eram antimalaricos. A malaria, portanto, passa a integrar as
doencas negligenciadas (GREENWOOD e MUTABINGWA, 2002).

Fato esse, que sO confirma a ligagdo entre a doenca e a pobreza (figura 1). Sendo
considerada como uma das causas e consequéncias da pessima situacdo econdmica dos
diversos paises subdesenvolvidos e os que estdo em desenvolvimento, a malaria tem sido
inferida como umas das principais barreiras no crescimento econémico destas nagdes (RBM,
1999 apud FRATUS, 2008). Somente na Africa, os custos diretos e indiretos do controle da
doenca sdo da ordem de US$12 bilhdes por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Para
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economias em desenvolvimento, isso significa um abismo maior entre as economias de paises

pobres e paises ricos.

Distribuicao Mundial da Pobreza
,s‘__":' | i o a

Fonte: Adaptado por FRATUS, 2008

Figura 1 Distribuicdo de pobreza e de malaria no mundo.

1.1.3 Situacao da Malaria no Brasil

Atualmente, o Brasil é responsavel por 50,6% dos casos de maléaria registrados nas
Américas e divide seu territdrio em duas areas: a regido endémica, constituidas pelos estados
da Amazobnia Legal: Acre, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Roraima, Tocantins, Amazonas,
Pard e Rondbnia. E a regido ndo endémica, constituida pelos demais estados da federacédo
(KIRCHGATTER, 2001; BRASIL, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A regido endémica € responsavel por cerca de 99,7% dos casos de maléria ocorridos
no pais, sendo os estados do Amazonas, Para e Rondo6nia responsaveis por 88% desse total.
Apesar de ser considerada focal essa doenca ndo se transmite com igual rapidez ou
intensidade. Sua dindmica de transmissdo € variavel, dependendo da interacdo de fatores
ambientais, socioculturais, econdmicos e politicos (BRASIL, 2006).

No Brasil, para saber se determinada regido tem alto ou baixo risco de malaria, é
necessaria medir o grau de risco. Para isso, é preciso saber a Incidéncia Parasitaria Anual
(IPA) (figura 2), que pode ser classificada em: alto risco (IPA > 50/1.000 hab.), médio risco
(IPA entre 10-49/1.000 hab.) e baixo risco (IPA < 10/1.000 hab.). Na Amaz6nia o risco de
adoecer é considerado médio (18,6) (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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Figura 2 Mapa do Brasil, destacando as areas de riscos para malaria pelos diferentes niveis de
incidéncia parasitaria anual.

As epidemias de malaria no Brasil iniciam-se como advento da vulcaniza¢do da
borracha em 1839, tornando-a uma matéria-prima preciosa. No mesmo periodo e fugindo da
grande seca que arrasava o nordeste, milhares de nordestinos migraram para Amazonia
brasileira com perspectivas de extragdo do latex e de riquezas imediatas. Essa intensa
migracdo de trabalhadores ficou conhecido como Primeiro Ciclo da Borracha, no inicio do
século X1X e deu origem a primeira grande epidemia amazénica de malaria (PINTO, 1993).

Também em funcdo do latex, o Brasil comprometeu-se a construir a Estrada de Ferro
Madeira Mamoré, para o escoamento da borracha boliviana. Durante sua constru¢do houve a
segunda epidemia amazonica de malaria (PINTO, 1993).

Outra grande epidemia ocorrida no Brasil aconteceu nos estados do Cearad e do Rio
Grande do Norte, na década de 30. Provavelmente trazidos ao Brasil por barcos no periodo da
escraviddo, o Anopheles gambiae provocou um surto de malaria nesses estados, provocando
cerca de 14 mil mortes (DEANE, 1986; BRASIL, 2006).

Até a década de 40, a malaria atingia 70% dos municipios brasileiros, o que equivalia
a 85% da superficie do Brasil. Com a criacdo da Campanha de Erradicacdo da Maléria
(CEM), em 1958, houve um extraordindrio esforco que resultou em forte impacto na

transmissdo da doenca, quando ndo na sua completa interrupgdo, tal como ocorreu em
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extensas areas das regides sul, sudeste e nordeste (SILVEIRA, 2001; LADISLAU et al.,
2006).

Dessa forma a Amazonia Legal passou a registrar 97,5% dos casos de malaria em
meados da década de 80, quando houve um grande aumento nessa regido. Esse aumento deu-
se pelo incentivo, pelos 6rgdos governamentais, de uma politica de promogdo, integracdo e
desenvolvimento econémico da regido amazonica. Esse incentivo refere-se a construcéo de
estradas, construcdo de usinas hidroelétricas, instalacdo de garimpos e assentamentos
promovidos pelo Instituto Nacional de Reforma Agraria (INCRA) (FUNASA, 2000).

Esse deslocamento de grande contingente populacional - sem contato prévio com a
maléria — para areas endémicas aumentou enormemente o nimero de epidemias localidades
na Amazonia, principalmente em assentamentos de colonos. Em numeros, a malaria passa
52.469 mil casos, na década de 70, para 169.871, na década de 80, chegando a uma média de
500 mil casos anuais na década de 90 (BARATA, 1995; LADISLAU et al., 2006).

Na década de 90, todos os estados da Amazonia Legal apresentaram indice Parasitério
anual (IPA) acima de sete ldaminas positivas por mil habitantes. Os estados de Ronddnia e
Roraima apresentaram os maiores indices, 128,3/mil e 146,5/mil habitantes, respectivamente.
No estado de Rondbdnia, 16 dos 23 municipios tinham taxas elevadas de malaria,
principalmente em areas de colonizacgdo e garimpos (MARQUES, 1992; BARATA, 1995).

Nos ultimos anos, a ocupacdo desordenada dos espacos peri-urbanos, tem sido
relatadas como um importante fator no aumento da malaria nas cidades. Manaus e Porto
Velho, capitais do Amazonas e Rondonia, respectivamente, vém recebendo um fluxo intenso
de pessoas, que se deslocam de outros municipios em busca de oportunidades de trabalhos ou
necessidades comerciais. Assim, esses municipios concentraram 26,9% e 22,9% dos casos de
malaria da regido endémica nos anos de 2002 a 2005 (SVS, 2005; MINISTERIO DA
SAUDE, 2008, 2013).

Com a introducdo da artemisinina como farmaco de primeira escolha, observou-se
uma reversdo dessa tendéncia nos anos seguintes, 2008 (314.754 casos) e 2009 (307.689
casos), quando comparado aos anos anteriores (figura 3). De uma forma mais geral, de 2000 a
2011, houve uma reducgdo de 56,7% dos casos de malaria, 0 que representa um total de
348.899 mil casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2013)
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Figura 3 Casos de maléria notificados na Regido Amaz6nica entre 2000 a 2011.

1.1.4 Maléria e o Desenvolvimento Regional nha Amazonia

Na publicacdo “Situag¢do epidemioldgica da malaria no Brasil 2005, 0 Secretério de
Vigilancia Sanitéria, Jarbas Barbosa afirma:

A malaria continua sendo um grave problema de Salde Publica na
Regido Amazobnica, devido & alta incidéncia e aos efeitos
debilitantes para as pessoas acometidas por essa doenca, com um
importante potencial de influenciar o proprio desenvolvimento

daquela regido.

Mesmo diante de todos os avan¢os na medicina, a malaria continua a ser um agravante
no desenvolvimento regional da area acometida por esta. Sua luta perdura por mais de meio
século, passando por varias estratégias de controle.

Os primeiros registros brasileiros indicam que, em 1889, os Servicos de Saude dos
Portos foram regulamentados para o combate das endemias. Em 1923, o Departamento
Nacional de Saude Publica estabeleceu medidas profilaticas e de controle da doenga, dentre as
quais se destacou o diagnostico precoce, determinacdo de indice endémico e o uso de medidas
antilarvarias (BRASIL, 2006).

Com a violenta epidemia na década de 1930 que assolou parte do nordeste, foi criada

em 1939 o Servico de Malaria do Nordeste (SMN), que em parceria com a Fundacéo
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Rockfeller, desenvolveu um programa que erradicou o A. gambie do territorio brasileiro.
Assim, em 1941, estimulado pelo éxito no combate aquele anofelino, foi criado o Servico
Nacional de Malaria (SNM), que introduziu em larga escala, principalmente na area urbana, o
uso do DDT no combate aos anofelinos. Sua introducdo no Brasil representou uma revolucéao
no combate & malaria no pais e no mundo. Utilizado de modo experimental durante a Segunda
Guerra Mundial, a utilizacdo desse inseticida de acdo residual tornou-se uma prética de
combate e controle da malaria (NUNES Medina, 1988; BRASIL, 2006).

Em 1958 foi criado e instalado durante sete anos, a Campanha de Erradicacdo da
Maléaria (CEM), que logrou grande éxito, pois se conseguiu interromper a transmissdo de
malaria em toda a regido Sul e Sudeste, em quase todo o Nordeste e parte da Regido Centro-
Oeste. Nessas regides, as caracteristicas das moradias, a estabilidade das populacdes e um
maior grau de desenvolvimento socioecondmico facilitaram a efetividade do inseticida no
interior das residéncias (BRASIL, 2006; SILVA 2008).

Preocupados com o problema crescente da malaria nos paises subdesenvolvidos, em
1969 na “XXII Assembleia Mundial de Satde” foi recomendado a reclassificagdo das areas
endémicas em areas para a erradicacdo a curto e longo prazos (FARID, 1980).
Posteriormente, passou-se a adotar uma estratégia epidemioldgica segundo os niveis de
transmissao, para priorizar agdes de combate a doenca, concentrando os reduzidos recursos
disponiveis nas areas de maior risco (BRADLEY, 1991).

Em outubro de 1992 na Conferéncia Ministerial sobre a Malaria, realizada em
Amsterdd, na Holanda, e patrocinada OMS, recomendou-se a ado¢do de uma nova estratégia
global com base na realidade epidemioldgica, social e local. Essa estratégia ficou conhecida
como Controle Integrado da Malaria (CIM) e incorporava medidas de controle adequadas a
cada situacdo, acdo multissetorial para reducdo de influéncia de fatores de risco de natureza
socioeconémica, cultural, politica e ecoldgica com participacédo ativa da populagédo (LITSIOS,
1993; BRASIL 2006).

A principal atividade na luta contra a malaria deveria ser com o0s seres humanos e néo
mais com insetos vetores, na medida em que se busca, primeiramente, prevenir 0S casos
graves e as mortes causadas pela doenga (OMS, 1993). O CIM, como uma agao conjunta do
governo e da sociedade dirigida para eliminag@o ou reducdo dos riscos de morrer ou adoecer
de maléria, € a nova orientacdo da luta contra a doenca, adotada pelo Brasil em consonéncia
com as recomendacdes da Conferéncia da Amsterdd (BRASIL, 2006).

Com a promulgagdo da Constituicdo da Republica Federativa do Brasil, em 1988, o

setor de saude do Brasil passa por uma transformacdo, tanto na organizagédo e funcionamento
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dos servicos de assisténcia a saude, como para o controle das doengas endémicas. A
implantagdo do Sistema Unico de Salde (SUS), de acordo com as diretrizes e principios
previstos nessa constituicdo, tem como principal norteador a descentralizacdo para os estados
e municipios das acdes de promocao, protecao e recuperacao da saude, além da reformulacao
da politica de controle de endemias, inclusive da malaria (TAUIL, 2002).

A portaria n°® 1.399/MS, de dezembro de 1999, regulamenta o processo de
descentralizacdo na area de vigilancia epidemioldgica e de controle de doencas, na qual
estabelece as competéncias da Unido, estados, municipios e Distrito Federal, que definam a
sistematica de financiamento e providéncias. No caso particular da maléria, a descentralizacao
das decisOes e execucOes das medidas de intervencdo coincidiu com a real mudanca de
estratégia da luta contra a doenca, por intermédio da intensificacdo das acGes e controle da
Amazonia Legal, a partir do ano de 2000 (BRASIL, 2005).

O projeto que intensificou as a¢fes de controle e intervencdo da maléria, e que serviu
de base para outros, foi o Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle da Malaria (PIACM).
Sua implantacdo e promoc¢do foram no ano de 2000 pela Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA), com parceria e compromisso politico das trés esferas do governo. Apoiado e
estruturado nos sistemas locais de saulde, capacitou-os para a coordenacdo e execucdo das
acOes de controle da maléaria, e desta forma, fortalecer o processo de descentralizacdo
(TAUIL, 2002; BRASIL, 2003; BRASIL, 2006).

O plano mostrou-se bastante efetivo no controle da malaria, onde se observou uma
reducdo significativa na sua incidéncia desde 1961. Registrou-se, ao final de 2001, comparado
com 1999, uma diminuigdo de 38,9% nos nimeros de casos de maléria, reducéo de 41,1% no
IPA; reducdo de 69,2% no numero de internacdes; reducdo de 36,5% no numero de dbitos
(TAUIL, 2002; BRASIL, 2003).

Outra acdo do governo, implantado desde 2001, é a Rede Amazonica de Vigilancia da
Resisténcia as Drogas Antimaléaricas (Ravreda). Nesta rede participam o Brasil, Bolivia,
Equador, Colémbia, Guiana, Peru, Suriname e Venezuela, e tem como objetivo principal,
monitorar a resisténcia do plasmodio as drogas antimalaricas (MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

E desde 2003 em vigéncia, o Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM).
Este programa, que da continuidade aos avancos proporcionados pelo PIACM e agrega
sugestdes das secretarias estaduais e municipais de saude, tem como objetivo principal,

reduzir a morbimortalidade por malaria com estratégias de intervencdo de forma integrada. A



26

principal destas estratégias é a realizacdo de diagndstico e tratamento adequado e oportuno
(BARBOSA, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

As intervencdes de controle tém contribuido para modificar a dindmica de transmissao
da doenca na Regido, alcangcando resultados promissores na maioria dos municipios. Diante
de todos os avangos em relacdo aos nimeros de casos de malaria, esta, ainda, continua sendo
um grave problema de saude publica na Regido Amazonica, necessitando de muito trabalho
nesta area (BRASIL, 2005).

1.1.5 Agente Etioldgico e Ciclo de Vida nos Seres Humanos

O agente etiolégico causador da maléria pertence ao filo Apicomplexa, ordem
Coccidiida, subordem Haemosporidiidea, familia Plasmodiidae e ao género Plasmodium,
sendo que cada uma de suas espécies determina aspectos clinicos diferentes para esta
enfermidade (FERREIRA, 2006; FRATUS, 2008).

S&o conhecidas aproximadamente 150 espécies causadores de malaria em diferentes
hospedeiros vertebrados, como répteis, aves e mamiferos (primatas e roedores), possuindo
formas variaveis de acordo com as fases do seu ciclo de vida (REY, 2001).

Até pouco tempo atras, tinham-se conhecimento que apenas quatro espécies de
Plasmodium infectavam o homem: P. malarie descrito por Laveran, 1881; P. falciparum
descrito por Welch, 1897; P. vivax descrito por Grassi e Feletti, 1890; e P ovale descrito por
Stephens, 1922 (TAUIL, 2002; MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

Entretanto varios trabalhos recentes demonstraram gque uma nova espécie possui a
capacidade de desenvolver o ciclo assexuado em humanos: “a 5* espécie de Plasmodium
humano”. Essa espécie, conhecida como Plasmodium knowlesi descrita por Sinton e Mulligan
em 1932, estava originalmente associada & malaria em macacos e recentemente é tido como
espécie parasitaria no homem, especialmente em regides asiaticas (WHITE, 2007;
SCHOTTELIUS et al, 2010; OMS, 2013).

Dentre as espécies que habitualmente infectam o homem, as principais s&o:

- P. falciparum, espécie mais patogénica e prevalente do mundo, responsavel pela febre tercé
maligna, com acesso febril a intervalos de 36 a 48 horas. Essa espécie é a responsavel pelos
casos fatais da doenca devido ao fato de o parasito, nas suas formas maduras, aderir aos vasos
endoteliais e causar a obstrucdo destes, em especial no cérebro (Figura 4). Dotado de uma
grande capacidade de adaptacdo e citoaderéncia, é a principal espécie presente no continente
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africano, sendo responsavel por 70% dos casos de malaria no mundo na atualidade (REY,
2001; KRETTLI, 2008).

- P. vivax, agente da febre tercé benigna, com ciclos de 48 horas. Essa espécie ndo causa uma
forma fatal da doenga, mas provoca acessos febris de grande intensidade, e assim como o P.
ovale tém estdgios de vida latentes chamadas hipnozoitos que podem permanecer nesse
estagio por grandes periodos (REY, 2001; ALBRECHT, 2008).

- P. malariae, causa a febre quartd, que se caracteriza pela ocorréncia de acessos febris a cada
72 horas (REY, 2001).

- P. ovale, que é responsavel por outra febre tercd benigna, com ciclos de 48 horas. Possui
distribuicdo limitada ao continente africano (REY, 2001; TUTEJA, 2007; ALBRECHT,
2008).

- P. knowlesi: multiplica-se diariamente e € potencialmente perigoso. Amplamente distribuido
na Malasia, foi encontrado 30,7% (312/1014) de positividade para essa espécie em amostras

de pacientes com malaria de varios locais do pais (COX-Singh e SINGH, 2008).

Fonte: NEVES, 2005

Figura 4 Laminas mostrando a obstrucdo capilar por eritrocitos parasitados (aumento:
x1.000), (A) corte do cérebro e (B) miocardio.

Os protozoarios do género Plasmodium tém um ciclo de vida dividido entre um
hospedeiro vertebrado e um inseto vetor. O vetor é sempre um mosquito fémea do género
Anopheles, embora das 380 espécies conhecidas de mosquitos desse género, apenas 60
possam transmitir a doenca. No Brasil, o principal anofelino transmissor da malaria é o
Anopheles darlingii. Na Africa o principal vetor da malaria ¢ o Anopheles gambiae, que
diferencia do vetor brasileiro por sua alta voracidade e antropofilia (FRATUS, 2008).
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A infeccdo nos hospedeiro vertebrado inicia-se quando esporozoitos infectantes séo
inoculados nos humanos, durante o repasto sanguineo, pelo inseto vetor. Apesar de nédo
possuir cilio e flagelos, em aproximadamente 30 minutos, 0s esporozoitos chegam as células
do figado (hepatdcitos). Apds invadir os hepatdcitos, se diferenciam por reproducédo
assexuada do tipo esquizogonia, dando origem a milhares de merozoitos tissulares que
posteriormente invadirdo os eritrocitos. Essa primeira fase é denominada exo-eritrocitica, e,
portanto, precede o ciclo sanguineo do parasito (FUNASA, 2001; REY, 2001; FRANCA et al,
2008).

O ciclo eritrocitico inicia-se quando os merozoitos tissulares invadem os eritrécitos,
que se multiplica por esquizogonia, produzindo de 12 a 16 merozoitos por esquizonte
(eritrocitos contaminados). A duracdo deste estagio eritrocitico depende da espécie de
parasita, sendo de 24 h para o P. knowlesi, 48 h para o P. falciparum, P. vivax e P. ovale, 72 h
para o P. malarie (FUNASA, 2001; REY, 2001; FRANCA et al, 2008; COX-Singh e SINGH,
2008).

A maior parte dos merozoitos liberados durante a eclosdo dos esquizontes invadem
outros eritrdcitos ou diferenciam-se em formas sexuais masculinas e femininas (gametdcitos).
Estas formas sdo as Unicas formas capazes de evoluir no inseto, dando origem ao ciclo
sexuado ou esporogbnico. Os gametdcitos permanecerdo na corrente sanguinea até serem
ingeridos por um mosquito fémea durante o repasto sanguineo. No intestino do mosquito, 0s
gametdcitos masculinos fecundam os gametocitos femininos gerando o zigoto, que apds
torna-se movel é chamado de oocineto. Estes atravessam a parede do intestino do mosquito e
formam um cisto na parte exterior, chamados de oocistos. Em alguns dias, eles sofrem
esporogenia e se rompem, liberando centenas de esporozoitos, que serdo disseminados por
todo o corpo do inseto através da hemolinfa até atingir as células das glandulas salivares,
prontos para serem injetados em outro hospedeiro vertebrado (Figura 05a a 05f) (FUNASA,
2001, REY, 2001; NEVES, 2005).
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Figura 5 Ciclo de vida do Plasmodium falciparum.

1.1.6 Quimioterapia Antimaléarica

A quimioprofilaxia antimalarica é um tratamento adequado e oportuno da malaria e
hoje € uma das principais estratégias para o controle da doenca. Segundo Cunico et al (2008)
ela precede a descri¢do do ciclo de vida dos parasitas, onde padres jesuitas, no seculo XVII,
observaram que indigenas da América do Sul, utilizavam chés e bebidas preparadas com a
casca de uma arvore nativa do Peru para o tratamento de alguns tipos de febres. Esta planta,
posteriormente nomeada Cinchona sp, deu origem ao primeiro e um dos principais compostos
no combate a malaria: a quinina. Este antimalarico possibilitou a sintese de varios farmacos
no combate a essa doenga, como por exemplo, 0s compostos quinoléicos (Figura 6).

Outro importante farmaco foi a Artemisina, que tem sua origem de uma arvore tipica
da China, Ginghao (Artemisia annual). Esta planta foi utilizada durante milénios também no
tratamento de febres. A partir dela, varios outros compostos foram sintetizados, como o
Artemeter, Arteeter, Artesunato, Acido Artenilico e mais recente o Diidrortemisina (Figura
07) (PRINCE, 2000; CUNICO et al, 2008).


http://iescarin.educa.aragon.es/
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Ha alguns anos, a artemisinina e seus derivados compostos, eram quase exclusivos na
China. No entanto, em 2007, este antimalarico foi introduzido no Brasil como tratamento de
primeira escolha da maléaria P. falciparum. Essa introducdo foi perceptivel na reducdo do
nimero de casos ja em 2007, comparados com dados de 2006 (MINISTERIO DA SAUDE,
2008, 2013).

Esses antimaléricos sdo baseados em produtos naturais e podem ser classificados de
acordo com suas caracteristicas quimicas: Quinolinometandis naturais: quinina (Figura 6a); 4-
aminoquinolinas: cloroquina (Figura 6b) e amodiaquina (Figura 6c¢); 8- aminoquinolinas:
primaquina (Figura 6d); Quinolinometandis sintéticos: mefloquina (Figura 6e) ;
Fenantrenometandis: halofantrina (Figura 6f); Lactonas sesquiterpénicas: derivados da
artemisinina - Artemeter, arteeter, artesunato, Acido artelinico, diidroartemisinina ;
Naftacenos: tetraciclinas (doxiciclina); Lincosaminas: clindamicina (Figura 7). (FUNASA,

2001; PIMENTEL et al., 2007).
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Figura 6 Estruturas das moléculas das principais drogas antimalaricas.
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Figura 7 Estrutura dos derivados da Artemisinina.

Ainda hoje, ha uma busca na identificacdo de novos alvos terapéuticos e na descoberta
de novas substancias que atuem nesses alvos, resultando em novos farmacos no combate a
malaria. Como os dois principais compostos antimalaricos (e que deram origem a tantos
outros) tem origem vegetal, a importancia de buscar novos e eficazes medicamentos a baixo
custo. Deve-se levar em consideracdo a crescente mobilidade de pessoas e animais nas regioes
onde a malaria é endémica, para 0 combate da mesma.

A decisdo de como tratar o paciente com malaria deve ser precedida e levada em
consideracdo as seguintes informacdes: gravidades da doenca, espécie de plasmadio, idade do
paciente, histéria de exposicdo anterior a infeccdo, susceptibilidade dos parasitos da regido
aos antimalaricos convencionais e custo da medicacdo (NEVES et al., 2005).

Para um tratamento positivo é necessario atingir o parasito em pontos chaves de seu
ciclo evolutivo, diversas drogas sdo utilizadas, cada uma delas agindo de forma especifica
tentando impedir o desenvolvimento do parasita hospedeiro (MINISTERIO DA SAUDE,
2008). Esses farmacos séo classificados de acordo com a sua agdo contra diferentes estagios
do ciclo de vida do parasita, sendo eles:

1. Esquizonticida tecidual: atuam destruindo os parasitos durante o ciclo pré-eritrocitico,

impedindo o aparecimento do parasita na fase sanguinea e, portanto, das manifestacfes
clinicas da maléria (Figura 8A). Exemplos de drogas, que agem durante a infeccéo,

impedindo as recaidas, primaquina, perimetamina, quinocida, cloroguanida.



32

2. Esquiozonticida hemaética: atuam nos parasitas presentes nos eritrécitos do homem (figura

8, B e C). Sdo chamados de supressivos, por suprimirem a sintomatologia.

3. Gametocitocidas: matam as formas sexuadas (gametdcitos) do parasita de um individuo

infectado, interrompendo a cadeia de transmissdo do parasita (Figura 8 D). As drogas
gametociticas, sd0 muito interessantes para a medicina preventiva. S8 exemplos de
drogas desse tipo a cloroquina, a primaquina e a quinina.

4. Esporonticidas: atuam contra 0s esporozoitos, matando o parasita assim que ele entra na
corrente sanguinea, ou destruindo-os quando sdo liberados pelos esquizontes hepaticos ou
sanguineos. Farmacos com atividades esporontocial sdo a primaquina e a pirimetamina
(REY, 2001; RODRIGUES, 2003; FRANCA, 2008).
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Figura 8 Local de acdo das drogas antimalaricas no ciclo de vida do parasita.

1.1.7 Resisténcias aos quimioterapicos

A resisténcia aos antimalaricos tem ampla distribuicdo no mundo e é um dos entraves
para o controle da malaria, valendo lembrar que a disseminacdo de cepas de P. falciparum
resistentes a cloroquina, hoje, praticamente se sobrepde a distribuicdo geografica da endemia

(NORONHA et al., 2000). Ela surge entre outras causas, pelo uso permanente e em grandes
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quantidades das drogas antimaléricas, utilizacdo de esquemas terapéuticos de forma
inadequada, automedicacdo, possivel vantagem bioldgica dos parasitas resistentes sobre os
sensiveis, além de fatores imunologicos ligados ao hospedeiro (COUTO et al., 1993).

Outro possivel fator de resisténcia pode estar ligado a expressdo dos VSA (variant
surface antigens), antigenos ligantes e variantes, que ficam na superficie da heméacia
infectada, durante o periodo intra-eritrocitario, promovendo uma série de modificagdes nos
eritrocitos infectados. Estas proteinas ficam expostas na membrana do eritrocito e a aquisicao
de anticorpos contra varia dos de VSAs, tem sido considerada componente importante para o
desenvolvimento de imunidade ao P. falciparum (BULL e MARCH, 2002; FRATUS, 2008)

Apesar da prevaléncia da resisténcia a cloroquina, esta droga continua sendo utilizada
devido ao seu baixo custo e disponibilidade nos paises afetados. Juntamente a esta droga, o
antifolato, artesunato e a mefloguina constituem-se nas Unicas formas de tratamento da
malaria a custo baixo. Porém, cepas se desenvolvem rapidamente, e contribuem pelas atuais
taxas inaceitaveis de falha de tratamento da malaria na Asia e Africa subsaariana (PLOWE,
2005).

Segundo relatos de Moore & Lanier (1961) apud Di Santi et al (1988), os primeiros
casos de resisténcia a cloroguina aconteceram em 1961 na Colémbia. Atualmente numerosas
regides apresentam graves problemas da resisténcia a esta 4-aminoquinoleina, incluindo o
Sudeste Asiético e mais recentemente a Africa.

O quinino, outro antimalarico conhecido por ser utilizado ha véarios séculos no
Ocidente, teve seu primeiro relato de resisténcia no Brasil, em 1910. Durante algum tempo,
seu uso foi praticamente abandonado devido ao aparecimento de antimaléricos sintéticos, s6
voltando a ser empregado depois do aparecimento de resisténcia do P. falciparum aos demais
medicamentos. Ainda hoje, essa droga é preconizada pela OMS, no tratamento de malaria (Di
SANTI et al, 1988; REY, 2001; CUNICO et al, 2008).

Outro antimaldrico muito importante é a mefloquina. Ela é considerada uma
alternativa terapéutica apropriada para o tratamento de P. falciparum resistentes aos demais
antimalaricos, sendo que sua dose requer menos de um décimo da dose de quinino e pode ser
administrada em dose Unica. Apesar desse medicamento ser relativamente novo, casos de
resisténcia ja foram descritos (Di SANTI et al, 1988; FRANCA et al, 2008).

Ja foram relatados casos de resisténcia do P. falciparum a todas as classes de
antimalaricos. Até pouco tempo, a artemisinina era uma dos Unicos antimalaricos sem relatos
de resisténcia (Tabela 1). Entretanto, foi relatado, nos ultimos anos, sua resisténcia em quatro

paises da regido do Grande Mekong: Camboja, Mianmar, Tailandia e Vietnd. Estes casos



34

provavelmente estdo ligados, embora muitos fatores contribuissem para o surgimento e
disseminacéo da resisténcia, pela aplicagcdo das monoterapias de artemisinina (OMS, 2013).

Apesar desses casos, 0s compostos a base de artemisinina, diminuem rapidamente a
populacéo do parasita e tem um tempo de eliminacdo muito rapido. Também ja existem cepas
de P. vivax resistentes a cloroquina, amodiaquina e a hidroxicloroquina (CUNICO et al,
2008).

Tabela 1 Resisténcia aos antimalaricos: Ano de introducdo e Primeiro relato de resisténcia.
Adaptado de Wongsrichanalai et al, 2002.

Drogas Ano de Introducdo  Primeiro Relato de Diferenca (anos)
antimalaricas resisténcia

Quinina 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanil 1948 1949 1
Amodiaquina 1951 1971 20
Artemisinina 1971

Mefloquina 1977 1982 5
Halofantrine 1988 1996 2
Atovaquone 1996 1996 0

1.2 PLANTAS MEDICINAIS E BUSCA POR NOVAS DROGAS

As plantas medicinais sdo toda e qualquer planta que serve de alguma maneira, para o
tratamento de um problema de salde, tendo efeito definido sobre doencas e sintomas, ou que
seja comprovada sua eficacia comprovada cientificamente, onde o seu emprego para fins
terapéuticos esta relacionado a um baixo custo e facilidades de aquisicdo (CARDOSO, 2004).

A utilizagdo de produtos naturais como recursos terapéuticos € tdo antiga quanto a
civilizacdo humana, e por muito tempo, produtos minerais, vegetais e animais constituiram o
unico arsenal terapéutico presentes. Porem com o advento da Revolugdo Industrial e o
desenvolvimento da quimica organica, os produtos sintéticos foram adquirindo primazia no
tratamento farmacoldgico. Isto ocorreu, entre outros fatores, pela maior facilidade de

obtengdo de compostos puros, com o desenvolvimento de processos de modificacOes
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estruturais (como vistas a farmacos mais ativos e seguros) e pelo crescente poder econdémico
das grandes companhias farmacéuticas (EISENBERG et al, 1998).

Apesar desse grande avanco na medicina alopatica, existem obstaculos basicos na
utilizacdo pelas populacdes carentes, que vao desde acesos aos centros de atendimento
hospitalares até a obtencdo de exames e medicamentos. Motivos esses que tém levado a
utilizacdo de plantas medicinais com fins terapéuticos nos paises em desenvolvimentos,
associados com a facil obtencéo e grau de tradigdo do seu uso, (VEIGA Jr. et al, 2005).

Outro fator a destacar € o crescente avanco cientifico nos estudo com plantas
medicinais. Isso porque ter conhecimento sobre os processos de biossintese, bem como as
substancias organicas presentes na planta, parte delas responsaveis na aplicabilidade na
alimentacdo e saude, sdo estimulos ao desenvolvimento do estudo de muitas plantas
(SANTOS, 2002).

Estimulos esses que tém levado sua aprovacdo em 6Orgdos médicos e sua eficacia
comprovada cientificamente. Analisando-se 0s principios ativos, pode-se classificar
terapeuticamente as plantas de acordo com o efeito farmacoldgico e no combate a agentes
patoldgicos, como por exemplo, os antimalaricos (CUNICO et al, 2008).

Devido a este e a varios outros fatores é que se tem notado o crescente aumento no uso
desses fitoterapicos como terapéuticos, nos Gltimos anos. Atualmente o mercado mundial de
fitoterapicos gira em torno de 22 bilhGes de dolares. No Brasil, ndo existe dados oficiais
atualizados, porém estima-se que esse mercado gira em torno de US$ 160 milhdes por ano. E
o fator de atrac&o é o ritmo de crescimento das vendas internamente, mais de 15% anuais,
contra 4% do que evoluem as vendas dos medicamentos sintéticos (YUNES, PEDROSA &
CECHINEL Filho, 2001).

Outro ponto a se ressaltar é a quantidade de plantas existente no planeta, sendo que a
maioria € desconhecida sob o ponto de vista cientifico, onde de 250-500 mil espécies,
somente cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor
avaliadas sob os aspectos biologicos. (CECHINEL Filho e YUNES, 1998).

Dentre as plantas que sdo utilizadas como recursos terapéuticos antimalaricos, a
Bertholletia excelsa H.B.K., conhecida como castanha-do-Brasil, € uma delas (FRANCO e
FONTANA, 2004; PINTO, 2008; LORENZI, 2008; FERREIRA, 2009).



36

1.3 CASTANHA-DO-BRASIL - Bertholletia excelsa H.B.K

1.3.1 Caracteristicas Gerais e Botanicas

A castanheira foi descrita pela primeira vez em 1808, quando HUMBOLDT e
BOMPLAND, e posteriormente KUNTH, denominaram a arvore majestosa presente na
Floresta Amazonica (PACHECO, 2007). O Ministério da Agricultura por meio do decreto
51.209 de 18/09/1961, para efeito de comércio exterior, regulamentou a denominacdo de
Castanha-do-Brasil (BRASIL, 1961).

Pela classificacdo botanica pertence a classe Angiospermae, ordem Dicotiledbnea, a
familia Myrtiflorae, familia Lecythidacea, género Bertholletia e a espécie: excelsa. A familia
tem 325 tipos de arvores nos tropicos americanos, divide-se em 15 géneros, em que 0
Bertholletia é dominante com 75 espécies (BRASIL, 2002).

A castanheira é o nome popular mais conhecido da B. excelsa, mais ela também tem
outros nomes como: castanha-do-brasil, touca, juvia, castanheira-do-brasil, nuez del brasil
(casteliano); brazil nut, brazilnut, brazilnut-tree, creamnut, paranut (inglés), castagna di Para
(italiano) (FONSECA, 2009).

Encontram-se em agrupamentos mais ou menos extensos denominados castanhais. Sua
area de ocorréncia (figura 9) vai desde o extremo sul das Guianas até o Alto Beni - 14 ° de
latitude Sul no sul do Mato Grosso (MULLER et al, 1980); seu limite leste encontra-se a
noroeste do Maranhdo, bacia do Rio Gurupi, estando ausente em toda a parte ocidental da
hiléia em ocorréncia espontanea (DUCKER e BLACK, 1954). No Brasil ocorre nos estados
do Maranh&o, Mato Grosso, Para, Acre, Ronddnia, Amapa, Roraima e Amazonas (ARAUJO
et al, 1984).

Elas sdo classificadas como arvores e possuem grande porte, uma vez que na fase
adulta podem atingir mais de 60 m de altura e a base do tronco pode alcancar mais de 4 m de
didametro (Figura 12). Possui casca escura e fendida, ramos encurvados nas extremidades,
folhas esparsas, alternadas, pecioladas (peciolo cilindrico-caniculado), oblongas ou ovalado-
oblongas, curto acuminadas, onduladas, verde-escuras na parte superior e palida na inferior
(BRASIL, 1976; SANTOS et al, 2006).

Seu fruto, chamado de ourico, € uma cépsula (pixidio) globosa deprimida, quase

esférica, de 08 a 16 cm de didametro, com peso médio de 750 g. Sua capsula resistente ndo se
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abre espontaneamente e abriga em seu interior um nimero variado de sementes, entre 10 a 25
(BRASIL, 2002; PACHECO, 2007)

As sementes, denominadas castanhas, por sua vez, cujo tamanho varia entre 4 a 7
centimetros de comprimento, representam cerca de 25% do fruto e tém uma casca dura e
rugosa e encerram a améndoa, que é altamente nutritiva e calorica (cerca de 650 Kcal / 100
gramas de améndoa). O ouri¢o cai quando maduro e ai sdo coletados no chdo para a extracéo
da castanha (BRASIL, 2002; NAOZUCA, 2008).

E um dos produtos da nossa economia extrativista, com significado valor no mercado
de exportacdo. Devido a devastacdo indiscriminada das matas amazonicas, a castanheira
nativa tem sido vista como uma das espécies ameacadas de extin¢do, porém tem-se verificado

que esta espécie é uma excelente alternativa para o reflorestamento (BRASIL, 2002).

N

Fonte: Adaptada de MELO, 2006

Figura 9 Individuo da castanha-do-Brasil (B. excelsa).

1.3.2 IndicacBes Terapéuticas e Principais Constituintes Quimicos

Na medicina popular a casca € utilizada como chas ou sumo para o tratamento de
moléstias cronicas do figado e como antimalarico. A parte utilizada da casca € a parte interna

ou a entrecasca e de maneira geral, pode ser extraida do caule, embora possa ser retirada de
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galhos mais grossos para a reducédo do risco de prejudicar a planta (FRANCO e FONTANA,
2004).

O suco do fruto, ou seja, a agua quem fica curtida no ourico, é tradicionalmente usado
pelos indigenas como agente antimalarico e pela populacdo em geral no tratamento contra
hepatite (BRANDAO et al, 1992).

A améndoa, chamada de castanha, gera diversos beneficios a salde humana,
apresentando  principalmente  propriedades  anticarcinogénicas e  antioxidante
(KANNAMKUMARATH et al, 2002). Ela é rica em muitos nutrientes, sendo os principais:
agua, lipidios, carboidratos, sais minerais, fibras, calcio, fésforo, vitaminas A, B1 e B2 e além
de elementos minerais como o béario, bromo, cobalto, césio, magnésio, niquel, rubidio,
selénio, dentre outros. Encontrados no azeite, ressaltam-se os principais acidos graxos como o
acido palmitico, oléico, linoléico e pequenas quantidades de &cido miristico, estearico e
fitosterol (MELO, 2006).

Para o uso da planta na medicina popular, a coleta do material (ourico e a entrecasca)
ndo pode ser dar ao acaso. O conhecimento do momento correto da coleta leva a obtencdo de
produtos de melhor qualidade. Como afirma Simdes et al (2003), “Para conseguir maior
quantidade de principios ativos no tecido da planta, a coleta deve ser realizada em periodos
especificos, podendo esta variacdo ocorrer tanto no periodo de um dia, como em épocas do
ano”. No caso do fruto, para um sucesso na colheita ele deve estar bem maduro; ja para a
casca a melhor época é no outono e inicio do inverno (EMATER-DF, 1988 apud SIMOES et
al, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimalérica, in vitro e in vivo, dos compostos provenientes da
Bertholletia excelsa (casca da arvore e do ourico) contra os Plasmodium falciparum e

Plasmodium berghei.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a bioprospec¢do dos principais constituintes quimicos da casca e do ouri¢o da
B. excelsa;

e Avaliar da citotoxicidade in vitro dos extratos e fracGes da casca e do ouri¢o da B.
excelsa, usando linhagens celulares primarias (macréfagos);

e Avaliar a atividade dos extratos e fragdes da casca e do ouri¢co da B. excelsa através
dos testes in vitro (contra cepa cloroquina — sensivel 3D7 Plasmodium falciparum) e
in vivo (modelo black — Plasmodium berguei);

e Determinar a viabilidade celular;
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3. MATERIAL E METODO

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

A coleta da entrecasca ocorreu no dia 11/09/11 (por volta de 11:00 da manha, dia
ensolarado); a coleta do ouri¢o ocorreu no dia 25/10/11 (entre 15:00 e 16:00, dia ensolarado).
Essa coleta foi feita no municipio de Canutama-AM, no Km 59 BR 319, na linha 2, lote 61
(Figura 10).
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Figura 10: Foto satélite do local de coleta das partes da planta da Bertholletia excelsa (8’13
1249”S 64°01 02 51” O)

Para ndo haver prejuizo a planta, a entrecasca foi retirada na parte inferior (rente ao
solo), e os ouricos coletados no chdo. Foram coletados 1,340 kg de casca e 2,101 kg do ourigo
(sem as améndoas). Apds a coleta as partes foram lavadas, e secas em temperatura ambiente
por 48h ou até estabilizacdo do peso. Posteriormente foram trituradas, moidas e secas em
levadas a estufa a temperatura constante de 37° C. Essa secagem tem por finalidade impedir a
reacdo de hidrolise e de crescimento bacteriano (BACHI, 1996).

Uma amostra representativa da espécie foi classificada e depositada no Herbario
Rondoniense Jodo Geraldo Kuhlmann (Universidade Federal de Rondbnia), sob
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responsabilidade do Msc. Narcisio Costa Bigio, onde a planta encontra-se identificada com

registro n° 903.

3.2 OBTENCAO DE EXTRATOS E FRACOES

A extracdo e o fracionamento do material foram realizados no Laboratorio de
Fitoquimica — LABFITO da UNIR. Apos o processo de secagem, o material foi pesado, onde
obteve-se 1,283 kg da casca e 1,984 do ourico. O material vegetal (casca/ourico) foi extraido,
separadamente, pelo método de percolacéo a frio, utilizando EtOH 98% como liquido extrator
(MACIEL et al, 2002). Esse material ficou em contato com o solvente por 7 dias. Apds esse
tempo o material foi filtrado e o solvente foi evaporado em evaporador rotatério (FISATOM
mod. 802A) (Figura 11) para obtengdo do extrato. Esse procedimento foi repetido mais uma

vez com o material vegetal que restou.

Figura 11: Evaporacédo do solvente em evaporador rotatorio.

A extracdo aquosa foi realizada com o material vegetal proveniente da extragédo
etanolica, onde o material foi submerso em agua destilada durante 10 (dez) dias. Apds esse
periodo o material foi filtrado, obtendo-se a solucdo aquosa. A solugéo foi congelada a -20° C
e liofilizada, com a finalidade de desidratar totalmente o extrato aquoso. Esse procedimento
foi feito no Laboratdrio de Biogeoquimica da UNIR, sob a coordenagdo do Dr. Wanderley

Bastos. Os extratos foram pesados, obtendo-se assim a massa total (Tabela 2).
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Tabela 2 Massa dos extratos provenientes da extracdo alcoolica e aquosa.

Material vegetal B. excelsa Massa (g)
Casca (extrato EtOH) 326,48
Ourico (extrato EtOH) 15,84
Casca (extrato aquoso) 4,33

Ourico (extrato aquoso) 4,32

Os extratos etandlicos da casca (5 g) e do ourico (10,3 g) foram submetidos ao
fracionamento em coluna cromatografica, utilizando-se como fase estacionaria silica gel 60,
35-70 mesh (Merck), onde as colunas variaram as dimensfes de acordo com a quantidade da
amostra.

Inicialmente foi preparada uma pastilha com os extratos etanolicos (extrato etandlico
adsorvido na silica gel), que foi colocada na coluna cromatogréafica que ja continha silica gel.
A coluna foi eluida com solventes em gradiente de polaridade, seguindo a sequencia: éter de
petroleo, CHCI3, EtOAc, acetona, MeOH. Foram recolhidas fracfes de 50 mL e as frac6es do
mesmo solvente foram reunidas e o solvente foi evaporado, obtendo-se assim 0s respectivos

eluatos. As fracdes foram pesadas e armazenadas em frascos ambares (Tabela 3).

Tabela 3: Massa obtida apds o fracionamento por coluna cromatografica

Eluato Casca (g) Ourico ()
Eter de petréleo 0,01 -
CHCl; 0,09 1,42
EtOACc 0,40 3,99
Acetona 1,13 0,81
MeOH 1,96 2,45

3.3 BIOPROSPECCAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

Os extratos etanodlicos, fracOes, foram submetidos a testes especificos para as

principais classes de substancias, sendo realizados segundo Merck (1972).
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3.3.1 Esteroides e Terpenos

Os testes para esteroides e terpenos foram realizados pela reacdo de Lieberman-
Burchard. Em um Becker de 5 mL foram colocados 2 mL do extrato e 2 mL de CHCl3, em
seguida a solucéo cloroférmica foi filtrada através de um funil para um tubo de ensaio. No
tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de anidrido acético, agitando suavemente, e acrescentou-se
cuidadosamente 3 gotas de H,SO,4. A coloracdo evanescente seguida de verde permanente
indica presenca de esteroides livres, e a coloracéo entre pardo e vermelho indica a presenca de

triterpendides pentaciclicos livre.

3.3.2 Flavondides

Realizou-se o teste de cianidrina ou Shinoda (HCI concentrado e Mg metalico). Em
um tubo de ensaio foi colocado 2 mL do extrato e adicionou-se, aproximadamente 0,5 cm de
Mg metalico em fita e 1 mL de HCI concentrado. O fim da reacdo deu-se pelo término de
efervescéncia. O aparecimento de coloracdo que variou entre pardo e vermelho, indicou a

presenca de flavondides.

3.3.3 Quinonas

Dois gramas do material vegetal foram colocados em um tubo de ensaio e adicionado
4 mL de éter etilico, com agitacdo por 2 min. Apos a agitacdo foi adicionado 1 mL da solucéo
de hidroxido de sédio a 10%, o surgimento da coloracdo réseo-vermelha indicava teste

positivo para quinonas.

3.3.4 Fendis e taninos

Em um tubo de ensaio foi adicionado 3 gotas de solucdo de FeCl; onde continha o
extrato, o tubo foi agitado. A coloracdo varidvel entre azul e vermelho indica presenca de
fendis e um precipitado escuro de tonalidade azul, indica presenca de taninos pirrogalicos
(taninos hidrolisaveis). No caso de formagdo de um precipitado verde indica a presenca de

taninos flobaténicos.
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3.3.5 Alcaléides

Em um tubo de ensaio foram colocados 2 mL do extrato que foi alcalinizado com 15
gotas de NaOH 1%, acrescido de 2 mL de &gua e 2 mL de CHCI;. A fase aquosa foi
desprezada e acrescentou-se a 15 gotas de HCI 1% a fase cloroférmica, em seguida a fase
organica foi extraida com 2 ml de agua. A fracdo cloroférmica foi desprezada e a fase aquosa
acida foi acrescentada 3 gotas do reagente de Dragendorff. A formacdo de precipitados
insolUveis de cor laranja, floculoso confirma a presenca de alcaloides.

Reagente de Dragendorff: 8 g de subnitrato de bismuto foram dissolvidos em 20,0 ml de
HNO3; 30%. Em separado, 22,8 g de Kl foram dissolvidos em um volume minimo de agua. A
primeira solucdo foi vertida pouco a pouco sobre a segunda, deixando em repouso durante
algumas horas, sendo posteriormente filtrado. A mistura foi colocada em um baldo
volumeétrico de 100 mL, completando o volume com &gua destilada. A solugdo foi guardada

ao abrigo da luz até o seu uso.
3.4 CULTIVO DO PARASITO

Os ensaios bioldgicos in vitro e in vivo foram realizados no Laboratério de Biologia de
Maléria e Toxoplasmose - LABMAT da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, sob
coordenacao do Prof° Dr. Valter F. de Andrade Neto.

3.4.1 Manutencéo do Plasmodium falciparum

As cepas do P. falciparum cloroquina-sensivel (3D7) foram descongeladas e mantidas
em cultura de suspensdo de hemécias humanas de doadores voluntarios do sistema ABO do
tipo A e fator Rh positivo (+) ou O* com hematdcrito de 5%, seguindo fundamentalmente a
técnica de Trager e Jansen (1976), adaptando alguns passos que ndo afetaram as condicdes
para manter os eritrocitos viaveis (ANDRADE Neto et al, 2004).

O cultivo foi realizado em meio completo composto por RPMI 1640 (Sigma)
suplementado com 5% de plasma humano desfibrinado A* ou O* ou com albumax (Gibco) na
concentracédo final de 1%; Hepes 22,8 mM; glicose 11,1 mM (Sigma); HPX 0,36 mM (50
ng.ml™) Sigma — quando utilizado; NaHCO; 23,8 mM (Merck); gentamicina 40 pg.ml™
(Sigma).
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Os parasitos foram mantidos em estufa a 37° C, condicionados em garrafas plasticas de
cultura de 25 cm? (Sarstedt) sob uma tensdo de gases (5% de O, + 5% de CO, + N,
balanceado) ou no dessecador a vela segundo a técnica de Trager e Jansen (1976). O
acompanhamento do desenvolvimento do plasmédio foi realizado através da preparacdo
estendidas em laminas (esfregaco) para analise em microscépio oOptico. Os esfregacos foram
corados com Giemsa, e observado em aumento de 1000X.

3.4.2 Manutencéo do Plasmodium berghei

As cepas da linhagem NK-65 de Plasmodium berguei foram mantidas rotineiramente
através da passagem do sangue infectado com parasito, retirado de camundongo
anteriormente infectado e inoculado em camundongos sadios, por via intraperitonial, usando

3,8% de citrato de s6dio como anticoagulante.

3.5 TESTES ANTIMALARICOS in vitro — Plasmodium falciparum

Para o teste, a cultura foi sincronizada com sorbitol para predominancia de trofozoitos
a 1-2 % de parasitemia e 3 % de hematdcrito. As amostras dos extratos e das fracGes da planta
foram diluidas em &gua destilada na concentracdo estoque de 10 mg.mL™, e posteriormente
diluidas em meio completo para obtencédo de cinco dilui¢Bes (1:2) seriadas (100, 50, 25, 12,5,
6,1 pg.mL™).

Placas de 96 pogos foram incubadas com 180 pL de hemécias infectadas com a cepa
3D7 e 20 uL dos compostos nas referidas concentracfes por 48 h a 37 °C. Cada concentracdo
foi testada em duplicata. A cloroquina foi utilizada como controle positivo, na concentracdo
inicial de 2,5 pg.mL™ em sete diluicdes (1:3) seriadas. Como controle negativo foi utilizado
apenas o meio de cultura e hemaécias. Apos 48 h, esfregacos sanguineos foram realizados e
corados com Giemsa e observados microscopicamente (magnificacdo de 1000x) para
observagdo da parasitemia de cada pogo.

O efeito antiparasitario foi medido por percentagens de inibicdo de crescimento do
parasito em relacdo ao grupo controle - parasitos cultivados em meio livre de droga
(CARVALHO e KRETTLI, 1991). Posteriormente, os resultados das médias possibilitaram a
elaboracdo de graficos dispostos em regressdo linear para a obtencdo do Clsy (Concentracdo
Inibitério de 50%), sendo o Anova de um fator - Student-Newman-Keuls, o teste utilizado

para comparar as diferencas entre as concentracfes do mesmo composto. O controle sintético
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utilizado foi a cloroquina, ao qual o P. falciparum ja desenvolveu resisténcia (ZALIS et al.,
1993).

3.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE in vitro

Para o ensaio de citotoxicidade in vitro foram utilizadas células Raw (macrofagos de
camundongos), mantidas em cultura continuas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), suplementados com 10% de soro fetal bovino, em atmosfera de
microaerofilia (5% CO,, 2% O, e balanco de N3) a 37° C. A citotoxicidade dos extratos e
fracOes da B. excelsa foi determinada usando o ensaio colorimétrico metiltiazoltetrazélio
(MTT) (MOSMANN, 1983).

Para o ensaio com os macréfagos, as células foram tripsinadas, lavadas, suspendidas
em meio RPMI sem SBF, sendo realizada a contagem de macro6fagos em camaras de
Neubauer. Ap6s a suspensdo, as células foram distribuidas em 96 pogos por placa (1x10°
células/pocgo), sendo incubadas em estufa de CO, por 24 h a 37° C. Decorrido esse tempo, 0s
extratos e fracdes foram diluidas em H,O destilada e testadas em sete concentracdes entre 100
— 1,5ug.mL™, em triplicata. Paralelamente foi realizado um grupo controle constituido de
meio RPMI 1640 sem soro fetal bovino.

Apo6s periodo de 24h de incubacdo dos extratos a 37° C, 100 pL de MTT (5 mg.mL™
em meio RPMI 1640, sem soro fetal bovino e sem vermelho fenol) foram adicionados a cada
poco. Apds 3 h de incubacdo em estufa de CO, a 37° C, o sobrenadante foi removido e
adicionou-se 100 uL. DMSO em cada poco. A absorbancia de cada poco foi obtida através de
leitura em espectrofotdmetro com filtro de 570nm. Valores da concentragéo citotoxica (CCs)
foram obtidos através de curvas de concentracdo droga-resposta. Os resultados foram
expressos em médiatdesvio padréo.

Para comparar as diferentes concentracdes do mesmo composto em relacdo ao
controle sem tratamento, foi usado Anova de um fator utilizando o teste Student-Newman-

Keuls.

3.7 ANIMAIS E COMITE

Fémeas adultas de camundongos Black foram utilizadas para o ensaio in vivo. Os

animais foram obtidos do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Norte e
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receberam agua e alimento ad libitum. Seu uso foi aprovado pelo comité de ética para uso de
animais (CEUA — UFRN n° 043/2010).

3.8 ENSAIO ANTIMALARICO in vivo — Plasmodium berghei

Os teste antimalaricos in vivo foram realizados de acordo com Peters (1965)
modificado por Carvalho et al (1991). Inicialmente, camundongos Black adultos foram
divididos randomicamente em grupos de quatro animais por gaiola. No dia zero, cada
camundongo foi infectado por via intraperitonial, com um inoculo de 1x10° eritrdcitos
infectados. Os compostos foram testados por via oral (gavage) durante quatro dias
consecutivos, apés a infeccdo do camundongo. A fracdo EtOAc foi diluidas em agua
destilada, onde administrou-se oralmente 200 pL/dia por animal, nas seguintes doses 500 e
250 mg/kg/animal. A cloroquina foi solubilizada em &gua destilada e usada como droga
controle de referéncia, na dose de 5 mg/kg/animal, administrada oralmente (200 pL/dia). Para
0 grupo controle negativo foi administrado dgua destilada (200 pL/dia). No 5° e 7° dia ap0s a
infeccdo, esfregacos sanguineos foram realizados, corados usando Giemsa e observados em
microscopio Optico para determinacdo da parasitemia. Os resultados foram expressos pelo
percentual de reducdo de parasitemia em relacdo aos animais ndo tratados pela seguinte

férmula;

% inibicdo = % parasitemia do controle - %parasitemia do grupo teste x 100
% parasitemia do controle

A mortalidade foi monitorada nos grupos durante um periodo de quatro semanas
seguintes a inoculacdo, onde o composto foi considerado ativo quando essa reducao for maior
ou igual a 30% (CARVALHO et al, 1991).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BIOPROSPECCAO DOS COMPOSTOS DA B. excelsa

A investigacdo e avaliagdo das propriedades quimicas possibilita o conhecimento
prévio e indicam a natureza dessas substancias.

A abordagem etnofarmacoldgica de uma planta proporcionam informacées essenciais
para a descoberta de novos agentes terapéuticos com maior seletividade e alta atividade,
sendo o ponto de partida para a validacdo de muitas plantas medicinais (MOTA, 2012).

Os testes com o0s extratos etandlicos da casca e do ouri¢o e suas respectivas fracdes,

indicam a presenca de algumas classes de substancias, expressos na tabela 4.

Tabela 4: Principais metabdlitos secundarios encontrados nos extratos e fragdes B. excelsa.

Casca Ourico
EEC CHCI; EtOAc ACT |EEO CHCI; EtOAc ACT
Esteroides - - - - - - - -
Triterpenos + - + - - - - +
Flavonoides + - + + + - + .
Quinona - - - + - - - -
Fenois + - + + - - - -
Tanino + - + + + - - -

Legenda: EEC (Extrato etandlico da casa); EEO (Extrato etandlico do ouri¢o); CHCI; (Cloroférmio); EtOAc
(Acetato de etila), ACT (Acetona).

* (+) Resultado para teste positivo, (-) Resultado para teste negativo.

Em um aspecto geral, verifica-se a presenca expressiva de flavonoides, principalmente
nos compostos da casca. Esse grupo de metabdlitos representa um dos grupos mais
importantes e diversificados, sendo amplamente distribuidas no reino vegetal. Suas
propriedades farmacoldgicas e biologicas demonstram que eles possuem atividades
antitumorais (ZUAZANI e MONTANHA, 2003), anti-inflamatéria (FORMICA e
REGELSON, 1995), antimicrobiana (CHAN et al, 1998) e antimutagénica (CALOMME et al,
1996); demonstrando o potencial biologico para esse grupo de metabdlitos.

Em trabalhos fitoquimicos realizados com a casca da B. excelsa foram descritos a

presenca das seguintes classes de substancias: &cidos organicos, acUcares redutores,
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heterosideos, depsideos, fendis e taninos (CAMPOS et al, 2011; COSTA et al, 2012),
fundamentando com os resultados do presente trabalho. Campos et al (2005), conseguiram
isolar e identificar o &cido betulinico da fragdo hexanica derivada do extrato bruto da casca. A
literatura também relata, o isolamento de saponinas e componentes fendlicos (MASSIOT et
al, 1992), bem como alcaloides (PAL et al, 1994) em outras espécies da familia Lecythidaceae

Relata-se também, a presenca e isolamento de triterpenos em espécies da mesma
familia (CARVALHO et al, 1998).

As bioprospeccdo de classes de substancias sao importantes para se obter informacdes
relevantes a cerca da presenca de metabolitos secundarios da planta, para que assim, chegue-
se a um isolamento de principios ativos importantes na produgdo de um possivel fitoterapico
(SILVA et al, 2010).

4.2 ATIVIDADE ANTIMALARICA in vitro

A principio foi realizado um screning com todas as fracbes para atividade
antimalérica, com a finalidade de definir os compostos que apresentassem melhores
resultados para dar continuidade aos testes de maior especificidade.

Os resultados dos experimentos demonstraram, em relagdo aos compostos da casca,
gue o extrato etandlico, a fracdo EtOAc e acetona foram 0s que mostram-se mais ativos contra
cepa do P. falciparum - 3D7. Na andlise do extrato da casca, observa-se uma bioatividade de
mais de 83% na concentracdo de 100 pg.mL™, apresentando Clsq de 6ug.mL™ (Figura 13).
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* Legenda: EEC (extrato etandlico da casca); EP (fracdo éter de petréleo); CHCI; (Cloroférmio); EtOAc
(Acetato de Etila); ACT (Acetona)

Figura 13 Atividade in vitro dos compostos da casca frente a cepa 3D7 - P. falciparum.
Diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle sdo indicadas pelo simbolo (**).

Na fracdo EtOAc da casca, observou-se uma queda significativa em praticamente
todas as concentracdes, chegando a inibir 81% na concentracéo de 50 pg.mL™, e nas demais
concentracdes a media de reducdo foi em torno de mais de 73% (Figura 13). O Clsq calculado
para este composto foi de 0,1 pg.mL™. Na fracdo acetona, houve reducio significativa da
parasitemia, chegando a uma bioatividade de mais de 79% na maior concentracdo; esta fracdo
apresentou um Clspde 15 pg.mL™.

As fracdes éter de petrdleo e CHCI; da casca ndo apresentaram uma reducdo
significativa da parasitemia, nem mesmo na maior concentragdo (100 pg.mL™).

Como critério de avaliacdo e comparacdo para a atividade in vitro, estabeleceu-se que
quando o percentual de inibicdo da parasitemia for entre 80 e 100% - drogas sdo consideradas
ativas; entre 50 e 79% - parcialmente ativas e se o percentual de inibig&o for menor que 50% -
drogas consideradas inativas (ANDRADE-Neto et al, 2003; ANDRADE- Neto et al, 2004;
ANDRADE- Neto et al, 2007).

Em um aspecto geral dos compostos da casca, 0 extrato etandlico e as fracbes EtOAC e
acetona foram consideradas ativos, pois ha maior concentragdo (100 pg.mL™), inibiram mais

que 80% do crescimento do parasita. J& as fracOes éter de petrdleo e CHCI; foram
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consideradas inativas, pois o percentual de inibicdo da parasitemia foi menor que 50%. As
diferengas em relacdo ao controle foram significativas para o extrato etandlico, fragdes EtOAc
e Acetona da casca

Em relacdo ao ourigo, o resultado mais expressivo foi observado na fracdo acetona,
com um Cls de 10 pg.mL™, cujo percentual de inibicdo na parasitemia foi maior que 83% na
concentracdo de 100 pg.mL™ (Figura 14). O extrato etanélico, apesar de inibir a parasitemia
em mais de 65% na concentracdo de 100 pg.mL™ e apresentar um Clso de 77 pg.mL™ foi
considerado parcialmente ativo, bem como a fracdo EtOAc que apresentou um Clsy de 63
ng.mL™ A fracdo CHCI;3 do ourico ndo mostrou-se ativa na reducéo da parasitemia; O Clso
calculado para este composto foi de 554 ug.mL™ (Figura 14).

Cepa 3D7
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= 25 = CHCI,
E 2 0- -~ EtOAc
s —- ACT
= 1.54
2
£ 101
= 05

u.u 1 ] I 1 1 | 1

Controle 6,25 125 25 50 100

Concentracao em pg.mL'l

Legenda: EEO (extrato etandlico do ouri¢o); CHCI; (Cloroférmio); EtOAc (Acetato de Etila); ACT (Acetona).

Figura 14 Atividade in vitro dos compostos do ouri¢o frente a cepa 3D7 - P. falciparum.

Diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (**).

A partir dos resultados observados nesse ensaio foram selecionados os extratos/fragdes
considerados com maior atividade contra P. falciparum: da casca (extrato etanolico, fracGes
EtOAC e acetona) e do ourigo (extrato etanolico, fragdes EtOAcC e fracdo acetona) para testes
mais especificos de citotoxicidade, com células Raw (macrofagos de camundongo) e in vivo

com P. berguei.
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Tendo em vista que a cloroquina é um antimalérico derivado de uma substancia
isolada de planta medicinal e apesar de possuir alta eficacia, baixa toxidade e custo, possui
uma resisténcia que se sobrepdem a sua distribuicdo. Esse progressivo aumento da
plasticidade genémica do parasito, somado a restricdo do arsenal terapéutico no combate a
essa enfermidade, torna-se necessario e urgente a procura por novos antimalaricos com alta
eficacia e baixo custo, uma vez que a maléria esté ligada a uma populagdo de baixo, e muitas
vezes, nenhum poder aquisitivo (ENSERINK, 2010; MOTA et al, 2012).

Neste contexto, a procura por substancias ativa derivadas de plantas medicinais torna-
se bastante promissora. Atualmente, cerca de 25% das drogas prescritas sdo derivadas ou
foram inspiradas em substéncias isoladas de plantas; e cerca de 11% dos 525 farmacos
considerados essenciais pela OMS, foram originados exclusivamente destas plantas (SIANI e
MICHILES, 2005).

Na busca por novos possiveis antimalaricos derivados de plantas medicinais, Sousa
(2010) demonstra a atividade da B. excelsa em avaliagbes in vitro contra cepas W2
(cloroquina-resistente) e 3D7 (cloroquina-sensivel) do P. falciparum onde obtiveram
resultados significativos. O estudo demonstrou que frente a linhagem W2 o extrato etanolico
das casca e a fracdo EtOAc da casca, na concentracdo de 100 ug.mL™, houve uma inibicao de
mais de 95% da parasitemia. Na fracdo EtOAc da casca, a reducdo da parasitemia foi
considerada ativa em todas as concentracdes testadas. Esses resultados corroboram com 0s
resultados obtidos no presente trabalho.

Outras atividades utilizando a B. excelsa foram determinadas em trabalhos relatados
na literatura. Ensaios bioldgicos, realizados com o extrato e fracBes da casca da B. excelsa,
mostraram também atividade significativa contra formas do Trypanossoma cruzi,
evidenciando atividades bioldgicas promissoras para a B. excelsa. Nas fracGes acetonica e
metanolica, constatou-se uma significativa atividade tripanossomicida, na concentracdo de
500 pg.mL™, ocorrendo reducéo em 100% e 90,3%, respectivamente (CAMPOS et al, 2005).

Em ensaios antimicrobianos, o extrato hidroalcodlico da casca da B. excelsa mostrou
atividade contra bactérias Gram-positivas (CAMPOS et al, 2011) e Gram-negativas
(COSTA et al, 2012).

As atividades tripanossomicidas (CAMPOS et al, 2005), antimicrobianas (CAMPOS,
et al, 2011; COSTA et al, 2012), e antimalarica (SOUSA, 2010), evidenciam o potencial
biolégico da B. excelsa contra diversos micro-organismos. Esse potencial pode estar ligado

aos compostos existentes nessa planta, principalmente o grupo de flavonoides, que possui
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diversificadas a¢fes farmacologicas e bioldgicas, sendo necessérios testes mais especificos

para comprovar essa ligagéo.

4.3 ATIVIDADE CITOTOXICA
4.3.1 Compostos da Casca

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com os extratos e fracbes que
apresentaram os melhores resultados nos ensaios in vitro. Para 0s ensaios de citotoxicidade
foi utilizado o método MTT em células Raw (macréfagos de camundongo), de acordo com o
descrito por Mosmann (1983).

Nos ensaios de citotoxicidade in vitro com o extrato e fraches da casca, 0 extrato
etanolico (Figura 15) e a fracdo EtOAc (Figura 16) ndo apresentaram toxicidade. Dessa
forma, ndo foi possivel calcular a concentracdo citotoxica (CCsy) para as concentracdes
testadas.

O extrato etandlico demonstrou viabilidade de 91% na concentracdo de 1,5 pg.mL™ e
viabilidade de 77% na concentracdo menos diluida (100 pg.mL™). Na fracdo EtOAc
verificou-se que, principalmente, nas maiores concentra¢fes, houve crescimento celular
maior que o do controle. Na concentracdo de 100 ug.mL™ observou-se uma viabilidade de
97%, chegando a 100% em 1,5 ug.mL™. Em nenhuma das concentracBes testadas houve

diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle.
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Figura 15: Resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro do Extrato etandlico da casca em
macrofagos de camundongos pela metodologia MTT. O grafico mostra a viabilidade celular
em diferentes concentracdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual da
concentracdo citotdxica. Diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo ao

controle sdo indicados pelo simbolo (*).
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Figura 16: Resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro da fragdo EtOAc da casca em
macrofagos de camundongos pela metodologia MTT. O grafico mostra a viabilidade celular
em diferentes concentragdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual da
concentracdo citotoxica. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo ao

controle sdo indicados pelo simbolo (*).
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A fracdo acetona demonstrou citotoxicidade moderada, principalmente na maior
concentragdo (100 pg.mL™), com uma viabilidade de 73% em relacéo ao controle. Apesar de
apresentar uma CCs de 530 pg.mL™ (Figura 17), nas menores concentracdes (6,2; 3,1 e 1,5
ng.mL™) observou-se uma viabilidade significativa de 93, 95 e 98%, respectivamente. Com
excecdo das concentragoes de 3,1 e 1,5 ugmLl, houve diferencas estatisticamente

significativas em relagéo ao controle.
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Figura 17: Resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro da Fragdo Acetona da casca em
macréfagos de camundongos pela metodologia MTT. O grafico mostra a viabilidade celular
em diferentes concentracdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de
concentracdo citotoxica. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo ao

controle sdo indica pelo simbolo (*).

4.3.2 Compostos do Ourigo

Nos ensaios de citotoxicidade in vitro com o extrato etandlico do ourico (Figura 18),
todas as concentragOes apresentaram diferencgas estatisticamente significativas em relagéo ao
controle. A viabilidade foi de 87 a 91% nas concentracdes entre 50 a 1,5 pg.mL™,
respectivamente.

A fragdo EtOAc, nas concentracdes de 12,5; 6,2; 3,1 e 1,5 pg.mL™, demonstrou

viabilidade de 90, 91, 92 e 89%, respectivamente. As trés maiores concentragdes (Figura 19)
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tiveram diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle (p>0,05). A
concentracao citotoxica (CCso) observado neste composto foi de 880 pug.mL™.

A fracdo acetona (Figura 20) mostrou-se menos citotoxico nas concentracfes mais
diluidas, 12,5; 6,2; 3,1; 1,5 ug.mL™, apresentando uma viabilidade de 85, 89, 88 e 84%,

respectivamente.

Extrato Etandlico (ourigo)

% Viabilidade Celular

Concentragao ( ;,tg.mL'1 )

Figura 18: Resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro do Extrato etandlico do ourigo
em macrdfagos de camundongos pela metodologia MTT. O gréafico mostra a viabilidade
celular em diferentes concentracBes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do
percentual de concentracdo citotoxica. Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em

relagdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (*).



58

Fracdo EtOAc (ourico)
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Figura 19: Resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro da Fracdo EtOAc do ouri¢co em
macrofagos de camundongos pela metodologia MTT. O grafico mostra a viabilidade celular
em diferentes concentracdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de
concentracdo citotdxica. Diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo ao
controle sdo indicados pelo simbolo (*).
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Figura 20 Resultados dos ensaios de citotoxicidade in vitro da Fragdo Acetona do ouri¢co em

macrofagos de camundongos pela metodologia MTT. O grafico mostra a viabilidade celular
em diferentes concentragdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de
concentracéo citotoxica. Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle séo

indicadas pelo simbolo (***).
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O teste de citotoxicidade pelo método MTT, consiste em medir indiretamente a
viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células vivas, inclusive de
macrofagos colocados com extratos, fracdes e substancias puras obtidas de espécies vegetais;
e vem sendo utilizados em diversos experimentos, devido sua especificidade e ndo toxidez;
(AUTORE et al, 2001; LIMA et al, 2006)

Foi observado nos compostos da casca, nas menores concentragfes, um crescimento
igual as células que ndo receberam tratamento (controle). Nas maiores concentracdes houve
um crescimento celular acima do crescimento do grupo controle, principalmente na fracdo
EtOAc. Esse resultado intrinseco necessita de teste mais especificos, para a comprovacdo, de
uma possivel estimulacdo no crescimento celular por parte da planta.

A integridade do sistema imunoldgico € essencial na defesa frente a micro-organismos
infecciosos e seus produtos tdxicos. Dessa forma, um composto capaz de estimular o
crescimento de células, principalmente do sistema imune, como os macréfagos, pode ser uma
alternativa no tratamento de muitas doencas (CORREA et al, 2006).

Em respostas pré-inflamatorias, os macréfagos sofrem processo de ativacéo,
caracterizados por rapido aumento no metabolismo, motilidade e atividade fagocitica.
Secretam mais de 100 produtos, dentre eles espécies reativas de oxigénio (EROSs), que estdo
relacionadas com diversas respostas fisioldgicas, desde a proliferacdo celular até o apoptose.
Em respostas ativas ha um aumento de 2-20 vezes o consumo de O, e 0 aumento do
metabolismo da glicose dependendo da célula e da natureza do estimulo (PARSLOW et al,
2000).

Um dos produtos da EROs é o perdxido de hidrogénio, que atua como molécula
sinalizadora e é um agente citotoxico no sistema de defesa, podendo também causar doencas.
O Oxido nitrico, outra EROs, quando estimulados, regula o sistema imune e participando
como um dos primeiros combatentes na defesa do organismo, com poder microbicida
(FLORA Filho e ZILBERSTEIN, 2000; FORMAN e TORRES, 2001).

A literatura relata a capacidade que algumas plantas possuem em estimular células do
sistema imunolégico, como Tinospora cordifolia (MATHEW e KUTTAN, 1997), Withania
somnifera (DAVIS e KUTTAN, 2000). No estudo realizado com o fitoterapico conhecido
como “Mais Vida”, que é uma mistura de sete plantas, verificou-se a producdo de anions
superdxidos, que estdo associados aos mecanismos de defesa do organismo (CORREA et al.,
2006; FRANCA et al, 2010).
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Um fator a ser acrescentado € a quantidade de selénio presente na castanha-do-para,
principalmente na forma se selenimetionina. Esse mineral tem sido alvo de estudos, pois
protege contra acdo nociva de metais pesados (atividade antioxidante) e aumento da
resisténcia do sistema imunologico (KANNAMKUMARATH et al, 2002; GIORDANO,
2009).

No presente trabalho, o indice de seletividade (IS), foi obtido a partir de testes in vitro
de modo a comparar a dose que mata 50% das células (macréfagos) com a toxicidade dos
compostos frente a cepa 3D7, P. falciparum, correlacionando a toxicidade dos compostos e a
concentracdo inibitoria contra P. falciparum.

Considera-se uma droga segura e promissora, quando o indice de seletividade (IS) é
igual ou maior que 10, podendo ser considerada toxica quando esse indice € menor que 10
(CARDONA et al, 2006).

Como ja evidenciado, os compostos que demonstraram CCs, foi a fracdo acetona da
casca (530 pg.mL™?) e a fragdo EtOAc do ourico (880 ug.mL™), portanto, os compostos que
tiveram seus IS calculados. Estes dois compostos foram considerados 33 e 13,97 vezes,
menos citotoxicos para macrdfagos que para o P. falciparum, respectivamente.

Diante dos resultados apresentados, hd a necessidade de testes mais especificos para
validar com seguranca gque esses compostos ndo sao realmente toxicos, uma vez que esse teste
ndo é o Unico padrdo decisério na comprovacao de eficacia de um composto.

De acordo com o Protocolo do National Cancer Institute (NCI) extratos brutos de
origem vegetal s6 podem ser considerados significativos, ou seja, s6 podem ser considerados
toxicos se os valores de Clsp < 30 pg.mL™. Assim como devem ser considerados
significativos valores de Clso< de 4 pg.mL™ para substancia puras (SUFFNESS e PEZZUTO,
1990). Comparando-se os resultados aceitos como significativos e os resultados encontrados
no teste de viabilidade celular, nenhum dos compostos aproximou-se desses valores,
demonstrando que os compostos ndo se mostraram toxicos frente aos macréfagos de acordo
com esse protocolo.

Como ja descrito, os macréfagos quando estimulados geram as EROs, como o 6xido
nitrico, que em altas concentragdes € toxico aos agentes invasores, existindo um ténue limite
de concentragdo tissular entre a ndo toxicidade as células hospedeiras e a toxicidade
necessaria para a acdo microbicida, podendo ser essa ativacdo a toxidez evidenciada que 0
indice de seletividade apresentou (FLORA Filho e ZILBERSTEIN, 2000).

Compostos bioativos podem ser toxicos em altas concentragcbes. O quinino,

antimalarico comprovado cientificamente e muito utilizado usualmente, apresenta toxicidade.
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Sua utilizacdo continua e prolongada é desafiada pela baixa tolerabilidade e baixa adesdo com
regimes posologicos. Devido seus efeitos colaterais, é considerada uma droga de janela
terapéutica estreita, porém € utilizada ha mais de 400 anos (ACHAN et al, 2011; CRAMER et
al, 2011).

A cloroquina, apesar de ser um dos antimaldricos menos toxicos, também pode
apresentar toxidade. Sendo um composto altamente lipofilico, acumula-se nos tecidos e sua
meia-vida de 3-6 dias nos humanos pode elevar sua distribuicdo e elevar seu volume de
distribuicdo. Assim, pode causar efeitos adversos (toxicidade ocular) devido a alta

concentragdo de farmacos nos tecidos (O’NEIL et al, 1998).

4.4 ATIVIDADE in vivo

O extrato etandlico e as fracGes da casca foram selecionados para realizacdo do teste in
vivo. Estes testes foram realizados com P. berguei, devido seu desenvolvimento clinico,
patoldgicos e imunoldgicos serem equivalentes ao manifestado nos humanos (LAMB et al,
2006).

Com excecdo da fracdo acetona que foi testada na dosagem de 250 mg/kg/dia, o
extrato etanolico e a fragdo EtOAc foram testados em duas dosagens, 250 e 500 mg/kg/dia. As
leituras das Iaminas foram realizadas no 5° e 7° dias.

Na dosagem de 250 mg/kg/dia, extrato etanolico e fracbes apresentaram uma baixa
atividade no 5° dia, apresentando uma média de reducéo de 1,65% (Figura 21). No entanto, no
7° dia o extrato etandlico e a fracdo acetona, apresentaram uma média de reducédo
significativa, 33 e 32,5%, respectivamente (Tabela 5). Segundo Carvalho, et al (1991) um
composto é considerado ativo quando a reducdo de parasitemia € maior ou igual a 30%, sendo

os resultados apresentados como ativos.
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Figura 21 Gréfico de reducdo de parasitemia dos compostos, EtOAc, extrato etandlico da
casca e acetona na dose de 250 mg/kg/dia administrada via oral (gavage) apos calculo de erro

padrdo dos 2 experimentos.

Na dosagem com 500 mg/kg/dia, o extrato etandlico e a fracdo EtOAc demonstraram
uma boa atividade, com redugdo no 5° dia de 16,3 e 29,7 (1° experimento) e 20 e 24,3% (2°
experimento). No 7° dia houve uma significativa redugdo da parasitemia, chegando a inibir
99,5 e 100% (1° experimento) e 99,27 e 76% (2° experimento), com média de reducdo de 99,3
e 88%, respectivamente (Tabela 5; Figura 22).
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Figura 22 Reducdo da parasitemia da fragdo EtOAc e do extrato etan6lico da casca na dose

de 500 mg/kg/dia administrada via oral (gavage) ap6s célculo de erro padrdo dos 2

experimentos.

Tabela 5 Supressdo da parasitemia em animais infectados com P. berghei e redugéo geral

com erro padréo calculado ap0s a realizacdo dos testes (n=2). Tratamento oral (250 e 500

mg/kg/dia) com extrato etandlico e fracdes EtOAC e Acetona da casca.

Composto Dose Experimento 1 Experimento 2 Reducéo
mg/kg/dia % Geral apo6s
Calculo do

52 dia 72 dia 52 dia

EEC 250 2 41,7 1,3

EtOAC 250 1,4 1 2,4
Acetona 250 1 50,5 2
EEC 500 16,3 99,5 20

EtOAC 500 29,7 100 24,3

Erro padrao*
%
72dia 5%dia 72dia

25 1,65 33
1 1,7 1
15 15 32,5

99,27 17,5 99,3

76 24,5 88

Legenda: EEC (extrato etandlico da casca), EtoAc (Acetato de etila).
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Tabela 6: Média de sobrevida + desvio padréo apos a realizagdo dos experimentos.

Composto Dose Experimento 1 Experimento 2
mg/kg/dia
Extrato Etanolico 250 28+2 29+1
500 30+0 26+4
EtOAc 250 27+3 27+3
500 30+0 26+4
Acetona 250 28+2 26+4
Cloroquina 5 26+4 26+4
Controle * 27+3 2812

*200 pl Tween 20-2%

No geral, observou-se que nos dois experimentos os animais que foram tratados com
os extratos e fracGes da casca da B. excelsa, tém uma média de sobrevida maior do que o
grupo controle e maior que o grupo da cloroquina (tabela 6).

Em trabalho realizado por Gama (2013), foi observado que o pré-tratamento com o
fruto da B. excelsa com camundongos infectados com P. berguei, tiveram efeitos
significativos em relacdo a alguns parametros, como aumento de média de sobrevida,
diminuicdo da parasitemia e leucdcitos totais. A reducdo da parasitemia com esse pré-
tratamento foi de cerca de 37,5% em relacdo ao grupo controle.

Tendo em vista 0s transtornos e prejuizos, sociais e econdmicos causados pela malaria,
faz-se importante a busca e investigacdo no conhecimento tradicional do uso de plantas
antimalaricas para sua comprovacdo como modelos bioativos, objetivando isolar, purificar,
estabilizar extratos e no desenvolvimento de fitoterapicos (BRANDAO et al, 1985).

Diversas plantas de origem vegetal e do conhecimento tradicional tém sido
comprovadas cientificamente, como a Bidens pilosa, que é uma planta bastante utilizada no
Brasil para tratar febre e malaria (BRANDAO et al, 1997; ANDRADE et al, 2004).

Em investigacdo de trés plantas do cerrado utilizadas como antimalaricos -
Vanillosmopsis arbdrea (Asteracea), Lippia sidoides (Verbanaceae) e Croton zehntneri
(Euphorbiaceae), Mota, et al (2012) observou atividade antimalarica em camundongos
infectados com a forma P. berguei. Assim como Carvalho e Krettli (1991) que testaram

diferentes tipos de plantas, e comprovaram a bioatividade de algumas, como as Esenbeckia
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febrtfiiga. (Rutaceae), Lisianthus speciosus (Gentianaceae), Acanthospermum australe
(Compositae) e Tachia guyanensis (Gentianaceae).

No presente trabalho a B. excelsa, mostrou-se ativa contra as formas P. falciparum e
P. berguei, ndo sendo considerada toxica, mostrando-se como uma promissora fonte de

estudos, apresentando ainda um grande potencial bioativo.



66

CONCLUSAO

1. Os compostos da casca demonstraram bioatividade significativa contra formas de P.
falciparum - cepa 3D7 (in vitro) e P. berguei (in vivo);

2. Os compostos ndo apresentaram toxicidade significativa, revelando um efeito de
crescimento celular significativo nos macréfagos.

3. Os resultados in vivo demonstraram uma atividade significativa para os extrato etandlico e
EtOAc na dose de 500mg/kg.

4. A Bertholletia excelsa demonstrou bons resultados que merecem sua continuagdo no seu

isolamento, purificacdo e na confirmacédo de ser um promissor antimalarico.
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PESPECTIVAS FUTURAS

e Isolar e identificar as principais substancias para identificar possiveis compostos do
metabolismo secundarios com atividade;

¢ Realizar outros ensaios especificos de citotoxicidade in vivo e in vitro, com outras
células, para validar os resultados de toxidade;

e Verificar a viabilidade dos macréfagos e quantificar a producdo de espécies reativas
do oxigénio para identificar seu efeito no o sistema imunologico.

e Realizar o teste in vivo com 0s compostos isolados contra o para validar os resultados
do teste in vitro e in vivo.

e Contribuir na elucidacdo de uma molécula eficaz e de baixo custo para melhorar a vida

daqueles que sofrem com a maléria.
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APENDICE

Apéndice 1 - Atividade in vitro da cloroquina frente a cepa 3D7 - P. falciparum.
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Apéndice 2 Resultado dos ensaios in vitro do Extrato etandlico da casca da B. excelsa frente a
cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em
diferentes concentracdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de
inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relagdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (*).

Concentragao Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)
100 pg.mL™" 83+0,7 17**
50 pg.mL* 79+0,7 21
25 pg.mL* 74+1,4 26
12,5 pg.mL™* 55+0,7 45
6,25 pg.mL™ 47+0,7 57
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Apéndice 3 Resultado dos ensaios in vitro da fracdo Eter de Petrdleo da casca da B. excelsa
frente a cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em
diferentes concentracdes. Os valores apresentam meédia e £ desvio padrdo do percentual de
inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relacdo ao controle sdo indicados pelo simbolo (*).

Concentragéo Bioatividade * + DP Parasitemia*
(%)

100 pg.mL™ 45+0,7 55

50 pg.mL™ 43+1.4 57

25 pg.mL* 40+0,7 60

12,5 pg.mL™* 36x1,4 64

6,25 pg.mL™ 27+1,4 73

Apéndice 4 Resultado dos ensaios in vitro da fragdo CHCLS3 da casca da B. excelsa frente a
cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em
diferentes concentracfes. Os valores apresentam média e *+ desvio padrdo do percentual de
inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em
relagdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (*).

Concentracao Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL* 24+1,4 76

50 pg.mL* 31+1,4 69

25 pg.mL* 28+1,7 72

12,5 pg.mL™* 29421 71

6,25 pg.mL™ 30+2,1 70
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Apéndice 5 Resultado dos ensaios in vitro da fragdo EtOAc da casca da B. excelsa frente a

cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em

diferentes concentracfes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de

inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relacdo ao controle sdo indicados pelo simbolo (*).

Concentracao Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL* 76+2,1 24%*

50 pg.mL™ 81+1,4 19

25 pg.mL™ 72+1,4 28

12,5 pg.mL™* 71+1,4 29

6,25 pg.mL™ 70+0,7 30

Apéndice 6 - Resultado dos ensaios in vitro da fragdo Acetona da casca da B. excelsa frente a

cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em

diferentes concentracdes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de

inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relagdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (*).

Concentracéo Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL* 79+0,7 21**

50 pg.mL* 77+3,5 33

25 pg.mL* 77+1,4 33

12,5 pg.mL™* 49+1.4 51

6,25 pg.mL™ 13+0,7 87
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Apéndice 7 Resultado dos ensaios in vitro do Extrato etanolico do ourico da B. excelsa frente

a cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em

diferentes concentracGes. Os valores apresentam meédia e + desvio padrdo do percentual de

inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relacdo ao controle séo indicados pelo simbolo (*).

Concentracéo Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL™ 65+1,4 35

50 pg.mL™ 29+1,6 71

25 pg.mL™ 15+1,6 85

12,5 pg.mL* 11%1,2 81

6,25 pg.mL™* 6+2,8 94

Apéndice 8 Resultado dos ensaios in vitro da fragdo CHCL3 do ourico da B. excelsa frente a

cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em

diferentes concentracfes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de

inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relagdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (*).

Concentracédo Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL™ 33+1,4 67

50 pg.mL* 19+1,4 81

25 pg.mL* 19+0,7 33

12,5 pg.mL™* 9.5+0,7 51

6,25 pg.mL™ 15+1,4 87
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Apéndice 9 Resultado dos ensaios in vitro da fracdo EtOAc do ouri¢o da B. excelsa frente a
cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em
diferentes concentracfes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de
inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em

relacdo ao controle sdo indicados pelo simbolo (*).

Concentracao Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL™* 53+0,7 47%*

50 pg.mL™ 51+2,4 49

25 pg.mL™ 39+1,4 61

12,5 pg.mL™* 18+2,1 82

6,25 pg.mL™ 15%1,4 85

Apéndice 10 Resultado dos ensaios in vitro da fragdo Acetona do ourico da B. excelsa frente
a cepa 3D7 — Plasmodium falciparum. A tabela mostra a viabilidade dos compostos em
diferentes concentracfes. Os valores apresentam média e + desvio padrdo do percentual de
inibicdo de crescimento do parasito. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em
relagdo ao controle s&o indicados pelo simbolo (*).

Concentracédo Bioatividade * + DP Parasitemia
(%)

100 pg.mL™ 83+1,4 17

50 pg.mL* 78+2,1 22

25 pg.mL* 70+1,6 30

12,5 pg.mL™* 36+ 64

6,25 pg.mL™ 48+2,4 52
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Apéndice 11 Taxa de morte celular (macréfagos) apo6s incubacdo em diferentes
concentragfes do Extrato etandlico da casca. Diferengas estatisticamente significativas (p<

0,05) em relacdo ao controle séo indicados pelo simbolo (*).

Concentragdo N° de Células Morte Celular

x 10°+ D.P (%)

Controle 1000 0

D1 100 pg.mL™* 77 4,0 23*

D2 50 pg.mL™ 89+1,1 11*

D3 25 pg.mL™ 9340 7*

D4 12,5 pg.mL™* 94+0,5 6*

D5 6,2 pg.mL™ 93+0,5 7*

D6 3,1 pg.mL* 92+1,1 g*

D7 1,5 pg.mL* 91+1,5 9*

Apéndice 12 Taxa de morte celular (macréfagos) apo6s incubacdo em diferentes
concentracdes da Fracdo EtOAc da casca. Diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05)

em relacdo ao controle sdo indicados pelo simbolo (*).

Concentragéo N° de Células Morte Celular
x 10°+ D.P (%)
Controle 1000 0
D1 100 pg.mL™* 97+1,2 3
D2 50 pg.mL™ 97+1,7 3
D3 25 pg.mL™ 98+0,2 2
D4 12,5 pg.mL™* 97422 3
D5 6,2 pg.mL* 97421 3
D6 3,1 pg.mL™* 97+1,2 3
D7 1,5 pg.mL™* 100+0 0
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Apéndice 13 - Taxa de morte celular (macréfagos) ap6s incubacdo em diferentes
concentrag0es da Fragdo Acetona da casca. Diferencas estatisticamente significativas (p<

0,05) em relacdo ao controle séo indicados pelo simbolo (*).

Concentragdo N° de Células Morte Celular

x 10°+ D.P (%)

Controle 1000 0

D1 100 pg.mL™* 73+4,6 27*

D2 50 pg.mL™ 86+2, 14*

D3 25 pg.mL™ 88+3,7 12*

D4 12,5 pg.mL™* 89+4,5 11*

D5 6,2 pg.mL™ 93+1,4 7*

D6 3,1 pg.mL™ 95+3,6 5

D7 1,5 pg.mL™* 98+3,2 2

Apéndice 14 Taxa de morte celular (macréfagos) apo6s incubacdo em diferentes
concentragOes do Extrato etandlico do ourigo. Diferencas estatisticamente significativas (p<

0,05) em relacédo ao controle sdo indicados pelo simbolo (*).

Concentragdo NCde Celulas Morte Celular

x 10°+ SD (%)

Controle 1000 0

D1 100 pg.mL™* 10 1,5 90*

D2 50 pg.mL™ 87+2 13*

D3 25 pg.mL™ 88+2,6 12*

D4 12,5 pg.mL™* 88+2,6 6*

D5 6,2 pg.mL™* 87+7,8 13*

D6 3,1 pg.mL™" 85+4,9 15*

D7 1,5 pg.mL* 912 9*
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Apéndice 15 Taxa de morte celular (macréfagos) apo6s incubacdo em diferentes
concentracdes da Fracdo EtOAc do ourigco. Diferencas estatisticamente significativas (p<

0,05) em relacdo ao controle séo indicados pelo simbolo (*).

Concentracao Ne°de Celulas Morte Celular

x 10°+ SD (%)

Controle 1000 0

D1 100 pg.mL™* 57+4,8 43*

D2 50 pg.mL™ 63+6,2 37*

D3 25 pg.mL™ 63+6,2 37*

D4 12,5 pg.mL™* 90+2,9 10

D5 6,2 pg.mL* 913,80 9

D6 3,1 pg.mL* 92+12 8

D7 1,5 pg.mL™ 89+9,5 11

Apéndice 16 Taxa de morte celular (macréfagos) ap6s incubacdo em diferentes
concentracdes da Fracdo Acetona do ourigo. Diferengas extremamente significativas (p< 0,05)

em relacdo ao controle sdo indicados pelo simbolo (***).

Concentragdo NCde Celulas Morte Celular
x 10°+ SD (%)

Controle 1000 0

D1 100 pg.mL™* 35425 B5***
D2 50 pg.mL* 48+3,5 G2k
D3 25 pg.mL™ 45425 G5
D4 12,5 pg.mL™* 85+2 15%**
D5 6,2 pg.mL™" 89+1 1%
D6 3,1 pg.mL™* 88+2 12%%*
D7 1,5 pg.mL* 84+1,5 16%**




