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RESUMO

Apesar de evitavel e tratavel, a malaria continua a ter um impacto devastador na salde e na subsisténcia das pessoas
no mundo todo. De acordo com os ultimos dados disponiveis em 2017, foram estimados aproximadamente 219
milhdes de casos no mundo, as mortes foram de 435.000 principalmente em criangas menores de cinco anos e
gravidas. O estudo visa buscar novas formas de combater o curso da maldria através da utilizagdo da Unxia
camphorata, espécie que tem seu efeito antimalarico pouco explorado. Foi realizada a identificacdo da planta e
extracdo do Oleo essencial para caracterizagdo quimica e realizacdo dos ensaios de toxicidade e antimaléricos.
Utilizou-se camundongos da linhagem BALB/c, infectados com aproximadamente 10° eritrécitos parasitados pelo
Plasmodium berghei, e a anélise foi realizada no decorrer do tratamento durante 7 dias. Grupos experimentais:
Gl:controle; G2:maléria; G3: cloroquina 50mg/Kg e G4, G5 e G6 com o 6leo essencial de U. camphorata, nas
doses de 50, 100 e 250 mg/Kg, respectivamente. Os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos foram analisados ao
final do tratamento. A concentracdo de 250 mg/Kg demonstrou ser eficaz na redugdo da parasitemia. A avaliagdo
da funcéo renal e hepatica dos animais ndo demonstrou promover complicagdes graves neste estudo. O tempo de
sobrevida dos animais sofreu um aumento apresentado no estudo. O 6leo essencial de U. camphorata apresentou
resultados positivos sobre a reducdo da infeccdo de camundongos BALB/c pelo Plasmodium berghei.
Palavras-chave: Maléria, Plasmodium berghei, Unxia camphorata.

ABSTRACT

Despite being preventable and treatable, malaria continues to have a devastating impact on the health and
livelihood of people worldwide. According to the latest data available in 2017, approximately 219 million cases
were estimated worldwide, deaths were 435,000 mainly in children under the age of five and pregnant. The study
aims to seek new ways to combat the course of malaria through the use of Unxia camphorata, a species that has
little explored antimalarial effect. Plant identification and essential oil extraction were carried out for chemical
characterization and toxicity and antimalarial tests. BALB / ¢ mice, infected with approximately 106 erythrocytes
parasitized by Plasmodium berghei, were used, and the analysis was carried out during the treatment for 7 days.
Experimental groups: G1: control; G2: malaria; G3: chloroquine 50mg / Kg and G4, G5 and G6 with the essential
oil of U. camphorata, in doses of 50, 100 and 250 mg / Kg, respectively. Hematological and biochemical
parameters were analyzed at the end of the treatment. The concentration of 250 mg / kg has been shown to be
effective in reducing parasitemia. The evaluation of the renal and hepatic function of the animals was not shown
to promote serious complications in this study. The survival time of the animals increased in the study. The
essential oil of U. camphorata showed positive results in reducing the infection of BALB / ¢ mice by Plasmodium
berghei.
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1. INTRODUCAO

Apesar da existéncia de métodos preventivos e tratamento, a malaria continua a ter um
impacto devastador na saude e na subsisténcia de forma mundial. De acordo com os Ultimos
dados disponiveis em 2017, foram estimados aproximadamente 219 milhdes de casos no
mundo, as mortes foram de 435.000 principalmente em criangas menores de cinco anos e
gravidas. O Brasil notificou em 2016, 129.246 novos casos de malaria e 35 obitos. Na regido
amazonica houve aproximadamente 28.747 casos de malaria, 1.568 internacdes e 20 6bitos.
Destes, 113.307 foram maléria por Plasmodium vivax e 14.357 por Plasmodium falciparum
[1,2,3,4].

A maléria € causada por um parasita intracelular obrigatorio do género Plasmodium que
pode desencadear um quadro clinico de evolucgdo rapida, associada a uma série de lesdes nos
6rgdos do hospedeiro. Os principais agentes causadores da infeccdo no Brasil sdo as espécies
de P. falciparum e de P. vivax, ambas podem desencadear as formas mais severas da doenga, e
0 agente potencialmente mais agressivo é da espécie de P. falciparum [5,6].

Com a progressao das manifestacdes clinicas, o paciente pode desenvolver quadro de
infeccdo desde as formas mais leves até as mais graves da doenca. Estas manifestacGes sdo
relacionadas a fatores como: a espécie do parasita causadora da infec¢do; a quantidade de
parasitas circulantes; o tempo da doenca e o perfil da resposta imunolégica do hospedeiro. [6,7]

Dentre os principais sintomas da malaria, destaca-se a nausea, febre, dor de cabeca, e
em alguns casos, diarreia e vomito. E em seu estagio mais grave inclui manifestacoes clinicas
severas como a malaria cerebral, hiperparasitemia, anemia normocitica grave, hipoglicemia,
insuficiéncia renal, edema pulmonar, convulsbes generalizadas repetidas, envolvimento
hepético, acidose e a hemoglobindria. Embora a malaria seja uma patologia que possui
terapéutica efetiva contra o seu agente causador, a auséncia de diagnostico precoce
correlacionada com a falta de implementacdo de terapéutica adequada, podem ser fatores
imprescindiveis na evolugdo da forma mais grave da doenca. [8,9].

A principal via de transmissdo da malaria ocorre pela picada do mosquito fémea
Anopheles, e o combate ao vetor, vinculado as condicGes basicas de saude e saneamento,
formam um conjunto de fatores essenciais para o combate a doenca. Além disso, a resisténcia
aos antimalaricos, também se tornou um problema em todas as areas endémicas [3,10]. O
desenvolvimento de resisténcia aos antimalaricos ao longo dos anos, foi mediada

principalmente pela espécie de P. falciparum, dificultando a terapéutica com as classes de
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drogas disponiveis no mercado. Este fator traz a necessidade de se buscar novas alternativas
terapéuticas no combate a esta infecgdo, bem como buscar alternativas frequentes e continuas
para o controle da malaria ao redor do mundo [11,12,13,14].

A busca por novos alvos farmacologicos no combate a maléria proporcionou o interesse
em estudar a planta Unxia camphorata, nomeada popularmente pelas denominacdes de séo-
jodo-cad, é uma planta herbécea, aromética e invasora que vegeta espontaneamente nos campos
estéreis e arenosos do norte do Brasil e das Guianas, estendendo-se até o Panama.
Conhecimentos populares sobre a planta sdo caracterizados pelo uso de cha de suas partes
aéreas, funcionando como um poderoso colagogo, usado principalmente nos distlrbios
digestivos, da vesicula e do figado. [15]

O género Unxia (Asteraceae) possui amplo uso na medicina popular para o tratamento
de maléria, dores de estbmago e gripe. Estudos com a espécie de Unxia camphorata L.f.,
apresentou resultados positivos em ensaios antimaléricos in vitro, baseado em ensaios de
inibicdo da degradagdo de hemina pela glutationa através do isolamentos de compostos
presentes na planta, sendo necessario avaliar a real atividade e atestar os resultados in vivo [16].

Neste sentido, a pesquisa teve por objetivo avaliar a possivel atividade antimalarica do
6leo essencial da Unxia camphorata sobre as alteracdes fisiopatolégicas renais, hepaticas e
hematoldgicas na maléria induzida pelo Plasmodium berghei, bem como determinar a dose
toxica e a composi¢do quimica da planta, além de quantificar os niveis de parasitemia dos

animais nos diversos grupos experimentais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA E CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DA UNXIA
CAMPHORATA

Amostras da planta Unxia camphorata foram coletadas em agosto de 2018, periodo do
verdo amazonico em que a temperatura varia com minimas de 24°C e maximas de 35°C, na
comunidade do Laranjal, Latitude 2°32°38” S., Longitude 4°55°39°> W. Elev.: 44m, proximo
a vila de Alter do Chéo, localizada em Santarém, regido Oeste do Para, Brasil. Uma das
amostras do material botanico da U. camphorata foi depositada no herbario HSTM —
Universidade Federal do Oeste do Para (Ufopa), sob nimero de registro: 9321.

Foram utilizadas todas as partes do material vegetal para extracdo do 6leo essencial da U.
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camphorata, que apos ser coletado, foi lavado em &gua corrente, seco em estufa a 35 °C por 72
h, triturado em moinho de facas, resultando em aproximadamente 537,7 g de material e extraido
em aparelho de Clevenger, por hidrodestilacdo durante 4 h, obtendo-se assim 3,41 g, sendo o
6leo acondicionado em pequeno frasco de vidro &mbar e mantido sob refrigeracéo. O calculo
do rendimento foi realizado através da relacdo entre a massa do 6leo obtido e a massa de
material vegetal utilizado na extragéo [17].

O 6leo essencial foi analisado quimicamente no aparelno GCMS-QP 2010 Ultra, marca
Shimadzu equipado com coluna capilar de silica fundida Rxi-5ms de 30m x 0,25 mm (diametro)
x 0,25 pum (espessura do filme), revestida com 5% de difenildimetilpolisiloxano. As condi¢des
de andlise foram: temperatura do injetor de 250°C; programacdo de temperatura do forno de
60-240°C (3°C/min); hélio (99.995%) como gas de arraste; inje¢do no modo Split de 1 pL da
amostra; razdo Split 1:20; ionizacdo por impacto eletronico (EI) 70 eV; temperatura da fonte de
ionizacdo e da linha de transferéncia de 200 e 250 °C, respectivamente. Os espectros de massa
foram obtidos por varredura automatica, a 0,3 scans/s, com fragmentos de massas na faixa de
35-400 unidades de massa atdmica, complementados por compara¢do computadorizada da

biblioteca do aparelho, e literatura [18].

2.2 ENSAIOS ANTIMALARICOS

2.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, com oito semanas de vida, provenientes
do Biotério do Laboratério de Farmacologia do Instituto Esperanca de Ensino Superior (lespes)
desde o nascimento. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com maravalha
autoclavada e tampa de aco com trés animais em cada uma em condic¢Ges de temperatura de
aproximadamente 22+2°C sobre um ciclo claro-escuro de 12 horas, com racao balanceada para
roedores (Labina®) e agua ad libitum.

2.2.2 Ensaio da toxicidade aguda
O ensaio de toxicidade aguda foi realizado seguindo as diretrizes da Organizacéo para

Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) - 423/2001 [19]. Foram divididos 30
animais em duas etapas. Em cada etapa foram selecionados 3 camundongos por dose fixa. O
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nivel de dose para ser usada como a dose de partida foi selecionado a partir da dose inicial de
niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000 mg/Kg de peso corporal.

2.2.3 Testes antimalaricos

Para os testes foram divididos seis grupos contendo aleatoriamente 12 animais em cada:
Grupo Controle (G1): animais que ndo foram inoculados com o Plasmodium berghei e
submetidos ao estimulo de tratamento com solucéo veiculo (Solucgéo fisioldgica 0,9% + Tween
80); Grupo Maléria (G2): os animais que foram infectados pelo Plasmodium berghei e
submetidos ao estimulo de tratamento com solucdo veiculo (SF 0,9% + Tween 80); Grupo
Cloroquina (G3): os animais que foram infectados pelo Plasmodium berghei e submetidos ao
tratamento com (Cloroquina) na dosagem de 50mg/Kg; e Grupos Unxia camphorata (G4),
(G5) e (G6): os animais que foram infectados com Plasmodium berghei e submetidos ao
tratamento com dleo essencial diluido na concentragdo de 50, 100 e 250 mg/Kg,
respectivamente.

O inicio do tratamento comecou a ser realizado no quinto (5) dia, ap6s a inoculagéo de
108 eritrécitos parasitados com Plasmodium berghei nos animais, depois de ser confirmada a
densidade parasitaria. O tratamento foi realizado durante sete (7) dias consecutivos por via oral,
uma vez ao dia. Apos o ultimo dia de tratamento os animais foram mantidos em jejum para a

realizacdo dos exames.

2.2.4 Andlises da densidade parasitaria e supressao da parasitemia.

Os parasitas foram analisados a partir de amostras coletadas da cauda dos animais, 0
método de coloragdo utilizado foi o panético rapido da Laborclin, onde se baseia no principio
de coloracdo hematoldgica estabelecida por Romanowsky, atuando em 15 segundos. A
percentagem de parasitemia foi determinada em cada animal como a razéo entre a quantidade
de eritrocitos parasitados e a quantidade total de células (500 células por esfregacgo), avaliada

no avaliada no 4°,7°,9° e 11° dias ap06s a inoculagdo dos animais, conforme a férmula que segue:

% parasitemia = quantidade de eritrdcitos parasitados / 500

2.2.5 Andlise de sobrevida
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Em cada grupo experimental foram escolhidos aleatoriamente dois animais para analise
de sobrevivéncia apos a inoculacdo do plasmodio e tratamento com a U. camphorata. Os
animais foram mantidos a uma temperatura controlada de 22+2 °C, sobre um ciclo claro-escuro
de 12 horas, com ragdo balanceada (Labina® - racdo para animais de laboratério) e agua ad
libitum, até o obito de forma natural.

2.2.6 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Os exames bioquimicos foram realizados no Laboratério Santos de Analises Clinicas
localizado em Santarém Para, através do Analisador Bioguimico Automatico BS-200 Mindray,
utilizando kits da marca Vida Biotecnologia. Ao final do tratamento, foram realizados os
exames de Glicose, Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), Ureia
e Creatinina.

Os exames hematoldgicos foram realizados no Laboratério-Escola de Analises Clinicas
do Instituto Esperanca de Ensino Superior — LablESPES, sendo analisados no Analisador
Hematoldgico Plus 2900 Veterinario. Ao final do tratamento, foi realizada a contagem completa
das células sanguineas: glébulos vermelhos, hemoglobina, hematdcrito e contagem de

plaquetas; nimeros absolutos de leucdcitos, linfocitos, mondcitos e neutrofilos segmentados.
2.2.7 Aspectos éticos

Os experimentos foram conduzidos respeitando os usos e cuidados com 0s animais
conforme preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA do IESPES, sob o
parecer consubstanciado de protocolo numero 003/18 aprovado em setembro de 2018.
2.2.8 Analise estatistica.

Os dados foram analisados estatisticamente com o auxilio do software Graph Pad, San
Diego, CA Prism 5.0®. Os resultados foram analisados por ANOVA, seguido do teste de

Tukey, com o nivel de significancia estabelecido em (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial da Unxia camphorata

O rendimento do 6leo essencial obtido pela extracdo foi de 0,63% e através dos dados
espectrométricos foram detectados 150 compostos, sendo o percentual da composicao quimica
de 99,36% e, desta, aproximadamente 87% foram classificados como majoritarios com
concentracdo a partir de 0,50%, divididos entre monoterpenos e sesquiterpenos a partir do peso
molecular. Dentre os constituintes majoritarios, destaca-se o monoterpeno canfora com 7,85%,
e 0s sesquiterpenos: junenol (9,95%), (E)-cariofileno (9,50%), a-humuleno (1,61%) e v-
eudesmane (0,84%).

3.2 Avaliacdo da toxicidade aguda

A administracdo da concentragdo maxima de 6leo essencial da Unxia camphorata (2000
mg/Kg), ndo promoveu alteracdes como perda de pélo ou cor, tremores, aumento da salivacao,
diarréia, letargia, aumento ou diminuicdo do sono, dor ou sofrimento ou perda de peso, nao
havendo 6bito nos grupos experimentais em estudo. Demonstrando assim uma baixa toxicidade

na amostra analisada.

3.3 Analise gquantitativa da evolucdo da parasitemia e dos niveis de concentracdo de glicose

plasmatica

A contagem de hemacias infectadas das amostras dos grupos experimentais
contaminados pelo Plasmodium berghei, demonstrou que houve uma reducéo significativa no
percentual de parasitas entre G2 (42,73 = 8,85 %) quando comparados com G3 (5,20 + 4,03 %)
e G6 (19,58 + 2,17 %) (p<0.001) (Figura 1). A supresséao parasitaria no G6 foi de 54,18% e no
G3 de 87,81%. Nao foi significativa a supressdo do G4 e G5 quando comparadas ao G2.
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Figura 1. Evolugéo da parasitemia dos animais dos grupos experimentais.

Cada ponto representa a média + e.p.m. da densidade parasitaria dos animais do grupos
G2 (maléria), G3 (cloroquina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U. camphorata 50, 100 e 250
mg/Kg/dia, respectivamente). N= 10 animais por grupo. ***Representa uma diferenca
significativa (p<0.001) na densidade parasitaria dos animais dos grupos G3 e G6 comparados
ao G2.

A acdo da diminuicdo da carga parasitaria no G6 — Unxia camphorata 250 mg/Kg, pode
estar relacionada a eudesmanes sesquiterpeno encontrados na amostra do 6leo essencial. Em
ensaios que [16] analisaram os tipos de eudesmanes sesquiterpenos isolados da U. camphorata,
observou-se uma fraca atividade de degradacdo da hemina in vitro associado ao resultado de
DLso (toxicidade aguda) insignificante. E provavel que o ensaio de degradacio da hemina n&o
se correlacione diretamente com a atividade antimalarica presumida. Porém, serdo necessarios
mais trabalhos para isolar o composto ou 0s compostos que deram origem a essa atividade.

A avaliagdo de glicemia demonstrou que houve diferenga significativa do G2
(39,00+1,30mg/dL) quando comparado ao G1 (78,80+3,02 mg/dL), sendo observado uma
reducdo nos niveis de glicose plasmatica. Foi realizada a comparagéo entre o G2 versus 0S
grupos tratados com G3 (85,75+2,13 mg/dL) e G6 (56,25+1,31 mg/dL) e observou-se uma
diferenga significativa, com aumento nos niveis glicémicos no tratamento de Unxia camphorata
na dose de 250mg/Kg (Figura 2).
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Figura 2. Niveis de glicemia.

Cada barra representa a média * e.p.m. da glicose plasmética dos animais do grupos G1
(controle), G2 (malaria), G3 (cloroquina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U. camphorata 50, 100 e
250 mg/Kg/dia, respectivamente). N= 10 animais por grupo.*Representa uma diferenca
significativa (p<0.001) na glicemia dos anismais dos grupos G2 em relagdo ao G1.”“Representa
uma diferenca significativa (p<0.001) da glicemia dos animais do grupo G3 e G6 comparados
ao G2.

Durante uma infeccdo grave por malaria e devido ao alto consumo metabdlico, gerado
pelo stress da infec¢do, associado ao uso pelo parasita, € comum que os niveis de glicose no
sangue figuem baixos ocasionando hipoglicemia. Outros fatores como disfuncdo hepatica e
renal dificultam o processo de gliconeogénese, contribuindo também para a diminuicdo da
glicose, além da prépria debilidade fisica (prostracdo) que pode influenciar no habito alimentar
dos individuos com maléria [9,20,21].

Os eritrocitos parasitados utilizam cerca de 100 vezes mais glicose quando comparados
aos eritrocitos ndo parasitados, e durante a fase trofozoita do parasita, o0 consumo de glicose
tende a ser maior, pois esta € a etapa de maior atividade metabdlica do Plasmodium, sendo que
a supressao parasitaria vista nos grupos estudados pode desempenhar papel importante na

reducdo do consumo de glicose [22, 23].
3.4 Avaliacdo dos parametros de funcéo hepatica e renal
A atividade de AST apresentou uma diferenca significativa do G2 (577,5+10,48 U/L)

quando comparado ao G1 (190,8+ 8,12U/L). Essa diferenca também foi vista, quando
comparado o G2 com os grupos G3 (273,8 £3,92U/L); G5 (365,3 £ 9,17U/L) e G6 (265+14,20

Enviado em: 14/02/2020 - Aprovado em: 21/07/2020




SOUTH AMERICAN JOURNAL

V. 7 n. 2 (2020): Edicdo mai/ago, p.176-194

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

U/L), respectivamente, demonstrando uma reducdo nos valores de AST nestes animais. Foi
evidenciado uma modificacdo na presenca da ALT, com alteragdes significativas do G2
(482,2+11,82U/L) quando comparado ao G1 (59,17+£1,99 U/L), essa diferenca também foi vista
nos grupos G2 com os G3 123,0+6,27U/L); G4 (381,2 = 10,93 U/L), G5 (226,0 £ 7,90 U/L) e
G6 (187,6 £ 8,18 U/L) (Tabela 1), quando comparado ao grupo sem tratamento.

Tabela 1 - Parametros da funcdo hepatica nos animais dos grupos experimentais.

AST (U/L) ALT (U/L)
Gl 190,8+8,12 59,17 + 1,99
G2 5775+ 10,48 4822 + 11 82"
G3 2738+392"™ 123,0 £ 6,27
G4 566,3 + 12,74 381,2 + 10,93
G5 3653+9,17™ 226,0 + 7,90
G6 265,0+14,207 187,6 +8,18""

Legenda: AST: Aspartato aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase. 10 animais em cada grupo: G1
(controle), G2 (maléria), G3 (cloroquina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U. camphorata 50, 100 e 250 mg/Kg/dia,
respectivamente).*#Representa uma diferenca significativa (p <0.001) dos pardmetros hepaticos dos animais do
G2 comparado ao G1.***Representa uma diferenca significativa (p <0.001) dos parametros hepaticos dos animais

do G3 ao G6 comparados ao G2.

O aumento das enzimas hepaticas na infeccdo da malaria é sugestivo de
comprometimento hepético. Esta observagdo demonstra que o estagio hepatico do ciclo de vida
do parasita em seu hospedeiro humano é acompanhado por perturbacdo significativa na
membrana dos hepatdcitos, acarretando ao vazamento das enzimas hepéticas para uma
circulacdo geral [24]. O relato de aumento, principalmente das transaminases alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), podem evidenciar a necrose dos
hepatdcitos durante o ciclo inicial da infecgcdo no hospedeiro humano [25,26]. As evidéncias do
presente estudo mostram que a infeccdo por malaria pode induzir alteracdes nas atividades das

enzimas hepaticas. O tratamento com Unxia camphorata promoveu uma reducéo significativa

Enviado em: 14/02/2020 - Aprovado em: 21/07/2020




SOUTH AMERICAN JOURNAL

V. 7 n. 2 (2020): Edicdo mai/ago, p.176-194

of Basic Education, Technical and Technological ISSN: 2446-4821

destes marcadores hepéticos, demonstrando uma eficacia na reducdo do dano hepético
promovido pela maléria.

A atividade antiparasitaria pode estar vinculada ao mecanismo de acdo atribuido aos
Oleos essenciais e compostos sesquiterpenos, os quais apresentam propriedade lipofilica [27].
Com isso, possui grande potencial para exercer uma a¢éo bioldgica causando danos na estrutura
do parasita e alterando suas fungdes, visto que o a-humuleno e o (E)-cariofileno foram
compostos majoritarios identificados na Unxia camphorata. E a reducdo da carga parasitaria e
consequentemente a diminuicdo da retencdo de esquizontes maduros no figado consegue
contribuir para a melhora na funcdo hepatica, o que deve estar relacionado a acdo desses
compostos.

A concentracdo de Ureia sofreu uma modificacdo significativa do G2 (119,0 + 3,29
mg/dL) quando comparado ao G1 (62,00 + 2,25 mg/dL). Esta mesma reducédo foi verificada
nos grupos G3 (58,00 £ 3,02 mg/dL); G4 (91,75 £ 2,32 mg/dL), G5 (79,25 + 2,95 mg/dL) e G6
(55,00 £ 2,27 mg/dL), quando comparado ao grupo G2. A analise de Creatinina ndo promoveu
uma diferenca significativa entre os grupos G2 (0,51 + 0, 0063 mg/dL) quando comparado a
todos os grupos: G1 (0,50 + 0, 0125 mg/dL). G3 (0,53 £ 0, 0127 mg/dL); G4(0,49 £ 0, 0048
mg/dL); G5 (0,50 + 0,0144 mg/dL) e G6 (0,52 + 0,0156 mg/dL) (Tabela 2).

Tabela 2 - Parametros da fung&o renal nos animais dos grupos experimentais.

UREIA (mg/dL) CREATININA (mg/dL)
Gl 62,00+2,25 0,50 +0,0125
G2 119,0 + 3,29% 0,51 + 0,0063
G3 58,00 + 3,02 0,53 +0,0127
G4 91,75+2,32"™ 0,49 + 0,0048
G5 79,25 +2,95™ 0,50 + 0,0144
G6 55,00 + 2,27 0,52 +0,0156

Legenda: 10 animais em cada grupo: G1 (controle), G2 (malaria), G3 (cloroquina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U.

camphorata 50, 100 e 250 mg/Kg/dia, respectivamente). *#Representa uma diferenca significativa (p <0.001) dos

Fkk

pardmetros renais dos animais do G2 comparado ao G1. " "Representa uma diferenca significativa (p <0.001) dos
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parametros renais dos animais do G3 ao G6 comparados ao G2.

Nas lesGes renais causadas pela espécie de P. falciparum, as alteracBes tubulares séo
mais proeminentes do que as glomerulares, podendo variar desde um acometimento de pequena
monta até necrose tubular aguda e insuficiéncia renal aguda (IRA), frequentemente oligurica e
hipercatabdlica. O efeito das hemaécias infectadas na microcirculacdo € o principal fator
fisiopatogénico da IRA - além dos eventos hemodindmicos, imunoldgicos, elevacéo sérica de
creatinina e ureia, e as alteracfes metabolicas. A disfuncdo renal também é corrrelacionada a
hiperparasitemia, onde as infeccdes secundarias e a gravidade da malaria cusada pelo
falciparum podem ser as principais razbes para a associacdo entre leucocitose e
comprometimento da fungdo renal [28,29,30,31].

Os estudos citam que o sesquiterpeno (E)-cariofileno, presente na composicao quimica
da maioria dos dleos essenciais apresentou efeito anti-inflamatdrio, inibidor de canais de Ca?*
e efeito imunomodulador. O efeito anti-inflamatério do (E)-cariofileno pode estar justificado
através da inibicéo das citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e IL-13, envolvidas na resposta
imune celular durante o processo inflamatorio. A partir deste estudo, a planta U. camphorata
pode auxiliar na regulacdo metabolica, justificando assim, a manutencao dos niveis de Ureia e
Creatinina [32,33].

3.5 Avaliacdo dos parametros hematoldgicos dos grupos experimentais

Para a contagem de eritrdcitos verificou-se uma diferenca significativa de G2 (2,09 +
0,42 [10%/uL]) quando comparado ao G1 (9,04 + 1,46 [10%/uL]), sendo observado uma redugéo
na presenca de eritrocitos no grupo maléria ndo tratado. Quando o G2 foi comparado com G3
(8,29 + 1,23 [10%/pL]) e G6 (6,96 + 1,14 [105/uL]), constatou-se que o tratamento promoveu
um aumento significativo no nimero de heméacias. O hematocrito demonstrou que houve uma
diferenca significativa do G2 (15,72 + 2,81 %) quando comparados ao G1 (41,44 £+ 2,19 %).
Houve, também uma diferenca significativa dos grupos G3 (40,86 + 5,82 %) e G6 (31,60 + 6,48
%) em relacdo ao grupo G2. A anélise da concentracdo de hemoglobina demonstrou que o
quadro da infec¢do promoveu uma reducao significativa na concentracdo de hemoglobina dos
animais, sendo observada uma diferenca significativa deste elemento no G2 (5,48 + 1,85g/dL)
quando comparado ao G1 (16,25 + 0,26g/dL). Todavia, os animais dos grupos G3 (15,22 +
1,85¢g/dL) e G6 (10,13 £ 1,85g/dL) apresentaram niveis elevados de hemoglobina nas hemécias
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quando comparados ao G2. Com relacdo as plaquetas, constatou-se uma reducdo significativa
do G2 (165 + 52,09 [10%/ pL]) quando comparado ao G1 (456 + 94,02 [10%/ pL]) e um aumento
significativo do G3 (532 + 18,57 [10%/ puL]) quando comparado ao G2 (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros hematoldgicos nos animais dos grupos experimentais.

N. Hemacias (10%/uL)

Hematdcrito (%) Hemoglobina (g/dL) Plaquetas (10%/ pL)

Gl 9,04+146 41,44%2,19 16,25+ 0,26 456 + 94,02
G2 2.09 + 0,42%# 15,72+2,81%# 548 + 1,85 165 + 52,09 #
G3 8,29+1,23™ 40,86+5,82"" 15,22 + 1,85 532 + 18,57 **
G4 2,10+0,55 19,67+3,88 6,66 0,94 623 + 26,50
G5 3,68 +0.69 21,37 +3,82 6,60+ 1,31 405 + 82,00
G6 6,96+ 1,14™ 31,60+6,48™ 10,13 +1,85™ 142 + 51,00

Legenda: 10 animais em cada grupo: G1 (controle), G2 (malaria), G3 (cloroguina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U.

camphorata 50, 100 e 250 mg/Kg/dia, respectivamente). **Representa uma reducéo significativa (p <0.01) dos

Fkk

parametros hematologicos da série vermelha dos animais do G2 comparado ao G1. ~~Representa um aumento

significativo (p <0.001) dos parametros hematol6gicos da série vermelha dos animais do G3 e G6 comparados ao
G2.

Anormalidades hematoldgicas sao consideradas um marco da malaria, com impacto no
resultado final e representando indices de valor prognostico e de acompanhamento. Estes
incluem anemia grave, disturbios de coagulacdo, alteragdes numéricas ou funcionais de
leucocitos e envolvimento do bago. O ciclo sanguineo ocorre de forma rapida, remodelando a
estrutura das células infectadas e tornando-as mais rigidas [10,34,35,36].

Estudos [37,38] mostraram que o composto (E)-cariofileno possui acdo antioxidante.
Ao associar a acdo antioxidante promovida por este composto presente na planta, com o
combate a hemdlise dos eritrocitos, nota-se um resultado positivo na série vermelha do grupo
G6 que pode estar ligada ao composto (E)-cariofileno.

Na contagem diferencial da série branca, foi observado uma diferenca significativa de

G2 quando comparado ao grupo G1, na contagem de neutréfilos segmentados. No entanto,
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quando o grupo G2 é comparado com o0s grupos de tratamento G5 e G6, verifica-se uma nao
alteracéo significativa (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros hematoldgicos nos animais dos grupos experimentais.

Neutrofilos Segmentados  Linfécitos Mondcitos
Gl 39,00+7,61 59,40+7,76 1,60+1,51
G2 75,80+3,76%# 27,40+5,81%# 2,60+1,81
G3  51,40%10,29™ 48,60+10,29™ 1,00+1,00
G4  65,40+5,94 30,00+4,58 1,80+0,83
G5  64,75+5,56 28,50+4,50 2,75%0,95
G6  69,67+8,35 24,33+8,57 4,00+0,89

Legenda: 10 animais em cada grupo: G1 (controle), G2 (malaria), G3 (cloroquina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U.
camphorata 50, 100 e 250 mgK/g/dia, respectivamente. ##Representa a diferenca (p <0.001) dos parametros

hematoldgicos da série branca dos animais do G2 comparado ao G1. “"Representa um aumento significativo (p

*kk

<0.001) dos parametros hematol6gicos da série branca dos animais do G3 comparado ao G2. “~Representa uma

reducdo significativa (p <0.001) dos pardmetros hematolégicos da série branca dos animais do G3 comparado ao
G2.

O sistema imunoldgico é de grande importancia no combate ao parasita, pois com a
elevacdo natural de células do sistema imune, a destruicdo do parasita em individuos infectados
é auxiliada. A contagem de leucdécitos é geralmente normal, embora possa estar elevada em
infeccbes muito graves. Podemos encontrar também uma ligeira monocitose, linfopenia e
eosinopenia, com linfocitose e eosinofilia reativas nas semanas seguintes a infecgdo aguda [39].
Estudos apontam que o mecanismo imunologico do hospedeiro envolvido na infeccdo pelo
plasmdédio, desenvolve uma resposta contra o parasita que altera todos os componentes do
sistema imune [27,40].

Um estudo sobre a composicéo das plantas [41] afirma que o alto teor de sesquiterpenos
demonstram eficacia no impedimento do extravasamento de proteinas sem alterar a contagem
de neutrofilos, notando assim uma atividade anti-inflamatéria com pouca ou nenhuma
participacdo de migracdo de neutréfilos na circulagdo. No presente trabalho observamos que 0s

resultados dos grupos estudados ndo demonstraram significancia quando comparados aos
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animais ndo tratados do grupo Maléria, evidenciando que a administracdo do 6leo de U.
camphorata pode auxiliar na manutencao da resposta inflamatéria do parasita no hospedeiro.

3.6 Avaliacdo da sobrevida

A andlise dos animais infectados com o Plasmodium berghei revelou que o tratamento
com a Unxia camphorata na concentracdo de 250 mg/Kg promoveu um prolongamento no

tempo de sobrevivéncia dos animais (Figura 3).

I T T T T T T T T T T T T T T 1
0246 81012141618202224262830
TEMPO (DIAS)
Figura 3. Tempo de sobrevida dos animais.Cada barra representa o tempo de sobrevida de cada animal

apos a inoculacdo de P. Berguei no grupo G2 (maléria), G3 (cloroquina 50 mg/kg/dia), G4 até G6 (U. camphorata
50, 100 e 250 mg/Kg/dia, respectivamente). N= 2 animais por grupo.”*Repersenta uma diferenca significativa
(p<0.01) darelagdo do tempo de sobrevivéncia entre o grupo G6 e 0 G2.***Representa uma diferenca significativa

(p<0.001) da relagéo do tempo de sobrevivéncia entre o grupo G3 e 0 G2.

Ao comparar o estudo realizado [36] sobre a analise de sobrevida, o tratamento pode
estar diretamente relacionado com o tempo de sobrevida dos animais com malaria, assim, a
possivel eficacia antimalarica do 6leo essencial de U. camphorata sugere uma relagéo positiva

guanto ao aumento na expectativa de vida do grupo experimental.

4. CONCLUSAO

O dleo essencial de U. camphorata demonstrou ser eficaz sobre a reducéo da parasitemia
na infecgdo de camundongos BALB/c pelo Plasmodium berghei, além de permitir uma melhora
na funcdo hepatica, renal e do nivel glicémico dos animais estudados. Quanto a avaliacéo
hematoldgica, o tratamento com a U. camphorata promoveu uma melhora significativa nos

parametros da série branca e vermelha do sangue. Este resultado pode estar relacionado a a¢éo
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de compostos antioxidantes da planta reduzindo o dano da infecdo sobre o animal, bem como
a diminuicdo da carga parasitaria no hospedeiro. O tempo de sobrevida dos animais tratados
apresentou resultados positivos, corroborando com os resultados apresentados nas analises
bioquimicas e hematoldgicas.

O estudo realizado se torna pioneiro para a anélise da acdo da U. camphorata sobre o
quadro de maléria experimental avaliado durante a pesquisa. Estes dados podem servir de base
para estudos posteriores com determinacdes de dosagens maiores e isolamento dos compostos
ativos do 6leo essencial, alem da possivel identificacdo de um principio ativo, sugerindo ser o

responsavel pela atividade antimalérica visualizada neste estudo.
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