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LAMEIRA, Christian Neri. Estudo fitoquimico e atividade antimalarica de Carapichea
ipecacuanha (Brot.) L. Anderson — (Rubiaceae). 2023. 144 f. Tese (Doutorado em

Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade Federal do Pard, Belém, 2023.

RESUMO

A maléria é uma doenca infecciosa causada por parasitos do género Plasmodium,
ocorrendo, em 2021, 247 milhdes de casos e com a morte de 619.000 pessoas. O parasito da
adquiriu resisténcia a grande parte dos esquemas terapéuticos disponiveis. Logo, buscar a
alternativas terapéuticas € urgente, sendo as plantas importantes fontes de farmacos
antimalaricos. Carapichea ipecacuanha é utilizada na medicina tradicional para o tratamento
da maléria, estudos quimicos levaram ao isolamento de alcaloides.O presente estudo avaliou se
fatores inerentes ou ndo da planta interferiram na composicéo da espécie. Ainda, avaliou-se a possivel
atividade antiplasmodial de seus extratos. A quantificacdo dos alcaloides foi feita cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Na avaliacdo da atividade antimalérica in vitro utilizou-se o0 método
do microteste, sendo considerado ativo a amostra com a concentragao inibitoria 50% (CI50) <
10pg/mL. A determinacdo da viabilidade celular foi realizada a partir do plagueamento de
eritrécitos humanos em meio RPMI-1640. A técnica de micronucleos com blogueio da citocinese
foi utilizada para determinar a genotoxicidade. O docking molecular foi utilizado para
determinar os possiveis alvos terapéuticos dos alcaloides, como também determinar o local de
acdo junto ao parasito. Determinou-se que, as condi¢cdes ambientais néo alteraram a composicao
guimica qualitativa das amostras, que as concentracdes dos alcaloides sofrem interferéncia dos
fatores analisados, que os extratos da espécie apresentaram atividade antiplasmodial e que os
alcaloides emetina e cefalina demonstram ter possivelmente atividade gametocida.

Palavras chaves: Carapichea ipecacuanha; Antimalarico; Plasmodium falciparum; Emetina.
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LAMEIRA, Christian Neri. Phytochemical study and antimalarial activy of Carapichea
ipecacuanha (Brot.) L. Anderson — (Rubiaceae). 2023. 144 f. Thesis (PhD in Biodiversityand
Biotechnology) — Federal University of Parg, Belém, 2023.

ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by parasites of the genus Plasmodium, occurring
in 2021, 247 million cases and with the death of 619,000 people. The parasite has acquired
resistance to most of the available therapeutic schemes. Therefore, seeking therapeutic
alternatives is urgent, with plants being important sources of antimalarial drugs. Carapichea
ipecacuanha is used in traditional medicine for the treatment of malaria, chemical studies have
led to the isolation of alkaloids. The present study evaluated whether inherent factors of the
plant interfered in the composition of the species. Furthermore, the possible antiplasmodial
activity of its extracts was evaluated. The quantification of alkaloids was performed by high
performance liquid chromatography. In the evaluation of in vitro antimalarial activity, the
microtest assay was used, with a sample with an inhibitory concentration of 50% (IC50) <
10pg/mL being considered active. Cell viability was determined by plating human erythrocytes
in RPMI-1640 medium. The cytokinesis-blocking micronucleus technique was used to
determine genotoxicity. Molecular docking was used to determine the possible therapeutic
targets of the alkaloids, as well as to determine the site of action on the parasite. It was
determined that the environmental conditions did not alter the qualitative chemical composition
of the samples, that the concentrations of alkaloids suffer interference from the analyzed factors,
that the extracts of the species showed antiplasmodial activity and that the alkaloids emetine
and cephaeline demonstrate possibly gametocidal activity.

Keywords: Carapichea ipecacuanha; Antimalarial; Plasmodium falciparum; Emetine.
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1 INTRODUCAO

A maléria é uma doenca infecciosa causada por um parasito unicelular do género
Plasmodium (BRASIL, 2020), sua transmissdo ocorre de forma vetorial através da fémea do
culicideo do género Anopheles (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Dados publicados no World Malaria Report 2022 da World Health Organization —
WHO, em 2021 aproximadamente 4 bilhdes de pessoas estiveram suscetiveis & doenga, com
registro de 247 milhdes de infectados e que ocasionaram a morte de 619.000 individuos. Nas
américas mais de 78% dos casos estdo concentrados na Venezuela, Brasil e Colémbia. No
Brasil, em 2021, ocorreram 162.016 notificagcdes, com 58 dbitos registrados, e apesar de ocorrer
surtos em outras regides do pais, a malaria esta praticamente restrita a bacia amaz6nica,99% dos
casos (WHO, 2022).

A transmissdo do Plasmodium ocorre durante o repasto sanguineo, quando 0 mosquito
infectado inocula junto com a saliva esporozoitos no hospedeiro humano. Os esporozoitos
infectam os hepatdcitos e se transformam em esquizontes, dando inicio ao ciclo assexuado
(MENARD et al., 2013), quando a fémea do anofelino suga o sangue do individuo com razoavel
nimero gametdcitos, estes irdo sofrer transformacéo no estbmago do mosquito, onde ocorrera
a fecundacgdo dos gametas, originando o zigoto que se transforma em oocineto dando inicio ao
ciclo sexuado da doenca (BRASIL, 2020).

O Ministério da Saude (MS) por meio da Politica Nacional de Tratamento da Malaria
(PNTM) visa orientar a terapéutica e disponibilizar os medicamentos antimalaricos utilizados
em todo territorio nacional por meio do Sistema Unico de Satde — SUS (BRASIL, 2020) e
através do Guia Préatico de Tratamento da Malaria visa facilitar o diagndéstico e tratamento da
doenga (BRASIL, 2020).

A escolha do antimaldrico deve considerar a espécie do plasmodio suspeito ou
confirmado, idade do paciente, gravidade do quadro clinico, padréo de resisténcia na area onde
a infeccdo foi adquirida, quimioprofilaxia e tratamento anterior, historia de exposic¢ao anterior
e condicdes associadas tais como gravidez e outros problemas de satude (WHO, 2021).

A presenca de parasitas no sangue é confirmatdria para patologia e o diagnostico
microscopico continua sendo o padréo para deteccdo, pois apresenta custo relativamente baixo,
alta especificidade e sensibilidade (GLORIA et al., 2018).

No século XVII missionarios Jesuitas descobriram que tribos indigenas sul-americanas
utilizavam a casca de uma arvore, para o tratamento de febres. O principio ativo desta arvore,
a quinina, manteve-se como farmaco de eleicdo para tratamento e prevencdo da malaria por
muito tempo (OLIVEIRA e SZCZERBOWSKI, 2009). A década de 60 é relatada como marco



13
inicial a resisténcia aos farmacos antimalaricos, pois neste periodo que houve consenso sobre a
resisténcia a cloroquina (MANZALI DE SA, 2011).

A ja conhecida resisténcia do Plasmodium aos derivados do quinina e a recente
resisténcia a artemisinina associada a outras drogas observadas em paises da Asia como
Mianmar, Camboja, Vietnd, Tailandia, Laos e na provincia de Yunnan, na China (WHO, 2016),
justificam a busca por novas substancias que possam ser utilizados como opc¢ao terapéutica.

Classicamente os alcaloides sdo relacionados a atividade antimalérica e a investigacdo
fitoquimica da Familia Rubiaceae revela que os alcaloides inddlicos sdo seus marcadores
quimicos (CARBONEZI et al., 2004) e os encontrados nas espécies desta Familia demonstram
diversos efeitos farmacoldgicos, entre eles o antimalarico (FORMAGIO et al., 2014).

Nas raizes da Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae) sdo encontradas varias substancias,
como por exemplo, os alcaloides emetina e cefalina, estando relacionados as propriedades
terapéuticas da planta (BOTERO et al., 2015).

Conforme relatado, a emetina é um dos alcaloides presentes na C. ipecacuanha, e apesar
do uso da espécie na medicina tradicional no tratamento da maléria e da atividade antimalarica do
cloridrato de emetina, o sal do alcaloide majoritério, até o presente, nenhum estudo avaliou a

atividade antimalarica do seu extrato, fracGes e de outros metabolitos presentes na espécie.

1.1 OBJETIVO GERAL
Realizar estudo fitoquimico e determinar a atividade antimalarica in vitro do extrato

etanolico das raizes de Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se os aspectos fenoldgicos da espécie, o indice pluviométrico e a temperatura
média da area de cultivo da C. ipecacuanha interferem no teor de seus componentes quimicos
(qualitativos e quantitativos); avaliar o efeito antiplasmaodico in vitro dos extratos hidroalcoolicos
das raizes de C. ipecacuanha; verificar se condi¢do ambiental influencia na atividade antimalarica
da espécie; determinar o potencial citotoxico e genotdxicos dos extratos analisados; avaliar do

docking molecular os possiveis alvos dos alcaloides emetina e cefalina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MALARIA, UM BREVE HISTORICO

A maléria € uma doenca infecciosa causada por um parasito unicelular do género
Plasmodium (BRASIL, 2020), sua transmissdo ocorre de forma vetorial através da fémea do
culicideo do género Anopheles (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Hipocrates foi
0 primeiro a detalhar as febres intermitentes da malaria e associar a doenga com 0 meio
ambiente em especial os corpos d’agua. Os romanos faziam a mesma associacgdo e acreditavam
gue a contaminacao das pessoas ocorria quando se respirava o ar dos pantanos, assim o termo
maléria surgiu do latim “mal — mau’ e ‘aria — ar”. Posteriormente os franceses associaram a
malaria ao termo “paludismo” — pantano (FRANCA et al., 2008).

Desde a antiguidade este agravo acompanha o homem, ha registros chineses de
provaveis infeccdes datadas de 2700 a.C. (BRUCE-CHWATT, 1989). O surgimento da malaria
nas Américas estd associado ao processo de colonizacdo dos europeus, trazendo consigo
Plasmodium vivax e Plasmodium malariae, o Plasmodium falciparum surgiu juntamente com
aimportac&o de escravos da Africa para o continente americano a partir do século XVII (LEITE
et al., 2013). Entretanto, hipdtese sugere que a propagacdo das populacdes de Plasmodium sp
ocorreram a partir da atividade migratéria das populaces de Homo sapiens que migraram da
Africa para Asia acerca de 60 mil anos atras, associado ao surgimento da atividade agricola, até
a chegada ao continente americano (TANABE et al., 2013).

A World Health Organization (WHO) estimou que em 2020 quase 4 bilhdes de pessoas
estivessem suscetiveis & malaria, com registro de 241 milhGes de casos e que ocasionaram &
morte de 627.000 pessoas, incremento de 12% em relagdo a 2019. A maioria dos casos e mortes
registradas ocorreu na Africa subsaariana. Entretanto, foram registrados casos na América
Latina, Mediterraneo Oriental, Pacifico Ocidental e Sudeste Asiatico (WHO, 2021). No Brasil,
em 2020 houve 145.205 notificagdes, 7,8% a menos que no ano anterior. 99% dos casos estdo
concentrados na regido da Amazonia Legal (BRASIL, 2021). No Brasil os casos de infec¢édo
estdo associados ao P. vivax, P. falciparum e P. malariae, jamais foi descrito infec¢do autdctone
por P. ovale (BRASIL, 2019). Entretanto a ocorréncia de infecgdo por Plasmodium simium foi
observada no Estado do Rio de Janeiro, o que torna imprescindivel o controle da doenca, pois
a espécie tem como reservatorio os macacos (BRASIL et al., 2017).

No primeiro semestre de 2020, foram diagnosticados 9 casos de maléaria na Bahia, todos
importados, entretanto como ha uma ampla dispersao de espécies do género Anopheles, torna
0s municipios vulneraveis a introducao ou reintroducdo da doenca (BAHIA, 2020), e apesar de

ocorrer surtos em outras regides do pais, a malaria esta praticamente restrita a bacia amazonica
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com 99,8% dos casos, certamente associado as condi¢fes propicias para transmissdo da doenca
(SOUZA, 2019)

2.2 CICLO BIOLOGICO EM HUMANOS

Os plasmadios se reproduzem por dois processos distintos: o assexuado, denominado de
esquizogonia, que ocorre no hospedeiro vertebrado ou intermediario e outro sexuado, chamado
de esporogonia, que ocorre no hospedeiro invertebrado ou definitivo, o mosquito (SOUSA &
FERREIRA, 2002).

A transmissdo do Plasmodium ocorre durante o repasto sanguineo, quando 0 mosquito
infectado inocula junto com a saliva esporozoitos no hospedeiro humano. Os esporozoitos
infectam os hepatdcitos e se transformam em esquizontes. Esses se replicam e transformam-se
em merozoitos que sao liberados na corrente sanguinea onde invadem as células vermelhas
transformando-se em trofozoitos, periodo pré-patente.

Logo os trofozoitos se transformam em merozoitos que sdo liberados na corrente
sanguinea e continuam invadindo células vermelhas, repetindo o ciclo assexuado (MENARD
et al., 2013), uns sdo fagocitados pelas células de Kupffer e outros irdo parasitar os eritrocitos,
sofrendo varios estagios de maturacdo e transformando-se em trofozoitos, que se multiplicam
pelo processo da esquizogonia, resultando em verdadeiros conglomerados de merozoitos nos
eritrocitos, os esquizontes sanguineos. Entdo, os eritrocitos abarrotados de parasitos se rompem
liberando-os. Neste momento, o individuo infectado comeca a apresentar os sintomas da
doenca.

Alguns destes merozoitos deixam de se multiplicar e sofram alteragdes morfoldgicas e
funcionais, passando a constituir os gametocitos (masculino e feminino). Quando a fémea do
anofelino suga o sangue do individuo com plasmdédios circulantes, com razoavel nimero
gametocitos, que passaram por transformacdo no estbmago do mosquito, onde ocorrera a
fecundacdo dos gametas, originando o zigoto, que se transforma em oocineto. Este penetra na
parede do estbmago e cai na hemolinfa do mosquito, transformando-se em oocisto, o qual da
origem a esporozoitos, que irdo se alojar nas glandulas salivares do mosquito, quando, entdo,
as fémeas tornam-se infectantes, estando, portanto, aptas a transmitirem a doenca ao sugar o
sangue de um novo individuo, fechando assim, o ciclo evolutivo dos plasmaddios (BRASIL,
2020).

Na espécie P. vivax alguns parasitas podem-se tornar dormentes no figado, chamados de
hipnozoitos, e sé mais tarde serem liberados dando origem as recaidas (BRASIL, 2020). O ciclo

biolégico da malaria esta representado na Figura 1.
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Fig. 1: Ciclo de vida do parasito da maléria (fonte:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e4/Life_Cycle_of_the_Malaria_Parasite-pt.png)

2.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Em 2022, o Governo Brasileiro lancou o Plano Nacional de Eliminacdo da Maléaria, que
busca definir estratégias para eliminacdo da malaria no Brasil até 2035, ou seja, 0 pais sem
malaria autoctone. Para alcancar este objetivo, planeja-se reduzir os casos para menos de 68
mil em 2025, ja em 2030 espera-se ter menos de 14 mil casos, zero dbitos, além de se ter
eliminado a transmissdo por P. falciparum. A partir de 2030, manter a taxa zerada de 6bitos e
livre de maléria por P. falciparum e em 2035 eliminar a transmissdo de maléria (BRASIL,
2022).

O Ministério da Saude (MS) por meio do Programa Nacional de Prevencao e Controle
da Malaria (PNCM) objetiva reduzir a letalidade e a gravidade dos casos, reduzir a incidéncia
da doenca, eliminar a transmissao em areas urbanas e manter a auséncia da doenca em locais
onde a transmisséo ja foi interrompida, pela Politica Nacional de Tratamento da Maléaria visa
orientar a terapéutica e disponibilizar os medicamentos antimaléricos utilizados em todo

territorio nacional por meio do Sistema Unico de Satde (SUS). Para cumprir essa politica, 0
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PNCM preocupa-se em revisar o conhecimento vigente sobre o arsenal terapéutico da malaria
e sua aplicabilidade para o tratamento dos individuos que dela padecem em nosso pais
(BRASIL, 2020).

Para facilitar o diagnostico e tratamento da malaria, o Ministério da Saude disponibiliza
0 Guia Pratico de Tratamento da Malaria no Brasil que apresenta todas as orientacGes relevantes
sobre a indicagdo e uso de antimalaricos preconizados, de acordo com cada grupo etério. O
diagndstico da malaria em pacientes oriundos de areas endémicas deve ser pensado emsituagdes
em que o paciente apresente febre de qualquer intensidade, duradoura e frequente; apresente
mal-estar, dor no corpo e nas articulacGes, fadiga e falta de apetite; sindrome febril hemorragica,
ictérica, neuroldgica, respiratoria ou com forte dor abdominal (BRASIL, 2021).

O objetivo do tratamento da doenca é atingir o parasito em pontos chave do seu ciclo
biolégico como: na interrupcdo da esquizogonia sanguinea, destruicdo das formas latentes
teciduais e na interrupcdo da sua transmissdo (BRASIL, 2020).

A escolha do antimalédrico deve considerar a espécie do plasmédio suspeito ou
confirmado, idade do paciente, gravidade do quadro clinico, padréo de resisténcia na rea onde
a infeccdo foi adquirida, quimioprofilaxia e tratamento anterior, histéria de exposi¢do anterior
e condicBes associadas tais como gravidez e outros problemas de saude (WHO, 2006;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018).

A prescricdo e dispensacdo do medicamento s6 deve ser realizada a partir da
confirmacdo do resultado laboratorial confirmatério, sendo recomendavel que a dosagem do
medicamento seja ajustada de acordo com o peso do paciente, para que se garanta eficacia e
reduzida toxicidade no tratamento (BRASIL, 2020).

A presenca de parasitas no sangue é confirmatoria para patologia e o diagnostico
microscopico continua sendo o padréo para detecgdo, pois apresenta custo relativamente baixo,
alta especificidade e sensibilidade (GLORIA et al., 2018). O exame é feito pela técnica da gota
espessa, onde a amostra de sangue do paciente é espalhada como um esfregaco (espesso ou
fino), posteriormente corada com a coloragdo Giemsa ou Romanovsky e examinada com uma
objetiva de imersdo em Oleo 100X, onde detecta-se a presenca dos parasitos da maléria
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020). A técnica permite, com
microscopista experiente, a diferenciacdo das especies, bem como seu estagio de evolucao.
Ainda é possivel detectar densidades baixas de parasitos (5-10 parasitos/uL de sangue) e
determinar a parasitemia (BRASIL, 2020).

Os testes de diagndsticos rapidos (TDR) fundamentam-se na deteccdo de anticorpos
monoe policlonais, revelados por método imunocromatografico e estdo disponiveis em Kits

que permitem diagndstico entre 15 a 20 minutos. Para P. falciparum a sensibilidade é superior
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a 90%, quando comparado ao diagnostico microscépico com densidade maior que 100
parasitos/pL na amostra. Entretanto, 0 método ndo permite avaliar o nivel de parasitemia, além
da possivel perda de qualidade, em condi¢bes de campo, quando armazenados por longos
periodos. Conforme recomenda 0 PNCM, o uso dos TDR, deve ser priorizado nos locais ondeo
acesso ao diagnostico microscopico é dificultoso e para ampliacéo da capacidade diagndstica.
Independente da condigcdo, a utilizaggo do TDR deve ser informada na ficha de
notificagdo/investigacdo (BRASIL, 2020).

O diagnostico por técnicas moleculares é utilizado em unidades de referéncia ou como
forma de realizar controle de qualidade do diagnostico laboratorial (TORRES et al., 2006). A
técnica ndo deve ser aplicada em casos de suspeita da malaria. Seu resultado esta relacionado a
exposi¢do prévia, e no contexto clinico & demora no diagndstico expde o paciente ao risco de
complicacdes (BRASIL, 2020).

A malaria ndo complicada é ocasionada por P. vivax e P. ovale, o objetivo do tratamento
é a curaradical, ou seja, curar tanto a forma sanguinea quanto a hepética e, dessa forma, prevenir
a recrudescéncia e recaida, respectivamente (BRASIL, 2020). As drogas antimalaricas de
primeira escolha para pacientes com idade e pesos superiores a 1 ano e 10Kg, respectivamente,
sdo cloroquina 150mg, associados a primaquina de 5mg ou 15mg, de acordo com o grupo etario
e 0 peso do paciente, pois somente as 8-aminoquiloninas possuem atividade contra 0s
hipnozoitos (COMMONS et al., 2018).

Em criangcas menores de 6 meses ou com peso inferior a 5Kg é preconizado o uso de
artemeter 20mg associado a lumefantrina 120mg. Para pacientes com idade entre 6-11 meses e
peso entre 5-9Kg utiliza-se a combinacgéo de artemeter 20mg + lumefantrina 120mg, intercalada
com a primaquina 5mg (BRASIL, 2020). Pacientes com peso idade superior a 15 anos e peso
entre 50-120Kg a dose de primaquina sera ajustada pelo seu peso, variando entre 30-60mg de
primaquina (DUARTE et al., 2001). Gestantes e puérperas até um més de lactacdo ndo podem
usar a primaquina e nem tafenoquina (GILDER et al., 2018), € preconizado a utilizacdode
cloroguina por trés dias e cloroquina profilatica (5 mg/kg/dose, até o maximo de dois
comprimidos) semanalmente até um més de aleitamento, para prevencéo de recaidas (BRASIL,
2020). Para infeccbes ocasionadas por P. vivax e P. ovale podera ser utilizado o artesunato
25mg associado a meflogquina 50mg.

Ap0s o inicio do tratamento, entre os dias 5 e 60, caso 0 paciente volte apresentar malaria
por P. vivax, podera ter ocorrido falha no tratamento. Neste sentido é necessario realizar novo
esquema de tratamento mais eficaz, no caso, utilizar artemeter/lumefantrina ou
artesunato/mefloquina durante trés dias, além de 0,5mg/Kg/dia de primaquina durante 14 dias
(BRASIL, 2020).
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Estima-se que 5% das pessoas que vivem na Amazdnia Brasileira apresentam
deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase — G6PD (MONTEIRO et al., 2014),
defeito genético capaz de provocar anemia hemolitica pela diminuicdo da habilidade das
hemacias em lidar com o stress oxidativo (BEUTLER, 2008). No Brasil, ha relato de dbito pelo
uso de primaquina em paciente com deficiéncia grave da G6PD (LACERDA et al., 2012) e a
utilizacdo de tafenoquina aumenta a possibilidade de risco (BRASIL, 2020).

O uso das drogas em pessoas com deficiéncia enzimatica pode resultar em
manifestacdes clinicas como anemia grave por hemdlise, fadiga e ictericia, sendo necessario a
transfusdo sanguinea, ainda ocasionar a insuficiéncia renal aguda (IRA), com necessidade de
didlise (BRITO-SOUSA et al., 2019).

O tratamento de infec¢Bes ocasionadas por P. malariae assemelha-se ao utilizado para
P. vivax, entretanto sem a necessidade de uso da primaquina (BRASIL, 2020). A WHO
recomenda que o tratamento para malaria ocasionada por P. falciparum deve ser combinada a
um derivado da artemisinina, como por exemplo o artemeter/lumefantrina e o
artesunato/mefloquina. A seguranca destas drogas € bastante semelhante. Entretanto, a
combinacéo artesunato/mefloguina, possui vantagem de ser administrada uma unica vez ao dia,
permitir profilaxia pds-tratamento (PEIXOTO et al., 2016) e de possuir apresentacao pediatrica.
A mefloquina em doses fracionadas apresenta menor risco de reacdo adversa e, quando
ocorrem, o fracionamento o torna mais branda em comparagéo ao tratamento em que se utiliza
dose Unica (FREY et al, 2010).

O uso de Artemisinin Combined Therapy (ACT) em criancas com idade inferior a 6
meses de idade e em mulheres no primeiro trimestre da gravidez, trata-se da melhor opcao
qguando comparados ao tratamento realizado com quinina, pois apresenta diminuicdo da
morbimortalidade dos pacientes (MCGREADY et al., 2012).

Em infec¢Ges mistas ocasionadas por P. falciparum e P. vivax (ou P. ovale), deve-se
incluir o uso de drogas esquizonticidas sanguineas eficazes, como o artemeter/lumefantrina ou
artesunato/mefloquina, associadas a primaquina durante uma semana (BRASIL, 2020).

Estudos sugerem que a atovaquona/proguanil € mais efetiva que a mefloquina no
tratamento da maléria ndo complicada (OSEI-AKOTO et al., 2005). Os principais alvos de a¢do

dos antimalaricos estdo representados na Figura 2.
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Figura 2. Representagao dos alvos principais das drogas antimalaricas esquizonticidas em Plasmodium spp (Fonte:
AZEVEDO, 2018).

2.4 A DESCOBERTA DE DROGAS ANTIMALARICAS

No século XVII missionarios Jesuitas descobriram que tribos indigenas sul-americanas
utilizavam a casca de uma arvore, para o tratamento de febres. O principio ativo desta arvore,
0 quinina, foi isolado em 1820 por Pelletier e Caventou, e manteve-se como farmaco de eleicéo
para tratamento e prevencdo da maléria por muito tempo (OLIVEIRA e SZCZERBOWSKI,
2009). A técnica para o desenvolvimento de moléculas sintéticas baseadas na estrutura do
quinina 2 teve inicio no século XIX. Em 1850, o quimico August W. von Hofmann, sugeriu a
possibilidade de um derivado do carvéo de alcatréo ser convertido em quinina. Posteriormente,
verificou-se que ele era rico em isoquinolina e quinolina. Essas moléculas tém estruturas basicas
a partir das quais outras moléculas podem ser formadas, por meio de sucessivas reacdes
quimicas (ALLINGER et al., 2017).

O sucesso terapéutico da cloroquina, primaquina e da pirimetamina e do
diclorodifeniltriclorietano (DDT) no combate ao vetor no inicio da década de 1950, resultariam
no Programa Global de Erradicacdo da Maléria, aprovado pela OMS em 1957 (ROSENTHAL,
2001). A década de 60 é relatada como marco inicial a resisténcia aos farmacos antimalaricos,
pois neste periodo que houve consenso sobre a resisténcia a cloroquina, o que estimulou novos
programas de pesquisa e desenvolvimento (P&D) para a sintese de novos farmacos (MANZALI

DE SA, 2011). Entre as décadas de 70 e 80 prosseguiam as pesquisas de novas drogas
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antimalaricas, com o desenvolvimento de medicamentos como o fansidar, a mefloquina e a
atovaquona/proguanil. No entanto, todos eles geraram a resisténcia do protozoario. O
isolamento de derivados da artemisinina, a partir da Artemisia annua, mudou o foco da pesquisa
e do desenvolvimento de antimalaricos, isto é, da sintese de substancias de base quinolinicas
para moléculas baseadas na estrutura da artemisinina (QIGUI et al., 2007).

Classicamente os alcaloides sdo relacionados a atividade antimalérica, a investigacdo
fitoquimica da Familia Rubiaceae revelam que os alcaloides indolicos sdo seus marcadores
quimicos (CARBONEZI et al., 2004), com destaque aos isoquinolinicos e quinolinicos
(CORDELL et al., 2001) e diversas espécies sdo descritas com potencial antimalarico como a
Chinchona ledgeriana (CORDELL et al., 2001), Keetia leucantha (BERO et al., 2009) e
Morinda moridoides (ZIRIHI et al., 2005). Os alcaloides encontrados nas espécies desta
Familia demonstram efeitos farmacologicos como antiagregante plaquetério, citotoxico,

analgesico, antimalarico e anti-leishmania (FORMAGIO et al., 2014).

2.5 MECANISMO DE AQAO DAS PRINCIPAIS DROGAS ANTIMALARICAS
2.5.1 Quinino

O Quinino (QN) é o alcaloide mais importante da casca da Cinchona spp (Rubiaceae),
também chamada de quina e os primeiros registros oficiais da utilizacdo deste principio para
tratamento de quadros febris datam de 1638. Porém, a propriedade antimalarica da quina sé foi
descoberta no século XIX (1820) e, durante muito tempo, 0 QN foi o Unico antimalarico
disponivel para tratamento de malaria. Este farmaco é uma base fraca do grupo dos aminos
alcoois (quinolinometanois) que induz a um desequilibrio no vactolo parasitéforo ou digestivo
de pH &cido do Plasmodium sp. (semelhante ao que provoca a Cloroquina) inibindo, assim, a
formacdo da hemozoina ou pigmento malarico e destruindo o parasito. No entanto, esta droga
possui alta toxicidade e necessita ser administrada varias vezes ao dia devido ao seu curto tempo
de meia-vida (SCHLESINGER, 1988; CAMARGO et al., 2009).

2.5.2 Cloroquina

A Cloroquina (CQ) foi descoberta e sintetizada na Alemanha em 1934 e, um ano depois,
ja utilizada em pacientes com malaria por P. vivax durante a Segunda Guerra Mundial em
consequéncia da auséncia do Quinino. Esta droga rapidamente ganhou popularidade por ter alta
eficacia, seguranca devido sua baixa toxicidade, tolerancia e ser uma droga barata para
tratamento da mal&ria por Plasmodium sp. (BAIRD, 2004; CAMARGO et al., 2009). Esta droga

é do grupo das 4-aminoquinolinas, que tem como representantes a Amodiaquina e a Cloroquina,
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e tem acdo esquizonticida sanguinea para as espécies de Plasmodium humanas e no caso do P.
falciparum, somente para cepas ainda sensiveis a este antimalarico (RIDLEY, 1998).

A inibicdo da formacdo hemozoina ocasiona a morte do parasito que é dependente da
ligacdo do farmaco ao heme, atraves das formas mono e diméricas. A formacdo do complexo
ocasiona estresse oxidativo, que pode ocasionar, peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e
oxidacdo de proteinas e com subsequente morte do parasito (EGAN e NCOKASI, 2005). O
grupamento heme (11 ferroprotoporfirina IX) formado, que é altamente toxico, é liberado como
produto desta atividade. Este grupamento é imediatamente oxidado em hematina (Il
ferroprotoporfirina 1X), dando origem a hemozoina ou pigmento malarico por meio de uma
reacao de polimerizagdo (SULLIVAN et al., 1996; RIDLEY, 1998).

Dessa maneira, a CQ atuaria sobre os plasmodios ligando-se a hematina, evitando sua
polimerizacdo e mantendo a atividade tdxica do metabolito formado. Assim, desestrutura
membranas e proteinas celulares o que resulta na morte do parasito, ou seja, a acdo antimalarica
da CQ esta relacionada a inibicdo da formacdo da hemozoina por consequéncia dos efeitos
ocasionados pela desestabilizacdo das membranas das organelas causada pela
ferriprotoporfirina IX - FePPIX (COMBRINCK et al., 2012), como demonstrado na Figura 3.
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Fig. 3: Degradacdo da hemoglobina e acdo de compostos quinoleicos no vacutolo digestivo do P. falciparum pela
ligagdo a hematina, impedindo sua polimerizacéo e destruindo o parasito. Adaptado de Zalis, 2000.
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2.5.3 Mefloquina
A Mefloquina (MQ), assim como o QN, também pertence ao grupo dos
quinolinometanois e foi sintetizada na decada de 60, como uma droga promissora frente ao
aparecimento de cepas de P. falciparum resistentes a CQ. Porém, esta estratégia foi deficiente
em razdo de agir como esquizonticida sanguineo prolongado, uma vez que a MQ tem uma
eliminacdo lenta do organismo, o que pode facilitar a selecdo de parasitos em concentragoes
sub-terapéuticas. A principal hipdtese relacionada ao mecanismo de acdo deste agente é que
também esteja ligado a inibi¢do da formacao do pigmento malarico ou hemozoina, resultando
no acumulo da heme livre, que é toxico para o parasita (SULLIVAN, 1998; CAMARGO et al.,
2009).

2.5.4 Antifolatos

Os antifolatos sdo drogas de acao contra todas as fases de desenvolvimento do parasito
e que foram muito utilizados para prevencéo e tratamento de infec¢des por P. falciparum (Figura
4). Entre seus representantes mais conhecidos, ha o grupo das sulfonamidas (Sulfadiazina e
Sulfadoxina) e as diaminopirimidinas (Pirimetamina e Proguanil), onde a combinagdo da
Sulfadoxina com a Pirimetamina (SP) é conhecida comercialmente como Fansidar®.
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Figura 4: Esquema representativo da via metabdlica afetada pela agéo dos antifolatos Sulfadoxina-Pirimetamina
(1, 2, 3, 4): Enzimas envolvidas no processo metabolico: 1. Hidroximetil dihropteridina aldolase; 2. dihidrofolato
sintetase; 3. SHMT: serina hidroximetiltransferase; 4. TS: timidilato sintetase (Fonte: Adaptado de CAMARGO
et al., 2009).
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As drogas possuem mecanismos de acdo distintos, as sulfonamidas afetam o

metabolismo do folato pela competicdo com a enzima diidropteroato sintetase, ou seja, sao

antagonistas metabolicos competitivos do acido paraaminobenzoico (PABA), enquanto as

diaminopirimidinas impedem a utilizacdo do folato pela inibicdo da enzima diidrofolato

redutase. Desta maneira, a associacdo de drogas destes grupos induz a umefeito sinérgico
(SCHLESINGER, 1988; BRASIL, 2020; CAMARGO et al., 2009).

2.5.5 Primaquina

A Primaquina (PQ), droga do grupo das 8-aminoquinoleinas sintetizada em 1963, é ativa
contra as fases estacionarias dos plasmaédios (hipnozoitas e gametdcitos) e representa o Unico
principio ativo com eficacia e seguranca demonstrada contra as formas teciduais ou hipnozoitas
das espécies P. vivax e P. ovale ainda hoje amplamente utilizada (MIHALY et al., 1984;
LEMKE, 2008). Quanto ao mecanismo de acdo, ha escassez de conhecimentos, entretanto
propde-se que a droga interaja com o DNA do parasito, interferindo na sua sintese e fungéo
(OLLIARO, 2001).

2.5.6 Artemisinina e seus derivados

Em 1967, a Republica Popular da China comegou um projeto para desenvolvimento de
novos farmacos, empregando plantas nativas hd tempo utilizadas na medicina tradicional.
Dentre estas espécies vegetais, havia a Artemisia annua L. também conhecida como “ging hao”
desde 168 a.C. e que ja tinha uma longa historia de uso, a principio para tratamento de
hemorroidas. Contudo, o principio ativo somente foi isolado em 1972, denominado como
ginghaosu (QHS), que significa principio ativo de “ging hao”, mas que ficou conhecido no
Ocidente como Artemisinina (SCHMID e HOFHEINZ, 1983).

A Artemisinina (ART) é uma lactona sesquiterpénica que possui uma ligacéo
endoperoxido, cujo mecanismo de acdo provavel é pela clivagem das pontes de perdxido e
liberacdo de radicais livres toxicos que destruiriam o parasito, acao esta que ocorre no vacuolo
digestivo do parasito. Este composto tem diversos derivados ja sintetizados, mais ou menos
ativos do que o farmaco original e, entre eles, podemos citar a Diidroartemisinina (DQHS),
Arteméter, Artemisiteno e Artesunato de Sodio, grupo que mantém o grupamento peroxido.
Estes elementos foram descritos como endoperoxidos de primeira geracdo e sdo muito
utilizados em areas onde a resisténcia do parasito as drogas anteriores esta disseminada, como
Tailandia, China e Brasil (MESHNICK, 2001).

A ART e seus derivados possuem vantagens sobre os demais compostos, tais como

pouca ou nenhuma resisténcia cruzada com outros antimalaricos e acdo esquizonticida
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sanguinea de atuacdo mais rapida do que outros antimalaricos. No entanto, ha limitacdes como
0 curto tempo de meia-vida, biodisponibilidade baixa para formulagdes de uso oral e evidéncias
de neurotoxicidade em estudos pré-clinicos (CAMARGO et al., 2009).

2.5.7 Tafenoquina

A Tafenoquina (TQ) é uma 8-aminoquinolina sintética, derivada da primaquina,
identificada em 1978 nos Estado Unidos. Em outubro de 2019 o medicamento alcangou
registro, junto a Anvisa, para uso no tratamento da malaria vivax. Estudos coordenados pela
Fiocruz comprovam que a droga encurta o tempo de tratamento, e desta forma pode contribuir
para melhor adesao ao farmaco (FIOCRUZ, 2019).

O mecanismo de acdo da TQ ainda é desconhecido, todavia sabe-se que a droga possui
atividade contra os hipnozoitos e pressupfe-se, como nas demais 8-aminoquinolinas, que seu
metabolismo via citocromo P450, acontece por meio de oxidases, especialmente a CYP2D6
(PYBUS et al., 2012), resultando em intermediarios mais reativos, como os superdxidos. A
tafenoquina também inibe a polimerizacdo da hematina, podendo contribuir para sua atividade
esquizonticida, fatores cruciais para atividade antimalarica e tdxica da substancia (PYBUS et
al., 2012).

2.5.8 Lumefantrina

A lumefantrina (LF) € uma droga antimalarica esquizonticida sanguineo da classe dos
quinolinometanois, como o quinina e a mefloquina, foi sintetizada primeiramente na China no
final da década de 70 (CESAR et al., 2008). A ac&o antimalarica contra cepas de P. falciparum
foi demonstrada in vitro, aliada a baixa toxicidade do farmaco (ZENG et al., 1996).

O provavel mecanismo de ac¢do, como as demais drogas dos quinolinometanois, esta
relacionado a inibi¢do da producdo de hemozoina, por ligagdo ao grupo heme ou pela inibi¢éo
da heme polimerase (VALECHA et al., 2009).

2.5.9 Novas Drogas

A terapia combinada com base em Artemisinina (ACT) e seus derivados ativos é
preconizada pela OMS para o tratamento de primeira escolha da malaria por P. falciparum néo-
complicada. Nos ultimos anos, uma nova combinacdo composta pela dihidroartemisinina—
piperaquina vem sendo utilizada em larga escala em muitos paises da Asia e Africa. A
Dihidroartemisinina (DQHS) é o metabdlito ativo dos compostos de artemisinina (artesunato,
artemeter etc.) que atua promovendo a clivagem nas pontes de endoperoxidos pelo ferro,

liberando radicais livres e causando estresse oxidativo, elementos fundamentais para destruicao
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do parasito (ASOCIACION ESPANOLA DE PEDIATRIA, 2020). Ja a Piperaquina é uma
bisquinolina que tem um tempo de meia-vida prolongado e demonstra ser altamente ativa frente
as cepas de P. falciparum e P. vivax resistentes a Cloroquina (VENNERSTROM, et al., 1992).
Atualmente, a dihidroartemisinina-piperaquina (DHA-PPQ) é uma combinacao de farmacos de
primeira escolha para tratamento de P. falciparum no continente africano e do sudeste asiatico
(WHO, 2020).

A répida conversao da artemisinina em DHA, proporcionou a descoberta de analogos
mais estaveis e potentes, destacando-se o derivado carba-C10, que demonstrou atividade in
vitro e in vivo superior, além de possuir maior estabilidade e ndo ser convertido a DHA (BRAY
et al., 2005).

Outro agente que vem sendo investigado quanto as suas propriedades antimalaricas
contra o P. falciparum é a Mirincamycina — U24729A. Esta substancia é um derivado da
Lincomicina, o qual demonstra ser eficaz contra o P. falciparum em modelos experimentais.
Ha também relatos do efeito sinérgico desta substancia em associa¢do com a PQ em modelos
animais e, atualmente, os estudos estdo em fase pré-clinica (HELD et al., 2010).

Medicamentos ja em uso para tratamento de outras patologias sdo apostas futuras para
o enfrentamento da malaria, como o azul de metileno, droga utilizada no tratamento da
metahemoglobinemia. em associagdo com a primaquina — NCT02851108; o antibidtico
Fosmidomicina associado a piperaquina — NCT02198807; o farmaco antidiabético
Rosiglitazona, como terapia adjuvante para malaria grave — NCT02694874; a associacdo tripla
do Imatinibe, droga para tratamento do cancer, diidroartemisinina e piperaquina —
NCT03697668; e a combinacdo da atovaquona-proguanil mais o Sevuparin, usado no
tratamento da doenca das células falciformes — NCT01442168 (TSE et al., 2019).

2.6 PESQUISA DE PRODUTOS NATURAIS E USO ETNOBOTANICO

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades, entre elas a
maldria, é pratica comum feita pela populagdo amazonica, estudo etnobotanico realizado no
Estado do Amapa/Brasil, determinou que 16 espécies sdo utilizadas para tratamento da maléria.
Uma das espécies, que ndo apresentava estudos, a Amasonia campestres, foi avaliada da sua
atividade in vitro (P. falciparum) e in vivo (P. berghei), onde se observou elevada reducdo da
parasitemia e moderada atividade antiplasmddica (COSTA, 2013). Em outro estudo realizado
em comunidade ribeirinha no baixo Rio Negro/AM, determinou 62 espécies vegetais de 53
géneros e 34 familias botanicas diferentes, eram utilizadas no tratamento da malaria, e 25,8%
destas, foram citadas pela primeira vez em estudos etnobotanicos realizados na América Latina
para tratamento da doenca (VEIGA e SCUDELLER, 2014).
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Substancias (elipticina e olivacina) oriundas de plantas amaz6nicas demonstraram
atividade inibitoria de formacdo da hemozoina (SILVA, 2014). A j& conhecida resisténcia do
Plasmodium aos derivados do quinina e a recente resisténcia a artemisinina associada a outras
drogas observadas em paises da Asia como Mianmar, Camboja, Vietna, Tailandia, Laos e na
provincia de Yunnan, na China (WHO, 2016), justificam a busca por novas substancias que

possam ser utilizados como opc¢éo terapéutica.

2.7 DESCRICAO BOTANICA DA IPECA

A ipeca (Carapichea ipecacuanha) também conhecida como, ipeca-verdadeira, poaia,
poaia cinzenta, dentre outras, é nativa das regides sombrias e imidas. Possui grande prevaléncia
em regides de florestas tropicais da América Sul, com ocorréncia no Brasil, Colémbia,
Venezuela, Peru, Equador, Bolivia, Guianas e América Central. E uma espécie que pode chegar
a ter até 30 cm de altura sendo reconhecida por suas propriedades farmacolégicas e uso popular,
inclusive para tratamento da malaria (MILLIKEN, 1997; HUTHER et al., 2018).

A C. ipecacuanha (Figura 5) é um subarbusto da Familia Rubiaceae, sua raiz apresenta
coloracdo amareladas ou esbranguicadas, quando sao coletadas frescas, e acinzentadas, quando
desidratas (SANCHEZ, 2006). Uma caracteristica bem visivel da raiz da ipeca é a torcdo
enquanto as raizes crescem e ramificam-se com o tempo. Sua parte inferior é carnosa e fibrosa,
apresentando um odor fraco, quando frescas, e um sabor amargo e nauseante (LAMEIRA,
2002).

Figura 5: Planta adulta de C. ipecacuanha

Tem sua porcdo subterranea formada por um delgado rizoma com raizes filiformes,

aneladas e raizes lisas e delgadas (LAMEIRA, 2002). O rizoma se arca para cima e continua
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em um caule aéreo curto cilindrico, com 0,6 a 1,9 cm de didmetro, e os entrends, de 0,2 a 7,0
cm de comprimento. As folhas tém caracteristicas lisas e persistentes na parte superior dos
ramos, sendo elipticas-ovaladas, opostas, completas e inteiras. Sua inflorescéncia terminal é
envolvida por bracteas ovais, agudas e lobadas de coloracdo esverdeada apresentando
pedunculo ereto ou deflexo com 1,2 a 3,5 cm de comprimento. As flores sdo hermafroditas
sésseis e sdo encontradas em um ndmero de 12 a 150 por inflorescéncia, geralmente encontradas
nas coloragdes creme ou branca e raramente vinaceas. Seu fruto € uma baga, eliptico, com 1,0
cm x 0,7 cm, apresentando epicarpo vermelho a vinaceo, com duas sementes (LAMEIRA,
2002; BRASIL, 2011).
Na medicina popular a espécie € utilizada para tratamento de diarreia ocasionada por
Entamoeba histolystica (IMU et al., 1994), expectorante e emética (ROSSI et al., 2005) e uso
pela populacdo Amazonica no tratamento da malaria (MILLIKEM, 1997).

2.8 FITOQUIMICA, USO E PROPRIEDADE FARMACOLOGICA DA C. ipecacuanha

Nas raizes da C. ipecacuanha sdo encontradas varias substancias, como: amido,
acucares, resinas, tanino, acido malico, &cido citrico, acido ipecacuanhico e os alcaloides. Os
alcaloides sdo os que estdo relacionados as propriedades terapéuticas da planta (BOTERO et
al., 2015), sendo o principal metabdlito secundério, predominando a emetina, cefalina e
psicotrina. A emetina é o principal principio ativo presente em suas raizes e que pode ser
produzida sinteticamente a partir da metilacdo da cefalina, sendo a dihidroemetina seu analogo
sintético, distinta em apenas uma ligacdo dupla ao lado do substituinte etil (Figura 6), que

confere a forma sintética menor efeito colateral, como danos cardiacos (SILVA, 2014).

Figura 6: estrutura da dihidroemetina

Estudo envolvendo 13 populacdes de ipecas oriundas dos estados do RJ, BA, MG e ES,
demonstrou que mais de 80% das amostras apresentaram teor de emetina superior a 1%, ja 0s
teores de cefalina em 39% das amostras foram superiores a 0,3% (MARTINS et al., 2009).

O efeito do cloridrato de emetina foi avaliado em hamsters infectados com Leishmania

(Viana) brasiliensis submetidos ao tratamento com 03 doses intralesédo (IL) de 1 mg/Kg do
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alcaloide com ciclos de trés semanas de repouso entre doses. Comparados ao tratamento
convencional com Glucantime®, ambos tratamentos reduziram o tamanho médio das lesdes
(CARZOLA et al., 2001). O hidrato dicloridrato de emetina associado ou ndo a
dihidroartemisinina foi submetido a avaliacdo da atividade antimalarica utilizando clone de
Plasmodium falciparum (K1) multirresistente. A emetina demonstrou ser um potente inibidor
do parasito, com 1C50 ~ 47nM, estando associado ou ndo a dihidroartemisinina (MATTHEWS
etal., 2013).

Conforme relatado, a emetina € um dos alcaloides presentes na C. ipecacuanha e apesar
de seu uso popular na medicina tradicional no tratamento da maléria e da atividade antimalarica
de seu alcaloide majoritario, até o presente, nenhum estudo avaliou a atividade antimalérica de

seu extrato, fracdes e outros alcaloides.

2.9 INTERFERENCIA DO AMBIENTE NA COLETA DE AMOSTRAS VEGETAIS

Os relatos sobre as normas para a coleta de plantas medicinais ocorrem desde o quarto
século A.C. quando, por exemplo, 0s carrascos gregos coletavam as amostras do veneno cicuta
(Conium maculatum) sempre pelo periodo da manha, pois os niveis de colina eram maiores
(LOPES; NETO, 2007). Outro fator que também influencia é o estresse hidrico, capaz de alterar
os metabdlitos secundarios em plantas, pois pode levar um aumento na producéo de varios tipos
de metabolitos secundarios (SELMAR & KLEINWACHTER, 2013). O déficit hidrico, por
exemplo, pode alterar, de modo significativo, a producdo de 6leos essenciais e flavonoides,
como observado no estudo realizado com Lippia sidoides (ALVARENGA et al., 2011) e estas
alteracOes sdo dependentes da intensidade e da duracdo do estresse, além da espécie submetida
(LELIS et al., 2016).

O excesso de chuva pode resultar na perda de substancias hidrossoltveis nas folhas e
raizes por lixiviacdo, sabe-se que isto é aplicado as plantas produtoras de alcaloides, glicosideos
e ate mesmo Oleos vegetais (EVANS, 1996). A variacdo na composicdo dos metabolitos
tambem esté associada a espécie medicinal, como observado em Pseudobombax marginatum e
Guapira graciliflora, onde as concentra¢fes dos polifenois e dos flavonoides se mostraram
diferentes nos periodos avaliados (CHAVES et al., 2013). O teor de alcaloides pode ocorrer
pelos fatores de origem da planta, luminosidade, temperatura que é cultivada e idade da planta,
sendo que na ipeca apresenta-se em maior concentracdo em plantas com 16 meses de idade
(SILVA, 2014).

Assim, é importante avaliar o periodo em que uma planta esta sendo coletada, pois 0s
metabolitos secundarios desta podem sofrer alteracdo quantitativa e qualitativa. Estas alteraces

podem ser atribuidas a variacéo de intensidade luminosa, da temperatura, da disponibilidade de
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nutrientes no solo, estacdo climatica, pluviosidade, estdgio de desenvolvimento da planta e
sazonalidade, sendo este ultimo, um dos fatores que mais interferem em relagéo a variagGes dos

constituintes ativos de uma espécie (MARTINS, 2012).
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ABSTRACT

Psychotria ipecacuanha is a medicinal species with great prevalence in dark and humid regionsof the
tropical forests of America. It has several chemical substances such as emetine and cephalin, widely
used in antidiarrheal, amoebicide, expectorant and anti-inflammatory treatment. The study aimed to
to evaluate whether the qualitative chemical composition of theroots of P. ipecacuanha is influenced
by rainfall and average temperature. The samples were collected during periods od greater and lesser
rainfall and submitted to the washing, dehydration, grinding and extraction process in alcoholic
solution, for later qualitative analysisof their secondary metabolites. The results obtained showed that
the qualitative tests evidencedthe presence of alkaloids and tannins in the extracts of both periods
evaluated. It was concludedthat in the evaluated period and in the methodology used there is no
influence of rainfall and average temperature on the qualitative composition of secondary metabolites
in roots of P. ipecacuanha.

Keywords: Carapichea ipecacuanha; secondary metabolites; vegetable extract

RESUMO

A Psychotria ipecacuanha é uma espécie medicinal com grande prevaléncia em regiGes sombrias e
Uumidas das florestas tropicais da América. A mesma possui diversas substancias quimicas, como a
emetina e cefalina, bastante utilizadas no tratamento antidiarreico, amebicida,expectorante e anti-
inflamatério. O estudo objetivou avaliar se a composicdo quimica qualitativa das raizes de P.
ipecacuanha sofre influéncia da precipitacao pluviométrica e temperatura média. As amostras foram
coletadas durante os periodos de maior e menor precipitacdo pluviométrica e submetidas ao processo
de lavagem, desidrata¢do, moagem e extragao em solugdo alcodlica, para posterior andlise qualitativa
de seus metabdlitos secunddrios. Os resultados obtidos demonstraram que os ensaios qualitativos
evidenciaram a presenca de alcaloides e taninos nos extratos em ambos os periodos avaliados.
Concluiu-se queno periodo avaliado e na metodologia utilizada ndo ocorre influéncia da precipitagdo
pluviométrica e da temperatura média sobre a composi¢do qualitativa de metabdlitos secundarios em
raizes de P. ipecacuanha.

Palavras-chaves: Carapichea ipecacuanha; metabdlitos secunddrios; extrato vegetal

Introducao

O habito de usar plantas com finalidade terapéutica é tdo antigo quanto a espécie humana. Ao
longo da histdria, a humanidade sempre buscou amenizar suas dores ou tratar suasmoléstias através
da acdo dos principios ativos existentes nas plantas, muitas vezes de modo empirico ou por
descobertas ao acaso (LAMEIRA; PINTO, 2008). Uma grande parcela da populagdo ainda ndo tem
acesso aos servicos de saude basica e nem aos medicamentos essenciais, isso acontece principalmente
em paises emergentes como o Brasil. Desta forma, a baixa renda e o dificil acesso a estes
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medicamentos, tornam as plantas medicinais como uma alternativa terapéutica principal para muitas
comunidades. Assim, desde 1999, a World Health Organization (WHO) vem publicando monografias
selecionadas de plantas medicinais a fim decontribuir com o uso e pesquisa sobre as mesmas (WHO,
2005).

A ipeca (Psychotria ipecacuanha) também conhecida como, ipeca-verdadeira, poaia, poaia
cinzenta, dentre outras, é nativa das regides sombrias e Umidas. Possui grande prevalénciaem regides
de florestas tropicais da América Sul, com ocorréncia no Brasil, Colombia,Venezuela, Peru, Equador,
Bolivia, Guianas e também na América Central. E uma espécie quepode chegar a ter até 30 cm de altura
sendo reconhecida por suas propriedades farmacoldgicase uso popular (HUTHER et al., 2018).

A P. ipecacuanha (Figura 1) é um subarbusto da Familia Rubiaceae, sua raiz apresentacoloracado
amareladas ou esbranquicadas, quando sdo coletadas frescas, e acinzentadas, quando desidratas
(SANCHEZ, 2006). Uma caracteristica bem visivel da raiz da ipeca é a tor¢do enquanto as raizes crescem
e ramificam-se com o tempo. Sua parte inferior é carnosa e fibrosa,apresentando um odor fraco,
quando frescas, e um sabor amargo e nauseante (LAMEIRA, 2002).

Seus ramos aéreos, emitidos a partir de nés em seu rizoma, sdo cilindricos, com 0,6 a 1,9 cm
de didametro, e os entrends, de 0,2 a 7,0 cm de comprimento. As folhas tém caracteristicaslisas e
persistentes na parte superior dos ramos, ovais, elipticas e oblongadas. Sua inflorescénciaterminal é
envolvida por bracteas ovais, agudas e lobadas de coloragdo esverdeada apresentandopedunculo ereto
ou deflexo com 1,2 a 3,5 cm de comprimento. As flores sdao hermafroditas sésseis e sdo encontradas
emum numero de 12 a 150 por inflorescéncia, geralmente encontradasnas coloracdes creme ou branca
e raramente vinaceas. Seu fruto é uma baga, eliptico, com 1,0 cm x 0,7 cm, apresentando epicarpo
vermelho a vinaceo, com duas sementes (BRASIL, 2011).

Figura 1. Planta adulta de P. ipecacuanha

Seu centro de origem é o Brasil, onde pode ser encontrada na floresta, sob arvores de grande
porte, nos Estados de Mato Grosso, Rondbnia, Pard, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Pernambuco e Bahia (OLIVEIRA et al., 2010). E uma espécie ameagada de eros3o genética e extincdo,
ocasionada pelo processo de extrativismo nos dois séculos passados,ocasionando abertura de novas
fronteiras agricolas. Devido a ipeca ser uma espécie de facil adaptagcdo a um sistema de cultivo
economicamente vidvel, a planta também ¢é utilizada como modelo para o estudo de sistemas
economicamente aproveitaveis da biodiversidade em areas florestais que estdo sobre alta pressao
econOmica (ROCHA; LAMEIRA, 2011).

Nas raizes da P. ipecacuanha sdo encontradas varias substancias, como: amido, agucares,
resinas, tanino, acido malico, acido citrico, acido ipecacuanhico e os alcaloides. Os alcaloides sdo os
qgue estdo relacionados as propriedades terapéuticas da planta, como: antidiarreico, amebicida,
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expectorante e anti-inflamatdrio (BOTERO et al., 2015). Os alcaloides sdo o principal metabdlito
secunddrio, sendo predominante a emetina, cefalina e psicotrina. Os metabdlitos secundarios sdo
moléculas ativas de uma planta que podem possuir diversas funcdes, entre elas a medicamentosa.
Estes sdo extraidos e purificados de uma planta a producdo de um medicamento. Para validar uma
espécie como medicinal é necessario realizar varios estudos como o botanico, o quimico e os
farmacoldgicos (BRANDAO, 2009). A emetinaé o principal principio ativo presente em suas raizes a
mesma também pode ser produzida sinteticamente a partir da metilacio da cefalina, sendo a
dihidroemetina seu andlogo sintético, distinta em apenas uma ligacdo dupla ao lado do substituinte
etil, que confere a forma sintéticamenor efeito colateral (SILVA, 2014).

Os relatos sobre as normas para a coleta de plantas medicinais ocorrem desde o quarto século
a.C. quando, por exemplo, os carrascos gregos coletavam as amostras do veneno cicuta(Conium
maculatum) sempre pelo periodo da manh3, pois os niveis de colina eram maiores (LOPES; NETO,
2007). Outro fator que também influencia é o estresse hidrico, capaz de alterar os metabdlitos
secundarios em plantas, pois pode levar um aumento na producdo de varios tiposde metabdlitos
secundarios (SELMAR; KLEINWACHTER, 2013). O déficit hidrico, por exemplo, pode alterar de modo
significativo a produgdo de 6leos essenciais e flavonoides, comoobservado no estudo realizado com
Lippia sidoides (ALVARENGA et al., 2011) e estas alteragGes sdo dependentes da intensidade e da
duracdo do estresse, além da espécie submetida(LELIS et al, 2016).

O excesso de chuva pode resultar na perda de substancias hidrossoluveis nas folhas e raizes
por lixiviacdo, sabe-se que isto é aplicado as plantas produtoras de alcaloides, glicosideose até mesmo
Oleos vegetais (EVANS, 1996). A variacdo na composicdo dos metabdlitos também estd associada a
espécie medicinal, como observado em Pseudobombax marginatum eGuapira graciliflora, onde as
concentracdes dos polifendis e dos flavonoides se mostraram diferentes nos periodos avaliados
(CHAVES et al., 2013). O teor de alcaloides pode ocorrer pelos fatores de origem da planta,
luminosidade, temperatura que é cultivada e idade da planta,sendo que na ipeca apresenta-se em
maior concentracdo em plantas com 16 meses de idade (SILVA, 2014).

Assim, é importante avaliar o periodo em que uma planta estd sendo coletada, pois os
metabdlitos secunddrios desta podem sofrer alteragdo quantitativa e qualitativa. Estas alteragdes
podem ser atribuidas a variagdo de intensidade luminosa, da temperatura, da disponibilidade de
nutrientes no solo, estacdo climatica, pluviosidade, estdgio de desenvolvimento da planta e
sazonalidade, sendo este ultimo, um dos fatores que mais interferem em relagdo a varia¢gdes dos
constituintes ativos de uma espécie (MARTINS, 2012).

Sabe-se que uma grande parcela de todos os principios ativos utilizados na terapéutica é
extraida de produtos naturais, principalmente de espécies comumente utilizadas pela populagdo na
medicina tradicional. Os extratos sdo prepara¢des encontradas em variadas consisténcias, obtidas a
partir de matérias-primas vegetais desidratadas e preparadas porpercolagdo, maceracdo, infusdo ou
outro método adequado e validado, utilizando como solventeetanol, 4gua ou outro adequado (BRASIL,
2019).

Os extratos sao solugdes concentradas obtidos a partir do contato da droga vegetal comum
solvente, a temperatura ambiente ou ndo, por tempo determinado de acordo com a espécie utilizada
(BRASIL, 2019). Em um primeiro momento ocorre a separac¢do das substancias ativas pela acdo do
solvente, onde sdo retiradas parcial ou totalmente da matéria prima vegetal. No segundo momento,
pode ser realizada a concentragdo deste extrato por meio da eliminagdo do solvente utilizado no inicio
do processo, comumente feito por rotaevaporagdo (SANTOS, 2013). Os extratos naturais sdo
competitivos em relagdo aos sintéticos, pois sdo elaborados utilizando fontes naturais, além de
possuirem qualidades sensoriais mais proximas as suas matrizes vegetais de origem (MEIRELES, 2003).

A analise fitoquimica é importante principalmente quando ndo s3o conhecidas as
substancias quimicas presentes nas espécies utilizadas pela medicina popular. O principal objetivo
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dessa analise é conhecer estes compostos e avaliar a presenga de grupos de metabdlitossecundarios
relevantes na qualidade da planta medicinal (SIMOES et al., 2004).

Diante disso o objetivo do presente trabalho foi avaliar se a composicdo quimica qualitativa
das raizes de P. ipecacuanha cultivada no horto de plantas medicinais da Embrapa Amazonia Oriental
sofre influéncia durante os periodos de maior e menor precipitacdo pluviométrica e temperatura
média.

Metodologia

As amostras utilizadas constituiram-se das raizes da espécie P. ipecacuanha. O materialfoi
coletado no horto de plantas medicinais da Embrapa Amazénia Oriental, na cidade de Belém, no estado
do Pard, em dois periodos, abril e outubro de 2018. Uma amostra do materialvegetal foi analisada pelo
botanico Jair da Costa Freitas e uma exsicata depositada no HerbariolAN da Embrapa Amazé6nia
Oriental, exsicata IAN 197984. A espécie foi identificada como Carapichea ipecacuanha (Brot.) L.
Anderson, familia Rubiaceae, sendo P. ipecacuanha uma sinonimia a espécie.

Dados Climdticos

Os dados climaticos foram obtidos na estacdo de climatologia (Longitude: 482 27' WGre
Altitude: 12,8 m) da Embrapa Amaz6nia Oriental em Belém/PA, conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Dados mensais de temperatura média (2C) e precipitacdo pluviométrica (mm) obtidos em 2019
na estacdo agrometeorolégica da Embrapa Amazo6nia Oriental.

Més T Pp

Jan 26,3 387,1
Fev 26,2 426,8
Mar 26,3 622,2
Abr 26,7 454,4
Mai 27,0 324,7
Jun 27,1 211,9
Jul 27,0 156,6
Ago 27,2 137,2
Set 27,7 182,2
Out 27,5 204,4
Nov 27,6 220,4
Dez 27,5 346,1

T — Temperatura média, 2C
Pp — Precipitacdo pluviométrica, mm

Obtencdo dos Extratos

Em cada periodo avaliado foi coletado em torno de 840g das raizes, que em seguida foram
lavadas e retirado o excesso de dgua com papel toalha. Em seguida foram fragmentadase levadas a
estufa de secagem a temperatura de 60° C. O material foi pesado a cada 2 horas atéque o peso de
tornasse constante. Obtendo-se 154g ao final do processo. Posteriormente o material foi triturado e
passado no tamis até a obtencdo de pd. Pesou-se 100g do pd, transferiu-se para frasco ambar e
adicionou-se 1000 mL da solugdo hidroalcodlica a 70%. O macerado ficou a temperatura ambiente por
10 dias, protegido da luz e da umidade. Ao final, todo o macerado foi filtrado e obtendo-se 760 mL de
extrato.
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Prospecgdo Fitoquimica

Para os experimentos foram utilizadas técnicas simples, rapidas e seletivas para determinacao
dos diferentes metabdlitos secunddrios, os quais sdo baseados em reagGes quimicas que resultam no
aparecimento de cor ou precipitado nas amostras analisadas.

Para pesquisa de taninos, a técnica utilizada foi a reacdo colorimétrica pela adi¢do de cloreto
férrico (FeCl3) (adaptado). Onde 2 mL do extrato hidroalcodlico foi homogeneizado com 10 mL de 4gua
destilada e posteriormente adicionadas 1-2 gotas de solucdo alcodlica a 1%de FeCl3. Onde se observa
a formacdo de precipitado verde que evidencia a sua presenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA, 2009).

A identificacdo de saponinas é realizada pela técnica qualitativa de espuma (adaptado).Para
anadlise é adicionado 2 mL do extrato hidroalcodlico em um tubo de ensaio com tampa, posteriormente
adiciona-se 1 mL de dlcool a 80% e depois 12 mL de dgua destilada. Em seguida, agita-se vigorosamente
o tubo durante 15 segundos. A formacdo de espuma estavel por mais de 30 minutos é indicativa da
presenca do metabdlito secundario (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009).

Para a identificacdo de alcaloides, a técnica realizada foi a de deteccdo por meio dos reativos
gerais de alcaloides (RGA) — Bouchardat/Wagner (adaptado). Cerca de 2 mL de extrato foi
homogeneizado com 4 mL de HCl a 5% e levado ao banho-maria. Os reagentes de Mayer eWagner
foram entdo adicionados a mistura. Considera-se a turbidez do precipitado resultante como presenca
de alcaloides (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009).

A identificacdo dos flavonoides se deu a partir da reagdo de Shinoda (adaptado). 1 mL do
extrato, foi adicionado 1 mL de solugdo de acetato de chumbo a 10%. Observa-se a presencade
flavonoides pela formagdo de precipitado amarelo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA,
2009).

A pesquisa de cumarinas, ocorre a partir da dissolugdo de 2 mg do residuo em 5 mL deéter
etilico. Concentrar até 0,5 mL em banho-maria. Gotejar a solucdo etérea em papel de filtro,de modo a
formar manchas de 1 cm cada. Em seguida, adicionar uma gota de NaOH 1N. Cobrira metade da mancha
com papel escuro e expor a luz UV. A reacgdo positiva é indicada pela fluorescéncia azul na parte exposta
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 20009).

Para a identificacdo de catequinas, dissolveu-se 2 mg do residuo em 3 mL de metanol, caso
necessario filtrar. Adicionou-se 1 mL de solu¢do aquosa de vanilina 1% e 1 mL de HCl concentrado. A
formagdo de coloragdo vermelha intensa indica reagdo positiva (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA, 2009).

Para a identificagdo de terpenos, cerca de 2 mL do extrato organico foram dissolvidos em 2 mL
de cloroférmio e evaporados até a secura. Foi adicionado entdo 2 mL de acido sulfurico concentrado
e aquecido durante 2 minutos. O desenvolvimento de uma cor acinzentada indica a presenca de
terpenoides (SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2009).

Resultados e Discussao

Na identificacdo dos compostos quimicos no extrato alcodlico liquido, foi possivel observar a
presenca de alcaloides e taninos nos ensaios realizados (Tabela 2).
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Tabela 2 - Prospeccao fitoquimica da raiz da Psychotria ipecacuanha, do banco ativo de germoplasma
(BAG) da Embrapa Amazénia Oriental, coletadas em periodos com maior e menor precipitacdo (ppt)
pluviométrica.

Prospeccao fitoquimica AMOSTRAS
Menor ppt pluviométrica Maior ppt pluviométrica
1 2 3 1 2 3
Alcaloides + + + + + +

Carboidratos - - - - - _
Catequinas - - - - - -
Cumarinas - - - - - -
Flavonoides - - - - - _
Taninos + + + + + +
Terpenos - - - - - R

Saponinas - - - - - -

(+) = Presente; (-) = Ausente

A regido Amazobnica é caracterizada por periodos climatoldgicos distintos: periodo commaior
precipitacdo pluviométrica, de transicdo e o periodo com menor precipitacdo, estudo queavalia os
efeitos de longo prazo do desmatamento progressivo da Amazonia sobre a precipitagdo no Brasil,
revelam que em qualquer proje¢do os maiores indices pluviométricos ocorrem no primeiro
quadrimestre do ano, com maior pico em margo, e nos dois Ultimos mesesdo ano, com indices
superiores a 7mm/dia (AMORIM et al., 2019). No presente estudo observa-se que no primeiro
guadrimestre de 2019 a precipitacdo foi superior a 12mm/dia. Nestes mesesa diferenca chegou a ser
superior a 45% de precipitagdo pluviométrica. Durante o periodo de menor precipitagdo os indices ndo
foram inferiores a 4,5mm/dia, e comparando os periodos decoleta (abril e outubro) a diferenca chegou
a ser superior 122% de precipitagdo. Entretanto estasdiferengas na precipitagdo ndo interferem, de
modo qualitativo, no metabolismo da planta, poisnos periodos avaliados os resultados das andlises
mostram-se semelhantes. Para Bastos et al. (1993) a chuva influencia diretamente nos estagios de
desenvolvimento das plantas, bem comonos processos de producdo vegetal e na organizacdo do
espaco, diferentemente do observado por Monteiro et al. (2019) em seus estudos com café (Coffea
arabica), onde a restricdo hidricafavoreceu o acimulo de aminoacidos, fato ndo observado na
concentragdo de compostos fendlicos.

No estudo fitoquimico qualitativo realizado, observou-se a presenca de alcaloides e taninos,
resultado semelhante ao verificado por Lameira (2002), onde relata que naraizde ipecasdo encontrados
metabolitos secundarios com grande finalidade farmacoldgica, entre eles, os alcaloides e os taninos.
O resultado caracteriza que a sazonalidade nao altera qualitativamente a producdo de metabolitos
secundarios da ipeca. Nos estudos conduzidos por Duarte (2006), considerando os efeitos da
sazonalidade das amostras oriundas da Embrapa Amazénia Orientale cultiva no Rio de Janeiro e usando
o método de ressonancia magnética nuclear de alta resolucdo, observou que no outono houve uma
maior quantidade de alcaloides (1,84% de cefalina e 0,63% de emetina), o que pode caracterizar como
a melhor época para se coletar a planta. Fato que talvez ndo se observe em nosso estudo, pois na
regido sudeste as quatro estacbes climaticas sdo bem definidas, diferentemente das condicGes
encontradas na regidao Norte.

Nas andlises de identificagdo dos demais metabolitos secunddrios sdo semelhantes aos
observados por Lameira (2002), Duarte (2006) e Viegas et al., (2014), que n3do relatam em seusestudos
a presenca destes, isto nos leva a crer que tanto as condi¢cdes ambientais, quanto o cultivo ndo alteram
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a fisiologia da espécie que poderia acarretar o surgimento de novos metabdlitos. Para Larcher (2000)
a brotacdo da P. ipecacuanha, hd uma relacdo entre as condi¢Ges climdticas e a percentagem dela,
visto que ha um mecanismo de regulacdo que evitaa brotacdo em condi¢des desfavoraveis.

A temperatura média maxima e minima do ar, no periodo chuvoso foi 32,01 2C e 23,452C e no
periodo de estiagem 35,1 2C e 22,7 2C. Em regiGes Umidas o seu desenvolvimento é mais acentuado
em relagdo as regides secas, pois sua espécie exige um equilibrio entre a temperatura e umidade do
ar, ou seja, a espécie necessita da troca de d4gua com a atmosfera e osolo para que ocorra o bom indice
de velocidade de brotacdo (IVB) da mesma. O trabalho conduzido por Coelho et al., (2013) mostraram
gue durante um periodo de sete dias, temperaturas abaixo de 25°C em experimento na fase de campo,
ocasionam danos as estacas deraiz da ipeca. A estratificacdo das estacas em baixas temperaturas inibe
a formacdo de raizes eimpede a brotacdo. Segundo LAMEIRA (2002), a ipeca é uma planta que se
propaga em determinadas condicoes, e a temperatura elevada é um exemplo de condi¢cGes energéticas
gue aespécie exige e tolera bem. No entanto, os fatores enddgenos também influenciam na
sobrevivéncia das estacas, como por exemplo, o teor de carboidrato (DIAS et al., 2013).

Conclusdo
No periodo avaliado e na metodologia utilizada ndo ocorre influéncia da precipitacdo

pluviométrica e da temperatura média sobre a composi¢do qualitativa de metabdlitos secundarios em
raizes de ipecacuanha.
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RESUMO

A maléria € uma doenca infecciosa causada por parasitos do género Plasmodium, ocorrendo,
em 2020, 133.837 casos autoctones de malaria somente na Amazonia brasileira. Acervo de
farmacos estad comercialmente disponivel para o tratamento da doenca. Contudo, alerta-se para
a emergéncia e disseminacdo de resisténcia a grande parte dos esquemas terapéuticos
disponiveis, em especial relacionado ao P. falciparum. Sendo assim, buscar alternativas
terapéuticas € urgente e crucial para mitigar este cenario, sendo as plantas importantes fontes
de farmacos antimalaricos, sobretudo, os especimes vegetais ricos em alcaloides. Dentre estas
espécies, pode-se citar a Amasonia campestres, que demonstrou elevada reducdo da parasitemia
e moderada atividade antimalarica nos estudos in vitro e in vivo realizados, além da Cinchona
ledgeriana, Keetia leucanta, Morinda moridoides e Carapichea ipecacuanha (Brot.) L.
Andersson, espécie que merece atencao especial, dentre outras. A Carapichea ipecacuanha ja é
utilizada na medicina tradicional para o tratamento da maléria e o alcaloide emetina é o principal
principio ativo presente nas raizes da C. ipecacuanha, podendo ser produzido sinteticamente a
partir da metilacdo da cefalina. Porém, apesar destes achados promissores, ainda ha escassez de
estudos para avaliacdo da atividade antimalarica do extrato desta planta, assim como das fragdes
e/ou outros alcaloides até 0 momento. Assim, necessita-se urgentemente ampliar as pesquisas
sobre o desenvolvimento técnico e tecnoldgico de farmacos de origem vegetal visando,
principalmente, a sintese de novos principios ativos a partir de protétipos vegetais oriundos da

flora encontrada no bioma brasileiro, em especial, da regido Amazonica.
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Palavras-chave: Farmaco, Resisténcia, P. falciparum, Carapichea ipecacuanha.

INTRODUCAO: MALARIA, UM BREVE HISTORICO

A maléria é uma doenca infecciosa causada por um parasito unicelular do género
Plasmodium (BRUCE-CHWATT, 1980), cuja transmissao ocorre de forma vetorial pela fémea
de mosquitos culicideos do género Anopheles (FORATTINI, 2002). Hipdcrates foi o primeiro
a detalhar as febres intermitentes da maléria e associar a doenga com 0 meio ambiente, em
especial aos corpos d’agua. Os romanos fizeram a mesma correlagdo, pois acreditavam que as
pessoas eram infectadas quando respiravam o ar dos pantanos, assim o termo malaria surgiu do
latim “mal — mau’ e ‘aria — ar”. Posteriormente, os franceses associaram a malaria ao termo
“paludismo” (pantano) (BRUCE-CHWATT, 1988; FRANCA, SANTOS, FIGUEROA-
VILLAR, 2008).

A malaria permanece como uma das principais causas de morbimortalidade no mundo.
A Organizagdo Mundial da Satude (OMS) estimou que em 2019 quase quatro bilhdes de pessoas
estariam suscetiveis a malaria, com registros de aproximadamente 228 milhdes de casos e 405
mil mortes relacionadas a esta doenca em diferentes regides do globo. A carga global da malaria
esta concentrada na Africa Subsaariana, mas a doenca também é uma preocupacio nas
Américas, em especial no Brasil, que reporta quase metade dos casos registrados neste
continente (WHO, 2020). No Brasil, em 2020, 133.837 casos autdctones de malaria foram
notificados somente na Amazbnia brasileira; 88,9% destes eram infec¢bes Unicas por
Plasmodium vivax, 11,1% monoinfec¢bes por Plasmodium falciparum e maléaria mista
(SOUZA et al., 2019; BRASIL, 2021).

O ciclo biolégico da malaria envolve dois hospedeiros para completar o
desenvolvimento do parasito: o hospedeiro vertebrado, no qual acontece reprodugédo assexuada
(esquizogdnica), e o vetor fémea do género Anopheles sp., em que ocorre a reproducao sexuada
(esporogbnica; MURGATROYD, 1952). No vertebrado, o ciclo inicia com a inoculacéo de
formas esporozoitas do parasito na derme do hospedeiro durante o repasto sanguineo pelo
mosquito Anopheles. Os esporozoitos na corrente sanguinea migram e se alojam nos
hepatdcitos (ciclo exoeritrocitario), formando uma camada de protecdo chamada vacuolo
parasitoforo, sofrendo transformacdes e multiplicacdes por esquizogonia, culminando com a
formacgé@o de merozoitos que séo liberados na corrente sanguinea (MILLER et al. 2002). As
espécies P. vivax e Plasmodium ovale apresentam estagios exoeritrociticos persistentes,
chamados hipnozoitos, que sdo estagios unicelulares que permanecem latentes por anos e sdo
responsaveis pelas recaidas nestas duas espécies (MURGATROYD, 1952; FARID,
KILPATRICK, CHIODINI, 1993).
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Uma vez na corrente sanguinea, 0os merozoitos invadem os eritrocitos (MILLER et al.,
2002), passam por uma série de transformagdes morfoldgicas e estruturais e se convertem em
trofozoitos jovens que, por sua vez, sofrem processo de maturacéo, originando 0s esquizontes,
que rompem as hemacias e liberam merozoitos, os quais invadem novas células reiniciando o
ciclo celular. Apos algumas geracbes de merozoitos eritrociticos, algumas formas se
diferenciam em estagios sexuados, chamados de gametdcitos, que ndo mais se dividem e sdo
os estagios infectantes para 0 mosquito, dando inicio ao ciclo bioldgico no vetor, ciclo sexuado
ou ainda, esporogonico (VOZA et al., 2012; JOSLING & LLINAS, 2015).

Os sintomas clinicos decorrentes da infeccdo pelas espécies do género Plasmodium
ocorrem na fase eritrocitica e a maioria dos farmacos atua nesta fase, impedindo que formas de
trofozoitos jovens se convertam em esquizontes (GREENWOOD et al., 2008). No entanto, o
desenvolvimento de novos farmacos que atuem nos estagios hepaticos é crucial e urgente, em
especial, para o controle da malaria pelo P. vivax. Neste sentido, as plantas sdao importantes
fontes de farmacos antimalaricos, principalmente, as espécies ricas em alcaloides. Ressalta-se
também que as principais estratégias para reducdo da morbidade e mortalidade pela maléria
estdo amparadas pela associacdo do diagndstico oportuno e tratamento imediato dos casos
detectados (BRASIL, 2021).

DESENVOLVIMENTO
- Descoberta dos principais antimalaricos e contribuicdes das plantas medicinais para o
tratamento da malaria

No século XVII, missionarios Jesuitas descobriram que tribos indigenas sul-americanas
utilizavam a casca de uma arvore para o tratamento de febres intermitentes. O principio ativo
desta arvore, o quinino, foi isolado em 1820 por Pelletier e Caventou, e manteve-se como
farmaco de eleicdo para tratamento da maléria até o século XX, quando em 1910 foram
registrados os primeiros relatos de resisténcia a este farmaco (PELLETIER & CAVENTOU,
1820; WONGSRICHANALAI et al., 2002; OLIVEIRA & SZCZERBOWSKI, 2009).

A técnica para o desenvolvimento de moléculas sintéticas baseadas na estrutura do
Quinino (Figura 1A) teve inicio no século XIX. Em 1850, o quimico August W. von Hofmann
sugeriu a possibilidade de um derivado do carvdo de alcatrdo ser convertido em quinino.
Posteriormente, verificou-se que este era rico em isoquinolina e quinolina. Estas moléculas tém
estruturas basicas das quais outras moléculas podem ser formadas, por meio de sucessivas
reacOes quimicas (ALLINGER et al., 2017). A partir do quinino, novos farmacos antimalaricos

foram desenvolvidos.
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O quinino pertence a classe das quinolinas que incluem as 4-aminoquinolinas, as 8-
aminoquinolinas e os alcoois quinolinicos, sendo ativos contra formas eritrociticas de
Plasmodium sp. Trata-se de uma base fraca que induz ao desequilibrio no vacuolo parasitéforo
ou digestivo de pH &cido do Plasmodium sp., assim, impedindo a formacao da hemozoina ou
pigmento malarico, resultando na destruicdo do parasito. No entanto, este fArmaco possui alta
toxicidade e necessita ser administrado varias vezes ao dia devido ao seu curto tempo de meia-
vida (SCHLESINGER, KROGSTAD, HERWALDT, 1988; CAMARGO et al., 2009).

Na classe das quinolinas, tem-se também a cloroquina (Figura 1B), que foi descoberta
e sintetizada na Alemanha em 1934 e, um ano depois, ja comegou a ser utilizada em pacientes
infectados por P. vivax durante a Segunda Guerra Mundial. A cloroquina rapidamente ganhou
popularidade por ter alta eficacia, seguranca devido sua baixa toxicidade, tolerancia e ser um
farmaco de baixo custo para tratamento da malaria por Plasmodium sp. (BAIRD, 2004,
CAMARGO et al., 2009). Este farmaco tem ac¢do esquizonticida sanguinea para as espécies P.
vivax, Plasmodium malariae, P. ovale, Plasmodium knowlesi e, no caso do P. falciparum,
somente para as cepas ainda sensiveis. E importante destacar que resisténcia do P. falciparum
a cloroquina é encontrada em quase todos os paises endémicos, sobretudo, na Africa Oriental e
somente poucos paises da América Central, como Haiti e Republica Dominicana, ainda ndo
relataram resisténcia do P. falciparum a esta droga (RIDLEY, 1998; HYDE, 2002; 2005; 2007;
HAMRE et al., 2020).

Outro farmaco pertencente a mesma classe das quinolinas é a mefloquina (Figura 1C),
que foi sintetizada na década de 60, destacando-se como uma droga promissora frente ao
aparecimento de cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina. Porém, esta estratégia foi
comprometida em razdo deste farmaco agir como esquizonticida sanguineo prolongado, uma
vez que a mefloquina tem uma eliminag&o lenta do organismo, o que pode facilitar a selecdo de
parasitos resistentes (FRANCA, SANTOS, FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Figura 1: Estrutura quimica dos farmacos antimaléricos da classe das quinolinas. Legenda: A-Quinina, B-

Cloroquina, C- Mefloquina.
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De plantas medicinais foi isolado o lapachol, uma naftoquinona, e seu analogo
atovaquona (Figura 2A), que se mostrou mais potente como antimalarico e menos toxico
quando comparado aos demais analogos. O mecanismo de acdo deste farmaco foi atribuido a
competicdo pelo sitio catalitico da ubiquinona na mitocéndria do parasito, causando colapso no
transporte de elétrons nesta organela, impedimento o fornecimento da dihidrooratato
desidrogenase e inibindo a biossintese de purinas (NIXON et al., 2013). Ainda nos anos 60 (séc.
XX), a Republica Popular da China realizou um programa sistematico de estudo das plantas
medicinais visando a busca de novos farmacos (KLAYMAN, 1985). Artemisia annua L. tinha
uma longa historia de uso para o tratamento de hemorroidas e como antifebril (MESHNICK,
TAYLOR, KAMCHONWONGPAISAN, 1996). Em 1978, a decoccédo de A. annua e Carapax
trionycis foi usada para tratamento da malaria e, em 1971, foi demonstrado que o extrato etéreo
de A. annua apresentava atividade antimalarica. No ano seguinte foi isolado o principio ativo,
denominado ginghaosu e esta substancia ficou conhecida no Ocidente como artemisinina
(Figura 2B; KLAYMAN, 1985).

O isolamento de derivados da artemisinina mudou o foco da pesquisa para moléculas
baseadas na estrutura quimica desta substancia. A artemisinina é uma lactona sesquiterpénica
(QIGUI, MILHOUS, WEINA, 2007), que possui uma ligacao endoperdxido, e os derivados
mais comuns sdo a diidroartemisinina, arteméter (Figura 2C), artemisiteno e artesunato de sédio
(Figura 2D; LUO & SHEN, 1987; BALINT, 2001).

Figura 2: Estrutura quimica dos farmacos atovaquona, artemisinina e derivados. Legenda: A- Atovaquona, B-

Artemisinina, C- Artemeter, D- Artesunato.
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Como relatado anteriormente, dois dos principais farmacos utilizados no tratamento da
malaria, quinino e artemisina, foram isolados de espécies vegetais que j& tinham tradi¢do
milenar pelo uso popular. Portanto, a busca por moléculas oriundas de produtos naturais para
combater a maldria constitui importante estratégia, sobretudo, frente a emergéncia e propagacéo
de cepas de plasmadios resistentes aos antimalaricos disponiveis. Pois, em razdo da diversidade
estrutural, os elementos extraidos de plantas podem ser sintetizados para formar novos
compostos que, por sua vez, podem ampliar as opcOes terapéuticas para o tratamento efetivo da
maléria (DOLABELA, 2007; GOMES, 2010; DOLABELA et al., 2015).

Ressalta-se ainda que o caminho para uma substancia de origem vegetal se tornar
efetivamente um farmaco com atividade antimaléarica comprovada, compreende o0 seguimento
de alguns critérios de selecdo, como: 1- a substancia selecionada deve demonstrar atividade
antimalarica tanto em cepas de P. falciparum resistentes como nas sensiveis a cloroquina, 2-
esta mesma substancia deve ser seletivamente tdxica aos plasmaodios, 3- a substancia deve ser
capaz de destruir e eliminar os parasitos da malaria em camundongos, mas sem apresentar
toxicidade, e 4- a substancia deve apresentar atividade farmacoldgica também pela via de
administracdo oral (WRIGHT, 2005).

- Resisténcia dos plasmodios aos antimalaricos e a necessidade de buscar novos farmacos

A resisténcia dos plasmddios aos antimaléaricos € um dos maiores desafios ao controle
da malaria, além dificultar os esforcos globais para eliminar a doenga. O monitoramento da
prevaléncia de parasitos resistentes a um farmaco é elemento crucial para as estratégias de
controle e eliminac&o, pois este conhecimento dara subsidios técnicos para a escolha e aplicacédo
do protocolo terapéutico apropriado. O fenémeno da resisténcia se deve ao principio da
evolucdo das especies, em que a pressdo dos farmacos desempenha fungdo essencial no
processo de selecdo natural dos parasitos resistentes dentro do hospedeiro (HASTINGS &
DONNELLY, 2005).

A resisténcia in vivo foi classicamente definida pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como “capacidade que uma dada populacdo de parasitos tem para se multiplicar ou
sobreviver, na presenca de concentracbes de farmaco que, habitualmente, destruiriam o0s
parasitos da mesma espécie ou impediriam a sua multiplicagao” (WHO, 1973). Portanto, para
a confirmacao da resisténcia do Plasmodium sp. a um antimalarico é necessario evidenciar que
0s parasitos sao recrudescentes em um individuo que, comprovadamente, fez uso de tratamento
antimalérico e que a concentragdo sanguinea eficaz do farmaco ou de seus metabdlitos
biologicamente ativos foi mantida por, a0 menos, quatro ciclos parasitarios (NSANZABANA
etal., 2018).
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A multirresisténcia a antimalaricos faz referéncia ao fenétipo de resisténcia a dois ou
mais farmacos, fato que tem sido observado, principalmente em P. falciparum. Este fenétipo
pode acontecer em simultaneo ou como resultado de resisténcia cruzada. A resisténcia a varios
antimalaricos em simultaneo resulta da utilizacao frequente e simultanea dos mesmos, causando
uma pressao seletiva que culmina no aparecimento de multirresisténcia. Ja a resisténcia cruzada
entre antimalaricos esté relacionada aos aspectos comuns de seus mecanismos de acéo (fatores
farmacodinamicos), bem como aos mecanismos de resisténcia que estdo correlacionados (LE
BRAS & DURAND, 2003).

A longo prazo, o uso de diferentes farmacos também leva ao surgimento de cepas de
parasitos multirresistentes. Por outro lado, a adog&o de esquemas de associagdo ou combinacao
de farmacos que atuam em alvos diferentes no parasito diminui a probabilidade do surgimento
de cepas resistentes (TARGETT et al., 2001; NOSTEN & BRASSEUR, 2002).

Devido a limitacdo de ensaios in vitro e a escassez de marcadores moleculares
confiaveis para P. vivax, a falha terapéutica é constantemente adotada como alternativa a analise
de resisténcia emergente desta espécie aos antimalaricos. Contudo, ressalta-se que resisténcia e
falha terapéutica sdo fenébmenos distintos. Falha terapéutica representa auséncia da resolucédo
de manifestacdes clinicas ap6s tratamento com um determinado farmaco, podendo ser
influenciada pela dosagem incorreta, ndo adesdo do individuo ao tratamento (posologia,duracdo
do tratamento, etc.), qualidade do farmaco, interacbes farmacoldgicas, variagdes
interindividuais na farmacocinética do medicamento (exemplo: baixa absor¢do ou réapida
eliminacdo) e insuficiente ou fraca biotransformacao das pro-drogas devido as caracteristicas
farmacogenéticas. Quanto a resisténcia, € um fendbmeno de maior complexidade que falha
terapéutica, no qual o surgimento é influenciado por fatores relacionados ao parasito,
hospedeiro, vetor e farmaco (WHO, 2020; 2021).

A resisténcia do P. falciparum a cloroquina surgiu de forma independente no final da
década de 50 na Colémbia e no Brasil bem como na regido de fronteira Tailandia-Camboja e
se expandiu para a Africa no final dos anos 70 (ROSARIO, 1976; ZALIS, 2000; WHITE, 2004;
GREENWOOD et al., 2008; CAMPBELL, 2009). A resisténcia do P. vivax a cloroquina so foi
registrada pela primeira vez décadas depois, em amostras provenientes de dois soldados
australianos que viajaram para Papua Nova Guiné (RIECKMANN, DAVIS, HUTTON, 1989).
No restante das areas endémicas com circulacdo do P. vivax, a cloroquina permanece eficaz
como esquizonticida sanguineo. Porém, a resisténcia esta evoluindo e ja foi detectada no Sul e
Sudeste Asiatico, Oriente Médio, Africa Oriental e Américas (PRICE et al., 2014;
GONCALVES, CRAVO, FERREIRA, 2014; CHU & WHITE, 2016). Ressalta-se que a regido

peninsular do sul da Asia é responsavel pela maior parte da carga global da malaria por P. vivax
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(BATTLE et al., 2019), contudo a resisténcia do P. vivax a cloroquina permanece incomum
(PRICE et al., 2014; CHU & WHITE, 2016; FERREIRA et al., 2021).

Observac0es de diminuicdo da suscetibilidade dos plasmodios ao quinino e mefloquina
tém sido evidenciadas, em especial, na area de fronteira Tailandia-Camboja, regido considerada
de resisténcia a multidrogas. Nesta area, a mefloguina j& apresenta falha clinica de mais de 50%
e 0 quinino reducéo da sensibilidade. E importante citar que a distribuicdo espacial dos casos
esporédicos de falhas terapéuticas a estas drogas do grupo das quinolinas, quer sejam utilizados
para fins de profilaxia em viajantes como para tratamento, abrange areas na Asia, Africa e
América do Sul (SU & WOOTTON, 2004; HYDE, 2007; CHAIJAROENKUL,
WISEDPANICHKIJ, NA-BANGCHANG, 2010; FERREIRA et al., 2021).

A terapia combinada com base em artemisinina e seus derivados é defendida como a
melhor opc¢do de tratamento para controlar a rapida emergéncia da resisténcia dos plasmodios
as drogas antimalaricas. Entretanto, a primeira evidéncia publicada de resisténcia do P.
falciparum ao tratamento com a artemisinina foi observada em Ruanda no ano de 2020. E,
apesar do aparecimento e deteccdo destas cepas mutantes, o tratamento a base de artemisinina
e seus derivados permanece com eficacia acima de 90% nas diversas areas endémicas para
maléria ao redor do mundo (UWIMANA et al., 2020; FERREIRA et al., 2021).

No que concerne a espécie P. vivax, a resisténcia & artemisinina e seus derivados ainda
ndo foi descrita. Quanto a resisténcia desta espécie a cloroquina no Brasil, os primeiros relatos
foram divulgados na década de 90 no municipio de Manaus (ALECRIM, ALECRIM,
MACEDO, 1999; ALECRIM et al., 1999). E nesta mesma regido, outras investigacdes também
relataram taxa de até 10% de falha terapéutica (CHEHUAN et al., 2013; MARQUES et al.,
2014).

Em relagdo & primaquina, tolerdncia ou resisténcia do P. vivax a esta droga permanece
incerta. Pois, diante de doses fixas deste farmaco, individuos com sobrepeso podem estar
sujeitos a subdosagem, e este evento pode ser equivocadamente atribuido a resisténcia do P.
vivax a primaquina. Ademais, ha evidéncias cientificas que demonstram que o processo de
conversdo da primaquina nos metabdlitos bioativos depende do citocromo P450 do figado, mais
precisamente da isoforma CYP2D6. Sendo assim, individuos classificados como
metabolizadores lentos ou intermediarios podem manifestar menor atividade terapéutica com
consequente aumento do risco de recaida, em razdo de uma base farmacocinética e nédo
necessariamente em funcéo de resisténcia. Portanto, é essencial que os estudos sobre eficécia
clinico-terapéutica da primaquina incluam avaliagdes farmacogenéticas e/ou fenotipicas
concomitantes para amparar qualquer analise cientifica relacionada a possivel resisténcia a
primaquina (CHU & WHITE, 2016; COSTA et al., 2017; FERREIRA et al., 2021).
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Diante desse panorama, devem-se priorizar as seguintes acdes: 1- monitoramento da

eficacia clinico-terapéutica aos antimalaricos, 2- monitoramento da prevaléncia de parasitos

resistentes a estes farmacos, 3- vigilancia gendmica do fendmeno da resisténcia, e 4-

desenvolvimento de novos medicamentos (MENARD & DONDORP, 2017; FERREIRA et al.,
2021).

- As plantas medicinais amazbnicas e alguns estudos para andlise da atividade
antimalarica

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de doencas febris, entre elas a
malaria, é pratica comum pela populacdo Amazonica. Alguns estudos realizados na Amazonia
demonstraram que diferentes espécies, pertencentes a diferentes familias vegetais sdo utilizadas
com estes objetivos terapéuticos (COSTA, 2013).

Entre os povos amazdnidas, o conhecimento tradicional dos povos indigenas possui uma
grande importancia. Ressalta-se que na corrida da colonizacéo da regido, sem duvidas nenhuma,
os povos indigenas foram os mais vitimados pelas epidemias, dentre estas, a maléria merece
um destaque especial. O problema foi agravado pelo desenvolvimento de cepas da espécie P.
falciparum resistentes a cloroquina. Estudo realizado com a comunidade indigena Yanomami
no estado de Roraima levou a coleta de mais de 90 espécies vegetais, muitas das quais ja haviam
sido citadas para o uso no tratamento de malaria e febres em outros lugares. Descobriu-se que 0
conhecimento sobre plantas com atividade antimalarica varia muito entre as comunidades e,
em alguns casos, ha evidéncias de experimentacdo recente. A triagem inicial dos extratos de
plantas mostrou ainda uma alta incidéncia de atividade antimal&rica entre as espécies coletadas
(MILLIKEN, 1997).

Estudo realizado na década de 80 em area da Amaz6nia, onde se substituiu a abordagem
empirica de testagem das plantas medicinais pela triagem baseada na informacgdo de uso
tradicional, observou que outras espécies vegetais, muitas nao incluidas no grupo de “familias
reconhecidas como febrifugas”, parecem ser promissoras como substancias ativas com
atividade antimaléarica (BRANDAO, BOTELHO, KRETTLI, 1985).

Estudo etnoboténico realizado no estado do Amapa determinou que 16 espécies sao
utilizadas para tratamento da malaria. Uma das espécies, a Amasonia campestres, foi avaliada
quanto a sua atividade in vitro (P. falciparum) e in vivo (P. berghei), onde observou-se elevada
reducdo da parasitemia e moderada atividade antiplasmodica (COSTA, 2013). Outro estudo
realizado em comunidade ribeirinha no baixo rio Negro, estado do Amazonas, identificou 62

especies vegetais de 53 géneros e 34 familias boténicas diferentes utilizadas no tratamento da
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maldria, enquanto 25,8% destas foram citadas pela primeira vez em estudos etnobotanicos
realizados na América Latina para tratamento da doenca (VEIGA & SCUDELLER, 2014).

Em relagdo as plantas medicinais promissoras como principios ativos com agdo
antimalarica, muitas possuem como composto ativo alcaloides, sendo frequente a comprovacéo
da atividade antimalarica de espécies pertencentes as familias Apocyanceae e Rubiaceae
(DOLABELA et al., 2015; BRANDAO et al. 2020). Classicamente, os alcaloides relacionados
a atividade antimalarica e a investigacdo fitoquimica da familia Rubiaceae revelam que os
alcaloides inddlicos séo seus marcadores quimicos (WENKERT et al., 1976), com destaque aos
isoquinolinicos e quinolinicos e diversas espécies sdo descritas com potencialantimalarico, como
a Cinchona ledgeriana (CORDELL, QUINN-BEATTIE, FARNSWORTH, 2001), Keetia
leucantha (BERO et al., 2009) e Morinda moridoides (ZIRIHI et al., 2005). Os alcaloides
encontrados nas espécies desta familia demonstram efeitos farmacoldgicos como antiagregante
plaquetario, citotoxico, analgésico, antimalarico e antileishmania (FORMAGIO et al., 2014).
Nesta familia, uma espécie merece uma atencao especial, a Carapichea ipecacuanha (Brot.) L.
Andersson. A C. ipecacuanha, também conhecida como ipeca- verdadeira, poaia, poaia
cinzenta, dentre outras sinonimias, é nativa das regides sombrias e Umidas. Possui grande
prevaléncia em regides de florestas tropicais das Américas, comocorréncia na América Central,
Colbmbia, Venezuela, Peru, Equador, Bolivia, Guiana e Brasil,onde desde a década de 90 vem
sendo utilizada pela populacdo Amazonica no tratamento da malaria (MILLIKEM, 1997). Nas
raizes da C. ipecacuanha séo encontrados: amido, acucares,resinas, tanino, acido malico, acido
citrico, acido ipecacuanhico e os alcaloides, que estao relacionados as propriedades terapéuticas
da planta (BOTERO, URREA, NARANJO, 2015), sendo o principal metabdlito secundario,
predominando emetina, cefalina e psicotrina. A emetina é o principal principio ativo presente
nas raizes da C. ipecacuanha e pode ser produzidasinteticamente a partir da metilacdo da
cefalina, sendo a dihidroemetina seu anélogo sintético, distinta em apenas uma ligagdo dupla ao
lado do substituinte etil (Figura 3), que confere a forma sintética menor efeito colateral (SILVA,
2014).

Figura 3: Estrutura quimica da dihidroemetina.
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Estudo envolvendo 13 populacdes de ipecas oriundas dos estados do RJ, BA, MG e ES,
demonstrou que mais de 80% das amostras apresentaram teor de emetina superior a 1%, ja 0s
teores de cefalina em 39% das amostras analisadas foram superiores a 0,3% (MARTINS et al.,
2009).

O efeito do cloridrato de emetina foi avaliado em hamsters infectados com Leishmania
(Viana) brasiliensis submetidos ao tratamento com 03 doses intralesdo (IL) de 1 mg/Kg do
alcaloide com ciclos de trés semanas de repouso entre doses. Comparados ao tratamento
convencional com Glucantime®, ambos os tratamentos reduziram o tamanho médio das
lesbes (CARZOLA et al., 2001). O hidrato dicloridrato de emetina associado ou ndo a
dihidroartemisinina foi submetido a avaliagdo da atividade antimalérica utilizando clone de P.
falciparum (K1) multirresistente. A emetina demonstrou ser um potente inibidor do parasito,
com CI50 ~ 47nM, estando associado ou ndo a dihidroartemisinina (MATTHEWS et al. 2013).

Conforme relatado, a emetina é um dos alcaloides presentes na C. ipecacuanha e apesar
de seu uso popular na medicina tradicional no tratamento da maléria e da atividade antimalarica
de seu alcaloide majoritario, ha escassez de estudos para avaliacdo da atividade antimalarica de

seu extrato, fracdes e outros alcaloides até 0 momento (DUARTE, 2006).

CONSIDERACOES FINAIS

Diante do panorama exposto associado a disseminacdo da resisténcia do P. falciparum
aos farmacos antimaléricos disponiveis, € urgente a busca por alternativas terapéuticas para
mitigar os desafios apresentados. Neste sentido, as plantas medicinais sempre deram
importantes contribui¢des para promocdo da salde da populagdo. Alem disto, os elementos
isolados a partir dos extratos vegetais representam uma importante fonte para a geragdo de
prototipos candidatos a novos farmacos com atividade antimalérica, uma vez que agregam
varios elementos estratégicos, como: 1- ampliacdo dos recursos terapéuticos, 2- conservacao
dos conhecimentos, préaticas e saberes populares, 3- preservacao da biodiversidade e educacéo
ambiental, e 4- colaboragéo para o desenvolvimento socioeconémico da populacéo.

Entretanto, muitas espécies vegetais utilizadas popularmente para o tratamento de
doencas febris, entre elas a malaria, ainda carecem de estudos e, neste aspecto, importantes
entidades terapéuticas podem estar sendo perdidas. Por conseguinte, urge a ampliacdo das
pesquisas sobre o desenvolvimento técnico e tecnoldgico de farmacos de origem vegetal,
particularmente, para a producéo de novos principios ativos a partir de arquétipos ou moléculas

vegetais oriundos da flora encontrada no bioma brasileiro, em especial, da regido Amazonica.
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INFLUENCE OF RAINFALL AND PHENOLOGY ON THE PROFILE OF EMETINE AND
CEPHALIN IN Carapichea ipecacuanha (BROT.) L. ANDERSSON (RUBIACEAE)

Carapichea ipecacuanha popularly known as ipecac, poaia, ipecacuanha, is a plant recognized for its
pharmacological properties and popular use, with high economic value and form being threatened with
extinction. Currently there is a collection of the species cultivated in the Medicinal Plant Garden of
Embrapa Eastern Amazon in the city of Belém, Para state. The objective of the study was to chemically
characterize samples from this collection, collected during the higher and lower rainfall, quantifying the
levels of alkaloids emetine and cephaeline by means of high-performance liquid chromatography and to
determine if the environmental condition and the phenological patterns that could interfere in the
concentration of the alkaloid contents. The concentration of cephaeline and emetine alkaloids in the two
analyzed periods were, respectively, in April 0.97% and 1.99% and in October 1.32% and 2.03%. There
is also significant difference in the alkaloid content, 2.96% and 3.35% for the months April and October,
respectively. However, the results demonstrate that the plant specimens have enough levels of alkaloids

that can be used for commercial and research purposes.

Keywords: Carapichea ipecacuanaha; emetine; cephaeline, rainfall, phenological patterns.
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INTRODUCAO

Carapichea ipecacuanha (Brot.) L. Andersson, popularmente conhecida como ipeca, poaia,
ipecacuanha, dentre outras, é nativa de regides Umidas e sombrias, encontradas em florestas
tropicais, especialmente da América do Sul, como as do Brasil. A espécie é um subarbusto da
familia Rubiaceae, com altura média de 30 cm, suas raizes sdo amareladas ou esbranquicadas,
quando frescas, e acinzentadas quando sofrem desidratacdo. A espécie é reconhecida por seu
uso popular, suas propriedades farmacol6gicas e alto valor econdmico.* No Brasil, pode ser
encontrada na floresta sob arvores de grande porte, principalmente, nos estados do Mato Grosso
e Rondonia.’ E uma espécie ameagada de erosio genética e extingdo, processo associado ao
extrativismo irracional desde a sua descoberta, utilizacdo e comercializacdo. Entretanto, por ser
uma planta de facil adaptacdo, ela pode ser utilizada como modelo para estudos em sistemas
economicamente aproveitaveis da biodiversidade em areas florestais com alta pressdo
econdmica.’®

Em suas raizes, diversos metabdlitos secundarios sdo encontrados, como: &acidos citricos e
malico, acuUcares, amido, heterosideo (ipecoOsido), resinas, saponinas, taninos (&cido
ipecacuanhico), além dos alcaloides, especialmente o0s isoquinolinicos, este ultimo,
relacionados as propriedades terapéuticas da C. ipecacuanha, onde se destacam a emetina,
cefalina e psicotrina, associados as atividades amebicida, anti-inflamatoria e expectorante, o
que lhe confere grande potencial comercial, sendo o Brasil um dos maiores exportadores
mundiais desta espécie.>’®

Os relatos sobre as normas para coleta de plantas medicinais datam do Século IV a.C., onde a
coleta do veneno da Conium maculata (cicuta) pelos carrascos gregos era realizada pela manha,
ja que os niveis de coiina eram maiores.’® E de conhecimento cientifico que os fatores
ambientais como composicao do solo, umidade, caracteristica genética, indice pluviométrico,
entre outros podem interferir na composi¢do quimica e nos constituintes majoritarios das
especies vegetais. Isto pode ser notado no perfil quimico do o6leo essencial de Lippia alba,
Lippia sidoides e Zingiber officinale, influenciados pelo estagio de desenvolvimento da planta,
por suas caracteristicas geneticas, das estacfes do ano, da temperatura e do periodo de
armazenamento, que interferiram na composi¢ao guimica e nos constituintes majoritarios das
espécies.t12

A fenologia é o ramo da botanica responsavel em estudar as diferentes fases do
desenvolvimento das plantas, detalhando as épocas de ocorréncia com suas respectivas
caracteristicas, pois os padrdes fenoldgicos podem afetar a aptiddo dos organismos que séo

dependentes dos vegetais.’*!* Deste modo, o estudo dos padrdes fenoldgicos facilita o
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entendimento do meio, bem como das espécies vegetais que ali vivem, permitindo, por
exemplo, 0 uso de estratégias para uso sustentavel de espécies, avaliar os impactos climaticos
sobre as comunidades,'®> compreender as relagdes destes padrdes com as variagdes ambientais,
fornecer informagbes para manejo adequado e preservacdo dos recursos genéticos.'® Estudo
realizado com amostras de C. ipecacuanha observou variacbes no padrdo dos eventos
fenoldgicos reprodutivos (significancia, proporcao e intensidade), correlacionadas as variaveis
climéticas, especialmente a temperatura e a precipitacdo pluviométrica, interferindo de forma
positiva ou negativa.’

Estudo com exemplares do género Croton, sobre a influéncia do ciclo circadiano e da
sazonalidade, demonstraram altera¢fes no rendimento, bem como na composi¢do quimica dos
6leos essenciais das espécies analisadas. Os achados sugerem que a condicdo ambiental pode
interferir no rendimento e composicdo quimica dos 6leos essenciais das espécies de Croton
spp.18

O estresse hidrico € capaz de alterar a composi¢cdo dos constituintes quimicos presentes em
plantas, pois pode favorecer a producdo de varios tipos de metabdlitos secundarios, como
glicosideos cianogénicos, glucosinolatos, terpenoides, antocianinas e alcaloides. Isto foi
observado nos estudos realizados com Lippia sidoides, onde o déficit hidrico alterou de modo
significativo a producdo de Oleos essenciais e flavonoides,’® alteracdes dependentes da
intensidade e da duracgdo do estresse, além da espécie submetida.?® O excesso de chuva, por
exemplo, pode acarretar diminuicdo das substancias hidrossoltveis em folhas e raizes por
lixiviagdo, técnica utilizada as plantas produtores de alcaloides e glicosideos.?:?* No caso dos
alcaloides, a variacdo pode estar associada a fatores como a origem da planta, temperatura em
que se cultiva e idade da raiz, que no caso da ipeca, 0 maior teor de alcaloides é encontrado na
vida adulta da planta.?®

Desse modo, avaliar o periodo de coleta de uma planta torna-se fundamental, ja que o teor e a
composicao dos metabdlitos secundarios podem sofrer alteragdes influenciadas por fatores como estagio
de desenvolvimento da planta, intensidade luminosa, pluviosidade, sazonalidade e temperatura. Assim,
este estudo tem por objetivo determinar o teor dos alcaloides emetina e cefalina nas raizes de amostras

de C. ipecacuanha coletadas em periodos de maior e menor indices de precipitacdo pluviométrica,

associados a condicédo fenoldgica no periodo de colheita.
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PARTE EXPERIMENTAL

Material botanico

Amostras das raizes de C. ipecacuanha foram obtidas de colecdo cultivada no Horto de Plantas
Medicinais da Embrapa Amazonia Oriental, na cidade de Belém, no estado do Para, situado a
1°27°21°°S de latitude e 48°30°4""W de longitude, com altitude em torno de 10 metros e
temperatura média anual de 30°C. Exsicata da espécie se encontra depositada no Herbario IAN
da Embrapa Amazonia Oriental sob registro N° 197984. O estudo esta registrado no SISGEN

sob 0 n°® A2C1D3D. As raizes da espécie foram coletadas nos meses de abril e outubro de 2018.

Extracéo dos alcaloides

Em cada periodo avaliado foi coletado em torno de 840g das raizes, que em seguida foram
lavadas e 0 excesso de agua foi retirado com papel toalha. Posteriormente, foram fragmentadas
e levadas a estufa de secagem a temperatura de 60° C. O material foi pesado a cada 2 horas até
gue 0 peso se tornasse constante, obtendo-se 154g ao final do processo. A seguir, o material foi
triturado e passado no tamis até a obtencédo de po.

O processo de extracao foi realizado, conforme descrito por Martins (2000), onde 3 aliquotas
de 100 mg de cada amostra foram submetidas a extracdo com 2 mL de NaOH 0,1M (Dinamica)
em tubo Falcon®, de 15 mL, por 1 minuto, sob agitacdo por Vortex. Depois disto, adicionou-
se 10 mL de éter etilico e as amostras foram centrifugadas a 3000 RPM, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. Finalizado a centrifugacédo, a fase etérea, contendo os alcaloides, foi
evaporada até secura em banho maria. Posteriormente, os residuos obtidos, foram redissolvidos
em acetonitrila (J.T. Baker) e filtrados em membrana Millipore de 0,22 um (Merck) e

armazenados em recipiente de vidro ambar para HPLC.%

Solucgéo padréo de emetina e cefalina

Padrdes auténticos de emetina e de cefalina (10 mg cada) foram solubilizados com acetonitrila
grau HPLC em um baldo volumétrico de 10 mL (cada). A partir das solucdes formadas, cinco
solugdes com concentragdes entre 0,04 e 0,29 mg/mL foram analisadas em HPLC-DAD e os
dados obtidos foram utilizados na construcéo da curva de calibragéo.
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Separacao, identificacdo e quantificacédo dos alcaloides

A quantificagdo simultdnea da emetina e cefalina nos extratos foi realizada utilizando
cromatografo liquido com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) Finnigan Surveyor
(Thermo Fisher Scientific) equipado com amostrador automatico. A separacao cromatografica
foi desenvolvida em coluna LiChroCART® 250-4,6 Purospher® STAR RP-18E (5mm) e pré-
coluna LiChroCART® Purospher® STAR RP-18E (Merck). A fase mdvel foi composta de (A)
tampédo de acetato de sédio (Sigma-Aldrich) 0,25 M (pH = 5) e (B) acetonitrila, filtrados em
membrana de 0,45 um Sartolon Polyamid (Sartorius Biotech). O seguinte sistema de gradiente
foi usado: B 10% de 0 a 2 min, B 10-60% de 2 a 8 min, B 60% de 8 a 14,1 min, B 60-10% de
8 a 20 min, 10% B e mantido por 0,1 min. A vazdo foi de 0,8 mL/min e a coluna foi mantida a
temperatura ambiente (21 £ 2°C). A temperatura do amostrador automatico foi mantida em
10°C e volume de injecdo foi de 10 pL. A aquisi¢do dos espectros no UV-Visivel ocorreu na
faixa de 200 a 600 nm e selecionou-se 0 comprimento de onda 280 nm para a obtencéo dos
cromatogramas com maior intensidade do pico. O software empregado na manipulagdo dos

dados foi o Xcalibur™ 2.0 (Thermo Fisher Scientific).
Dados Climaticos
Na Figura 1 estdo demonstrados os dados de temperatura e precipitacdo pluviométrica do ano

de 2018, obtidos na estacdo de climatologia (Longitude: 48° 27' WGr e Altitude: 12,8 m) da
Embrapa Amaz6nia Oriental em Belém/PA.

Temperatura e precipitacdo média
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Figura 1. Dados mensais de temperatura média (°C) e precipitacdo pluviométrica (mm) obtidos

na estacéo agrometeoroldgica da Embrapa Amazonia Oriental
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Padrao Fenoldgico
Na Figura 2, encontram-se os dados do padrdo fenolégico médio de C. ipecacuanha cultivada

no Horto de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia Oriental, obtidos durante os meses de

janeiro de a dezembro de 2018.

Padrao fenolégico de C. ipecacuanha

Acessos da Espécie

JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV DEZ
= Floragdo = Frutificacdo

Figura 2. Padréo fenoldgico de C. ipecacuanha cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da

Embrapa Amazonia Oriental

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, os resultados estdo apresentados na forma de estatistica descritiva, como média +
desvio padréo para cefalina e emetina, bem como o teor das substancias. A partir da observagéo
das médias das concentragdes dos alcaloides, constatou-se a variagdo quimica no teor entre 0s
acessos analisados, conforme observado pela diferenca estatistica a partir da analise realizada
pelo Teste de Tukey, para avaliar as diferencas entre os dados a 5% de probabilidade.
Todavia, em estudo anterior 0s ensaios evidenciaram a presenca de alcaloides e taninos nos
mesmos extratos em ambos os periodos avaliados (LAMEIRA et al.,2021), evidenciando que
no periodo avaliado e na metodologia utilizada ndo ocorre influéncia da precipitacéo
pluviométrica e da temperatura média sobre a composicdo qualitativa de metabolitos
secundarios nas raizes da C. Ipecacuanha. Diferente do observado no presente estudo, onde
percebe-se a diferenca no teor das substancias analisadas.

A partir dos resultados, observa-se que a quantificagcdo dos principios ativos nas amostras deve
ser feita considerando as condi¢des ambientais, ja que ha diferenca estatistica significativa no
teor dos alcaloides de C. ipecacuanha. A coleta das amostras durante os demais meses do ano,
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e posterior a analise, podera determinar se havera diferencas consideraveis nos teores dos
alcaloides presentes nas raizes da espécie conforme as mudancas ambientais (precipitagdo

pluviometrica, temperatura, incidéncia de luz) no local de cultivo.

Tabela 1. Valores médios dos alcaloides cefalina e emetina determinados em cromatografia
liquida de alta eficiéncia em amostras de Carapichea ipecacuanha obtidas em periodos de

maior e menor precipitagdo pluviométrica

Teor %
, Temperatura Precipitacdo Pluviométrica Cefalina (%) Emetina (%) .
A P I Emetina +
mostra Periodo de Coleta 410 ¢0) (mm) Média=DP  Média=pp  (metina
Cefalina)
1 Abril 26,7 454.4 0,97 0,04 1,99 +0,06 2 2,96+0,10°
2 Outubro 27,5 204.4 1,32+0,03 % 2,03+0,032 3,35+£0,062

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
a 5% de probabilidade. DP, desvio padréo.

Apesar de haver diferenga estatisticamente significativa nas concentra¢des de Cefalina e no teor
dos alcaloides (Emetina + Cefalina), tal diferenca, ndo foi observada em relagéo a concentragéo
de emetina. Entretanto, independentemente do periodo coletado, as raizes de C. ipecacuanha
poderiam ser utilizadas, tanto para fins comerciais como para pesquisa, ja que os teores obtidos
do metabdlito secundario foram superiores a 2%.

Apesar de haver diferenca estatisticamente significativa nas concentragdes de cefalina e no teor
dos alcaloides (emetina + cefalina), tal diferenca ndo foi observada em relagéo a concentragéo
de emetina. Entretanto, independentemente do periodo coletado, as raizes de C. ipecacuanha
poderiam ser utilizadas, tanto para fins comerciais como para pesquisa, ja que os teores obtidos
do metabdlito secundario foram superiores a 2%.

Observou-se em exemplares de C. ipecacuanha brasileira, que os teores de cefalina e emetina
variaram entre 0,6% e 0,74% e 1,47% e 1,70%, respectivamente. 2>2° Estes teores se
assemelham aos observados em alguns acessos (708, 814 e 829) que compde o BAG do Horto
de Plantas Medicinais da Embrapa Amazonia Oriental, com teores de cefalina e de emetina que
variam de 0,68-0,87% e 1,58-2,00%, respectivamente.?” No presente estudo, o teor dos
alcaloides cefalina e emetina apresentaram resultados superiores as medias brasileiras nos
periodos avaliados e foram semelhantes aos acessos provenientes de Santissima Trindade/MT
(607), Costa Marques/RO (826) e Cerejeira/RO (845).2” Por outro lado, em nenhum dos estudos
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citados foram avaliados se a condicdo ambiental poderia interferir na concentracdo/teor dos
alcaloides.

Em contraponto as demais pesquisas, onde foram utilizadas espécies/acessos Unicos e
selecionados de determinada regido, no presente trabalho foram utilizadas raizes de exemplares
diversos de C. ipecacuanha, independentemente de sua origem, fato que pode ser mais
favoravel que a utilizacdo de amostras com teores dos alcaloides ndo t&o elevados, em conjunto
com exemplares com concentragdes mais elevadas deste metabdlito secundario, sem que isto
interfira, necessariamente, na concentracdo minima aceita pelo mercado.

A investigacdo sobre a producdo dos alcaloides (cefalina e emetina) de C. ipecacuanha
atrelados a fatores intrinsecos e extrinsecos ja foi descrita em outros estudos.?*2?8-30 Entretanto,
nenhum destes obtiveram resultados mais expressivos que 0s observados no presente estudo.
O padrao fenologico dos exemplares de C. ipecacuanha demonstrados na Figura 1, culmina
com a compreensdo de que hd comportamentos diferentes nos processos de frutificacdo e
floragdo nos mesmos meses das coletas feitas no presente estudo, ocorrendo inversdo nos
percentuais dos dados, com maior percentual da frutificacdo no més de abril e o da floragdo em
outubro. Deste modo, o padrdo fenoldgico pode contribuir com a variacdo das concentracdes
dos alcaloides analisados, ja que se observou diferencas significativas nos resultados

alcancados.

CONCLUSOES

A andlise das amostras de C. ipecacuanha cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da
Embrapa Amaz6nia Oriental e coletadas em dois periodos (abril e outubro) do ano de 2018
apresentou variagdo quimica estatisticamente significativa para os teores de cefalina e da razdo
emetina + cefalina, quando observados os teores médios dos alcaloides nas amostras analisadas
(3,35% e 2,96%). Ademais, 0s teores observados foram superiores aos dados disponiveis na
literatura, independente do periodo de coleta.

Os fatores intrinsecos (frutificacéo e floragdo) e extrinsecos (indice pluviométrico) inferem de
modo significativo na diferenca da concentracdo do alcaloide cefalina, entretanto com menor
interferéncia nos teores de emetina.

As amostras, ora analisadas e cultivadas no Horto da Embrapa Amazonia Oriental, podem
propiciar material genético com teores superiores a 2% de alcaloides para fins comerciais e de

pesquisa.
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RESUMO

A avaliacdo da atividade antimalérica de compostos com potencial acdo farmacoldgica pode
ser realizada por métodos in vivo e in vitro. No caso dos métodos in vitro, a finalidade principal
é demonstrar os efeitos dos compostos avaliados sobre o metabolismo do parasito. Para isto,
estdo disponiveis varios ensaios in vitro, a titulo de exemplo pode-se citar os baseados na
observagdo do desenvolvimento dos estagios sanguineos do parasito em hemacias, ensaios

isotopicos, quantificacdo de proteinas especificas do parasito e testes de intercalagdo no DNA.
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Além da atividade antimalérica, a seletividade do composto avaliado em relagdo ao parasito
também deve ser verificada, pois para que um composto antimalarico seja promissor, este ndo
deve apresentar toxicidade em relacéo as células hospedeiras. O objetivo principal do artigo é
compilar os métodos mais comumente empregados nos Gltimos cinco anos para avaliar a
atividade antimalarica in vitro de compostos, bem como sintetizar as principais contribuicdes
técnico-cientificas sobre o tema, de maneira sistematica e ordenada. Para isto, realizou-se uma
revisao integrativa da literatura vigente, nas bases de dados BVS, SciELO, Redalyc e PMC,
com temaética relacionada aos metodos in vitro para avaliar a atividade antimalarica, a partir de
artigos originais publicados nos ultimos cinco anos (2018 a 2023), disponiveis eletronicamente
e gratuitamente na integra, escritos em lingua portuguesa, espanhola ou inglesa. Ao final da
revisdo, foram selecionados 31 artigos que atenderam aos critérios de inclusdo. A partir deste
acervo de 31 artigos elegiveis, observou-se que o0 método de cultivo continuo desenvolvido por
Trager & Jansen (1976), modificado ou ndo, e o de sincronizacdo de Lambros & Vanderberg
(1979) continuam sendo as metodologias mais usuais. O ensaio de citotoxicidade MTT é o
principal método utilizado para determinar a seguranca da droga testada. De acordo com 0s
dados aportados pelos artigos selecionados, houve o desenvolvimento de somente um novo
ensaio, que foi o de inducdo ou producdo de gametdcitos. E, em relagdo aos métodos in vitro
envolvidos na avaliagdo da atividade antimalarica, os principais procedimentos empregados

incluiram os colorimétricos (p)LDH e HRP2), SYBR Green | e microteste da OMS.

Palavras-chave: Plasmodium sp., Atividade antimalarica, Métodos in vitro.

ABSTRACT
The evaluation of the antimalarial activity of compounds with potential pharmacological action

can be performed by in vivo and in vitro methods. In the case of in vitro methods, the main
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purpose is to demonstrate the effects of the evaluated compounds on the metabolism of the
parasite. For this, several in vitro tests are available, for example those based on the observation
of the development of the parasite’s blood stages in red blood cells, isotopic assays,
quantification of specific proteins of the parasite and DNA intercalation tests. In addition to the
antimalarial activity, the selectivity of the evaluated compound in relation to the parasite must
also be verified, because for an antimalarial compound to be promising, it must not present
toxicity in relation to the host cells. The main objective of the article is to compile the most
used methods in the last five years to evaluate the in vitro antimalarial activity of compounds,
as well as to synthesize the main technical-scientific contributions on the subject, in a
systematic and orderly manner. For this, an integrative review of the current literature was
carried out, in the BVS, SciELO, Redalyc and PMC databases, with a theme related to in vitro
methods to evaluate antimalarial activity, based on original articles published in the last five
years (2018 to 2023), available electronically and free of charge in full, written in Portuguese,
Spanish or English. At the end of the review, 31 articles that met the inclusion criteria were
selected. From this collection of 31 eligible articles, it was observed that the continuous
cultivation method developed by Trager & Jansen (1976), modified or not, and the
synchronization method by Lambros & Vanderberg (1979) remain the most common
methodologies. The MTT cytotoxicity assay is the main method used to determine the safety
of the tested drug. According to the data provided by the selected articles, there was the
development of only one new test, which was the induction or production of gametocytes. And,
regarding the in vitro methods involved in the evaluation of antimalarial activity, the main
procedures used included colorimetric methods (pLDH and HRP2), SYBR Green | and WHO

microtest.

Keywords: Plasmodium sp., Antimalarial activity, In vitro methods.



79

INTRODUCAO

Ha diversos métodos para determinar a atividade de compostos contra o Plasmodium sp. Mas,
independentemente da metodologia empregada, um dos objetivos principais é avaliar a
densidade parasitaria pds-tratamento com o composto ou farmaco de interesse. As formas
habituais de avaliagdo da provavel acdo farmacoldgica sdo por meio de ensaios in vivo e in
vitro. Além disto, deve-se ter em mente que as espécies do género Plasmodium séo espécie-
especificas ou espécie seletivas, isto é, as espécies que infectam o hospedeiro humano séo
diferentes daquelas que geram a infeccdo em roedores, por exemplo. E este conhecimento é
crucial para a escolha do método adequado para a avaliacdo da atividade antimalarical.

Em relacdo aos métodos in vitro, primordiais para analise de compostos ou desenvolvimento
de farmacos, estes sdo testes ndo invasivos, exceto pela necessidade da coleta de amostra
sanguinea e, fundamentalmente, livres de risco para o individuo. Esta abordagem isenta, quase
na totalidade, a interferéncia de fatores relacionados ao hospedeiro, a titulo de exemplo da
imunidade e metabolismo do hospedeiro referente ao composto. Portanto, os métodos in vitro
proporcionam uma avaliacdo direta do impacto (ou efeito) do composto ou farmaco analisado.
Para fins de cultivo continuo do parasito, 0 método desenvolvido por Trager & Jensen (1976)8
e a técnica de microcultura desenvolvida por Rieckmann et al. (1978)51 sdo os procedimentos
normalmente adotadosl,2,3.

Para além dos métodos ja citados, diversos métodos in vitro sdo habitualmente empregados
para a avaliacdo da inibicdo do crescimento de estagios morfologicos do P. falciparum, a saber:
A- Contagem de esquizontes por meio da Gota Espessa (GE), método tradicionalmente
denominado como ensaio-padrdo de maturacdo de esquizontes da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS); B- Ensaios isotopicos, por meio da incorporacdo de precursores de acido
nucleico marcado com radiois6topos (hipoxantina radiomarcada, por exemplo); C-

Quantificacdo de proteinas especificas do parasito, como a proteina 2 rica em histidina (HRP2)
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e lactato desidrogenase (LDH), por meio de ensaios imunoenzimaticos (ELISA); e D-
Intercalacdo no DNA com o uso de corantes intercalantes da dupla fita do &cido nucleicol,2,3,4.
Diante do repertério de métodos in vitro disponiveis para avaliar a atividade antimalarica de
diversos compostos ou farmacos, a escolha de determinado método deve levar em consideragao
a sensibilidade do teste, o tempo de cultivo, a densidade parasitéaria inicial, 0 método de
identificacdo, a demanda de equipamentos, infraestrutura laboratorial, expertise dos
microscopistas, etc.5. Assim sendo, este estudo teve por finalidade compilar os métodos mais
comumente empregados nos Ultimos cinco anos para avaliar a atividade antimalarica in vitro
de compostos ou farmacos, as modificacdes realizadas no decorrer do tempo, bem como
sintetizar as principais contribuicdes técnico-cientificas sobre o tema, de maneira sistematica e

ordenada.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de revisédo integrativa da literatura, com a finalidade de sintetizar o
conhecimento aportado nos Gltimos cinco anos (periodo de 2018 até fevereiro de 2023) sobre 0
tema em questdo6. Para isto, as etapas metodoldgicas contemplaram seis passos, a saber: 1-
Identificacdo do tema e selecdo da questdo norteadora da pesquisa, 2- Estabelecimento dos
critérios de incluséo e excluséo, 3- Verificacdo dos estudos pré-selecionados, 4- Avaliagdo dos
estudos selecionados e definigdo das informacgdes a serem extraidas destes estudos, a fim de
inclusdo e/ou ajustes das variaveis que compBe o banco de dados elaborado, visando o
refinamento dos dados obtidos, 5- Analise e interpretagdo dos resultados e 6- Consolidacéo da
revisdo e sintese do conhecimento.

A coleta de dados ocorreu entre outubro de 2022 a janeiro de 2023, por meio de busca online
de artigos cientificos, orientada pela pergunta norteadora: Quais 0s principais métodos in vitro

para analise da atividade antimalarica de compostos ou farmacos? Para isto, foram pesquisados
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artigos cientificos indexados nas seguintes bases de dados: 1- Biblioteca Virtual em Salde —
BVS (MEDLINE e LILACS), 2- Scientific Electronic Library Online — SciELO, 3- Redalyc
(Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe, Espanha e Portugal) e 4- US National
Library of Medicine National Institutes of Health (PMC). Estas bases indexadoras foram
selecionadas por reunirem grande parte das publicacdes de impacto na area de interacdo em
ciéncias da saude. Como filtro, utilizou-se o espaco temporal compreendido de 2018 a 2023,
no intuito de fornecer um rol de informagdes técnico-cientificas atualizadas em relacdo ao tema
central da reviséo integrativa.

Os critérios de inclusdo adotados foram: tematica relacionada aos métodos in vitro disponiveis
para analise da atividade antimalarica; publicacdes com disponibilidade eletrbnica e na integra;
artigo original, escritos em lingua portuguesa, espanhola ou inglesa. Foram excluidos o0s
editoriais, cartas ao editor, estudos reflexivos, relatos de experiéncia, revisdes, publicacdes
duplicadas, teses e dissertacGes, bem como estudos que ndo abordassem a tematica relevante
ao objetivo da revisao.

Apos a elaboracdo da pergunta norteadora, definicdo dos critérios de inclusdo e exclusao, a
etapa de verificacdo dos estudos publicados foi conduzida com os seguintes descritores em
salde (DeCS): in vitro assay e antimalarial activity for drugs, in vitro methods for antimalarial
activity, e antimalarial in vitro assay methods, vinculados aos operadores booleanos “AND’ e
‘OR”, individualmente ou combinados, com a finalidade de responder a pergunta norteadora
informada anteriormente. Em seguida, os artigos pré-selecionados foram categorizados e
tabulados cronologicamente em uma planilha do programa Microsoft Excel 2013, para
posterior andlise, interpretacdo dos achados alcangados pelos autores e, finalmente, compilacéo
do acervo de conhecimento gerado pelos trabalhos publicados. Desta forma, todos os métodos
in vitro que foram empregados para triagem de compostos/farmacos foram incluidos no estudo.

Para eliminar a duplicidade, o titulo e o resumo de todos os estudos pesquisados foram
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examinados duas vezes as cegas e as listas de referéncias dos artigos selecionados foram

adicionalmente revisadas para estudos mais relevantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As pesquisas nas bases de dados utilizadas viabilizaram o levantamento do quantitativo inicial
de 129 artigos aderentes a tematica central, sendo 65 resultados da base de dados MEDLINE,
4 na LILACS, 58 do PMC e 2 na SciELO. Ap0s a leitura dos titulos e resumos, com base na
pergunta norteadora, descritores e filtro, foram pré-selecionados 49 artigos, porém 18 nédo
atendiam aos critérios de inclusdo e foram rejeitados. Assim, foram incluidos para elaboracao
desta revisdo integrativa 31 artigos e todo este acervo foi publicado na lingua inglesa. A Figura

1 ilustra os passos metodoldgicos realizados, conforme exposto a seguir.

Figura 1. Fluxograma para mostrar os critérios de selegdo utilizadas na reviso sistematica.

Registros identificados através da pesquisa nos bancos de
dados

(n =129)

Identificacdo
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Registros indexados em mais de uma base de dados
(n=35)

Registros excluidos por ndo estarem na integra
(n=2)

Registros excluidos apds leitutra do titulo e do resumo
(n=39)

Triagem

Registro excluidos por serem revisdes e outros motivos
(n=4)

Estudos selecionados
(n=49)

Registros que ndo tratavam do tema proposto ou ndo eram
claros quanto a metodologia proposta

(n=18)

Elegebilidade

Artigos avaliados na integra
(n=31)

A Figura 2 retrata o levantamento das publicacfes selecionadas, conforme a distribuicdo
temporal por ano de publicagdo, compreendendo o periodo de 2018 a 2023. Como observado,
a maior frequéncia de publicacdo dos estudos ocorreu no ano de 2022, correspondendo a
38,71% (12/31) dos artigos, seguidos pelos 29,03% (09/31) dos artigos publicados em 2020.

Figura 1. Distribuicdo percentual dos artigos sobre os métodos in vitro para avaliar a atividade
antimal&rica de compostos ou farmacos por ano de publicacéo, no periodo de 2023 a 2018.
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O quantitativo de estudos relacionados aos ensaios in vitro para avaliagdo da atividade
antimalarica demonstra tendéncia de ascensdo, com leve declinio em 2021, possivelmente, em
decorréncia da diminuicdo dos recursos or¢camentarios destinados as pesquisas cientificas com
outros agravos que nado os direcionados as acdes emergenciais relacionadas ao SARS-CoV-2 e
a CoVID-109.

O Quadro 1 foi elaborado com o propoésito de compilar os estudos sobre o tema central desta
revisao integrativa de forma cronoldgica, em consonancia as informacGes sumarizadas das
principais evidéncias cientificas sobre o tema métodos in vitro para avaliacdo da atividade
antimalarica. Os atributos extraidos dos 31 artigos selecionados foram: titulo, tipo de estudo,

abordagem adotada pela pesquisa, autores e ano de publicagéo.
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Quadro 1. Artigos selecionados pela revisdo integrativa, segundo titulo, tipo de estudo, abordagem adotada pela pesquisa, autores e ano de

publicacdo, no periodo de 2023 a 2018.

Titulo do artigo Téc. Cult. in Ens. Inib. paras. invitro | Referéncia e ano
vitro
Antimalarial efficacy and toxicological assessment of medicinal plant ingredients of Prabchompoothaweep CCEH pLDH; Chaniad et al., 2023
remedy as a candidate for antimalarial drug development MTT-V; IS
Anti-malarial investigation of Acorus calamus, Dichapetalum gelonioides, and Leucas aspera on Plasmodium CCEH HRP2 Zamil et al., 2022
falciparum strains
Antimalarial potential of compounds isolated from Mammea siamensis T. Anders. flowers: in vitro and molecular CCEH pLDH; Chaniad et al., 2022
docking studies MTT-V
Antiplasmodial activity and cytotoxicity of plant extracts from the Asteraceae and Rubiaceae families CCEH pLDH; MTT-V Chaniad et al., 2022
Antiplasmodial Properties of Aqueous and Ethanolic Extracts of Ten Herbal Traditional Recipes Used in CCEH pLDH; MTT-H/V, Phuwajaroanpong
Thailand against Plasmodium falciparum pRBCs etal., 2022
Assessment In Vitro of the Antimalarial and Transmission-Blocking Activities of Cipargamin and Ganaplacide in CIG SYBR72 Yipsirimetee et al.,
Artemisinin-Resistant Plasmodium falciparum 2022
Blood-stage antiplasmodial activity and oocyst formation-blockage of metallo copper-cinchonine complex MOD; CSPEA ABA Morais et al., 2022
Effect of geranylated dihydrochalcone from Artocarpus altilis leaves extract on Plasmodium falciparum CCEH; CSPEA AAP24; IEE; AEVA, Hidayati et al.,
ultrastructural changes and mitochondrial malate: Quinone oxidoreductase MTT- DLD; AAPfMQO. 2022
Ellagic Acid Induces In vitro Alkalinisation of the Digestive Vacuole in Drug-Sensitive Plasmodium falciparum CCEH-PUA; SYBR; MpHVD Muchtar et al.,
Strain CSPEA-ABU 2022
Evaluation of the antimalarial activity and toxicity of Mahanil-Tang-Thong formulation and its plant ingredients CCEH pLDH; MTT-V. Chaniad et al., 2022
In vitro and in silico assessment of new beta amino ketones with antiplasmodial activity CCEH; CSPEA | SYBR; MTT-WI26VA4; Krombauer et al.,
IS 2022
In Vitro Evaluation of Two Novel Antimalarial Derivatives of SKM13: SKM13-MeO and SKM13-F CCEH; CSPEA MTT-V,; FACS Trinh et al., 2022
In vitro and in vivo antimalarial activities of Avicennia africana P. Beauv. (Avicenniaceae) ethanolic leaf extract CCEH SYBR Ahmed et al., 2022
Antimalarial properties and molecular docking analysis of compounds from Dioscorea bulbifera L. as new CCEH EIH; MTT-V Chaniad et al., 2021
antimalarial agent candidates
Dehydrobufotenin extracted from the Amazonian toad Rhinella marina (Anura: Bufonidae) as a prototype CCEH; CSPEA AAP96; MTT-W; IS. Banfi et al., 22021
molecule for the development of antiplasmodial drugs
Quinolinotriazole antiplasmodials via click chemistry: synthesis and in vitro studies of 7-Chloroquinoline-based | CCEH; CSPEA pLDH; MTT-H Pereira et al., 2021
compounds
Synthesis, Molecular Docking, and Antimalarial Activity of Hybrid 4-Aminoquinoline-pyrano[2,3-c]pyrazole CCEH pLDH; MTT-V Shamsuddim et al,
Derivatives 2021
Analysis of the active fraction of Iranian Naja naja oxiana snake venom on the metabolite profiles of the malaria | CCEH; CSPEA MTT-HEK; AAP96 Hajialiani et al.,
parasite by *HNMR in vitro 2020
Antiplasmodial and Cytotoxic Activities of Extracts of Selected Medicinal Plants Used to Treat Malaria in Embu CCEH MIIH Waiganjo et al.,
County, Kenya 2020



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&size=100&show_snippets=off&term=Phuwajaroanpong+A&cauthor_id=36548672
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&size=100&show_snippets=off&term=Phuwajaroanpong+A&cauthor_id=36548672
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Comparison of the antimalarial activity of a Colombian traditional Uitoto remedy with laboratory preparations CCEH; CSPEA AAP96 Rodriguez et al.,
2020
In Vitro Antimalarial and Toxicological Activities of Quercus infectoria (Olivier) Gall Extracts CCEH SYBR; MTT-N Zin et al., 2020
In Vitro and In Vivo Antimalarial Activities and Toxicological Assessment of Pogostemon Cablin (Blanco) Benth | CCEH; CSPEA pLDH; MTT-V Phuwajaroanpong,
etal., 2020
Investigation of antimalarial activity and cytotoxicity profiling of a Bangladeshi plant Syzygium cymosum CCEH; CSPEA HRP2; MTT-V Hossainey et al.,
2020
Piperaquine resistant Cambodian Plasmodium falciparum clinical isolates: in vitro genotypic and phenotypic CCEH HRP2; GRD; VNCG; Boonyalai et al.,
characterization RSA; EDC 2020
The potential antimalarial efficacy of hemocompatible silver nanoparticles from Artemisia species CCEH; CSPEA CECD Awvitabile et al.,
against P. falciparum parasite 2020
Ultrastructural alterations in Plasmodium falciparum induced by chalcone derivatives CCEH; CSPEA AHI Sinha et al., 2020
Docking predictions based Plasmodium falciparum phosphoethanolamine methyl transferase inhibitor CCEH; CSPEA AAP96; MTT-HEK Singh et al., 2019
identification and in-vitro antimalarial activity analysis
In Vitro and In Vivo Antimalarial Activity of LZ1, a Peptide Derived from Snake Cathelicidin CCEH AAP96; APQ Fang et al., 2019
In Vitro Assessment of Antiplasmodial Activity and Cytotoxicity of Polyalthia longifolia Leaf Extracts CCEH SYBR; MTT-HC Kwansa-Bentum et
on Plasmodium falciparum Strain NF54 al., 2019
Novel Synthetic Polyamines Have Potent Antimalarial Activities in vitro and in vivo by Decreasing Intracellular | CCEH; CSPEA EIH El Bissati et al.,
Spermidine and Spermine Concentrations 2019
Commercial drugs containing flavonoids are active in mice with malaria and in vitro against chloroquine- CCEH; CSPEA HPR2; MTT-BGM Coutinho, Aguiar,
resistant Plasmodium falciparum Krettli, 2018

Legenda: técnicas de cultivo in vitro: CCEH (Cultura continua em eritrécitos humanos em meio RPMI. Trager & Jensen, 1976); MOD (Cultura continua em eritrocitos
humanos em meio RPMI modificado. Andrade-Neto et al., 2003); CIG (Cultivo para inducdo de gametdcitos. Yipsirimetee et al., 2022); CSPEA (Cultivo sincronizado de
parasitos em estagio de anel. Lambros e Vanderberg, 1979); CCEH-PUA (Cultura continua em eritrécitos humanos em meio RPMI. Pua et al., 2020); CSPEA-ABU (Cultivo
sincronizado de parasitos em estagio de anel. Abu-Bakar et al. 2013). Ensaios de inibi¢do parasitaria in vitro: pLDH (ens. in vitro de Plasmodium lactato desidrogenase);
MTT-V (ens. de citotox. MTT em células Vero); IS (indice de seletividade). HPR2 (ens. teste anti-HRP2 ELISA); MTT-H/V (ens. de citotox. MTT em células HepG2 e Vero);
pRBCs (ens. de medicacdo de oxidante intracelular em pRBCs); SYBR72 (ens. de fluorescéncia SYBR Green | de 72 horas); ABA (citotox. pelo Alamar Blue Assay); AAP24
(ativ. antimalérica em cultivo em placa de 24 pocos); MTT-DLD (ens. de citotox. em células DLD-1); IEE (ens. de inibi¢do do desenv. do estagio eritrocitario); AEVA (ens. de
alt. estruturais dos vacuolos alimentares); AAPfMQO (ativ. antimalarica contra Pf MQO recombinante); SYBR (ens. de fluorescéncia SYBR Green I); MpHVD (med. do pH
do vactolo digestivo); MTT-W (ens. de citotox. MTT em células WI-26VA4); FACS (ens. de sel. de células ativadas por fluorescéncia); EIH (ens. de incorporacao de 3H-
hipoxantina); AAP96 (ens. antimalarico in vitro em placa de 96 pogos; MTT-H (ens. de citotox. MTT em células HepG2); MTT-HEK (ens. de citotox. MTT em células HEK-
293); MIIH (ens. de microdiluigdo semiautomatica in vitro p/ inib. da incorporagao de 3H-hipoxantina); MTT-N (ens. de citotox. MTT em células NIH/3T3); GRD (Genotipagem
de resisténcia a drogas); VNCG (ens. de var. do nim. de cdpias de genes); RSA (ens. de sobrev. em fase de anel): EDC (ens. de drogas combinadas); CECD (cult. na fase de
anel e isol. frescos de P. falciparum exp. a conc. das drogas); AHI (aval. de hc infec. por parasitas em estagio de anel, expostas as drogas); APQ (Ensaio da atividade da piruvato
quinase); MTT-HC (Ensaio de citotoxicidade MTT em glébulos vermelhos); MTT-BMG (Ensaio de citotoxicidade MTT em células BMG).



87

A Figura 3 representa a sintese dos métodos de cultivo utilizados pelos artigos selecionados,
em que se observa que o cultivo continuo de eritrocitos humanos em meio RPMI (CCEH),
descrito por Trager & Jensen (1976)8 e o método CCEH modificado ou néo, associado ao
cultivo sincronizado de parasitos em estagio de anel (CSPEA), descrito por Lambros &
Vanderberg (1979)9, foram o0s ensaios que apresentaram maior frequéncia pelo acervo de

artigos consultados, com 45,2% (14/31) e 48,4% (15/31), respectivamente.

Figura 3. Distribuicdo da frequéncia dos métodos de cultivo adotados pelo desenho
metodoldgico dos artigos selecionados, no periodo de 2023 a 2018.
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Legenda: CCEH (Cultura continua em eritrécitos humanos em meio RPMI. Trager & Jensen, 1976); MOD
(Cultura continua em eritrocitos humanos em meio RPMI modificado. Andrade-Neto et al., 2003); CIG (Cultivo
para inducéo de gametdcitos. Yipsirimetee et al., 2022); CSPEA (Cultivo sincronizado de parasitos em estagio de
anel. Lambros e Vanderberg, 1979); CCEH-PUA (Cultura continua em eritrécitos humanos em meio RPMI. Pua
et al., 2020); CSPEA-ABU (Cultivo sincronizado de parasitos em estagio de anel. Abu-Bakar et al. 2013)

No que se refere ao cultivo continuo de clones e cepas do parasito, a metodologia descrita desde
a decada de 70 por Trager & Jensen (1976)8 e por Lambros & Vanderberg (1979)9 continua
sendo a mais usual. Apos a descricdo destes metodos, nova metodologia foi descrita apenas por
Yipsirimetee et al. (2022)10, que desenvolveram o cultivo para inducdo de gametdcitos
(estagios sexuados do parasito). Os gametdcitos sdo os estagios infectantes para o vetor
anofelino e, portanto, essenciais para a transmissdo da malaria em determinada area. A maioria

dos antimaléricos atuais demonstram atividade gametocitocida limitada aos estagios iniciais e
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baixa ou nenhuma atividade sobre o gametdcito maduro. Portanto, a busca por novos compostos
que demonstrem atividade sobre gametdcitos, independente do estagio de desenvolvimento, €
imprescindivel. Para isto, o desenvolvimento de métodos in vitro reprodutiveis que possibilitem
a producdo ou inducdo de gametdcitos vidveis, como o proposto por Yipsirimetee et al.
(2022)10, assim como permitam avaliar a sensibilidade de gametdcitos em estagio inicial e
maduro, é uma prioridade no contexto do aprimoramento dos métodos de cultivo e avaliacéo
da atividade antimalarica. Ainda em relacdo aos métodos usuais, a cultura continua em
eritrocitos humanos em meio RPMI foi modificada pela dltima vez pelo grupo de Pua et al.
(2020)11 e o cultivo sincronizado de parasitos em estagio de anel por Abu-Bakar et al.
(2013)12. Neste sentido, a principal modificacdo em relacdo aos protocolos adotados pelos
métodos habituais foi a utilizacdo de amostra sanguinea A+ 13,14 ao invés de O+13-42,

A analise grafica conjunta dos métodos de cultivo e de avalicdo da atividade antimalarica
utilizados nas abordagens metodoldgicas descritas nos artigos selecionados esta representada
no Figura 4. Nos 31 estudos selecionados, 63 métodos foram utilizados para determinar a
eficacia da drogas.

Destaca-se 0 ensaio de citotoxicidade (MTT) como o método mais empregado nos estudos, com
frequéncia de 30%. Considerando o percentual de prelecdo entre todos os métodos utilizados
nos estudos, o ensaio de citotoxicidade é o preferencialmente empregado, com 61% de

utilizacdo pelo acervo de artigos selecionados.
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Figura 4. Métodos de analises de drogas utilizados nos ensaios.
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Legenda: pLDH (ens. in vitro de Plasmodium lactato desidrogenase); MTT (ens. de citotoxicidade MTT em
células diversas); IS (indice de seletividade); HPR2 (ens. teste anti-HRP2 ELISA); SYBR (ens. de fluorescéncia
SYBR Green 1); EIH (ens. de incorporacédo de 3H-hipoxantina); AAP96 (ens. antimalérico in vitro em placa de 96
pocos; outros: pRBCs (ens. de medicacdo de oxidante intracelular em pRBCs); ABA (citotox. pelo Alamar Blue
Assay); AAP24 (ativ. antimalarica em cultivo em placa de 24 pocos); IEE (ens. de inibi¢do do desenv. do estagio
eritrocitario); AEVA (ens. de alt. estruturais dos vacuolos alimentares); AAPfMQO (ativ. antimalarica contra Pf
MQO recombinante); MpHVD (med. do pH do vaclolo digestivo); FACS (ens. de sel. de células ativadas por
fluorescéncia); GRD (Genotipagem de resisténcia a drogas); VNCG (ens. de var. do nim. de cdpias de genes);
RSA (ens. de sobrev. em fase de anel): EDC (ens. de drogas combinadas); CECD (cult. na fase de anel e isol.
frescos de P. falciparum exp. a conc. das drogas); AHI (aval. de hc infec. por parasitas em estagio de anel, expostas
as drogas); APQ (Ensaio da atividade da piruvato quinase).

Diante desse panorama, o procedimento metodoldgico mais frequentemente empregado foi o
ensaio de citotoxicidade MTT, com alteracdes somente relacionadas a escolha do cultivo celular
utilizado, isto e: MTT em células Vero (células epiteliais renais de macaco
africano21,22,27,30,32,34,38-40,42); MTT em células HepG2 (linhagem celular imortal de
cancer hepatico humano28,38); MTT em células DLD-1 (linhagem celular de adenocarcinoma
colorretal36); MTT em células WI-26VVA4 (fibroblastos de pulméo humano29,33); MTT em
células HEK-293 (células de rim embrionario humanol8,26); MTT em ceélulas NIH/3T3
(fibroblastos embrionarios de camundongos23); MTT em glébulos vermelhosl16; e MTT em
células BMG (linhagem celular de rim de macaco13).

Esses métodos in vitro, em que os parasitos sdo expostos a diferentes concentracdes pre-
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estabelecidas do composto ou farmaco a ser avaliado e 0s produtos do parasito ou parametros
de desenvolvimento e/ou crescimento parasitario sdo analisados43,44, podem ser utilizados
para triagem de extratos vegetais, fracGes e substancias puras, tendo a vantagem de utilizar a
espeécie P. falciparum sem a necessidade de grandes volumes das amostras, além de permitir a
observacao da morfologia do parasito, bem como da densidade parasitarial,49-52.

Conforme observado pelo rol de artigos selecionados, hd quatro métodos in vitro mais
frequentemente utilizados para determinagdo da atividade antimalarica, os quais mantém o
principio basico comum e se diferenciam somente pela forma de avaliacdo do
crescimento/inibicdo parasitaria, sdo estes: 1- Método da OMS, conhecido também como
microteste e baseado na avaliacdo do crescimento parasitario pela maturacdo de trofozoito
jovem a esquizonte viavel e leitura por microscopia opticab3; 2- Métodos isotdpicos, que tem
como principio a incorporacdo de hipoxantina marcada radioativamente pelos parasitos54; 3-
Métodos colorimétricos, baseados na deteccdo e afericdo de proteinas do parasito43; e 4-
Método do SYBR Green I, que se fundamenta na fluorescéncia que a molécula SYBR Green |
emite quando se intercala nas cadeias de DNA dos parasitos55.

Em relacdo as caracteristicas técnicas concernentes a cada método, os testes in vitro tradicionais
sd0 0s ensaios de maturacdo de esquizontes da OMS (microteste) e o isotdpico, que avaliam os
processos metabolicos do parasito em cultivo de curto ou longo tempo. Porém, embora o
primeiro seja muito Gtil em inquéritos epidemioldgicos, viabilize a avaliagdo da morfologia dos
parasitos, bem como da densidade parasitaria, e tenha boa reprodutibilidade, trata-se de um
método laborioso, ndo pode ser utilizado efetivamente em pacientes que tenham tomado
antimalaricos nos ultimos 30 dias e ndo é util para avaliacbes de antimaléricos em larga escala.
Jano ensaio isotopico, 0s parasitos sdo expostos a uma hipoxantina radioativa que € incorporada
pelos estdgios morfoldgicos do parasito e avaliados em beta-cintilador56. Embora este ensaio
tenha surgido para reduzir a carga de trabalho do microteste, viabilizando um ensaio rapido,

sensivel e capaz de utilizar sangue diretamente dos pacientes ou parasitos provenientes de
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cultivos, apresenta como principal limitacéo a utilizacdo de radioisotopos, o que exige a licenca
da Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN) para a compra do material radioativo e de
homologacéo da infraestrutura laboratorial onde sera realizado o ensaio, elevando o custo deste
método e dificultando a utilizacdo no campo, devido necessitar de estrutura e reagentes
especificos51,54,57,58.

Assim, diante dos fatores técnicos, logisticos, operacionais, etc., que podem limitar ou mesmo
impossibilitar o emprego dos métodos supramencionados, alguns grupos de pesquisa optam
pelo emprego dos métodos colorimétricos, como foi o caso dos 13% dos artigos que
empregaram 0s ensaios baseados na producao da enzima pLDH e dos 6% que utilizaram os
ensaios baseados na proteina HRP2. Em linhas gerais, a principal vantagem dos testes baseados
em pLDH e HRP2 ¢ a auséncia de microscopia, que requer equipamento de boa manutencao,
capacidade técnica, reagentes de boa qualidade e um nimero consideravel de laminas. Quanto
as principais limitacdes ou mesmo desvantagens, estas incluem o fato dos resultados dos testes
serem essencialmente qualitativos e ndo fornecerem informacgdes progndsticas, como o
estadiamento do parasito. Contudo, como sao testes rapidos em comparacao ao microteste e ao
método isotopico, podem ser aplicados como método de triagem, principalmente, diante de
grande quantidade de compostos ou farmacos a serem avaliados5,43,59,60.

A pLDH é uma enzima glicolitica produzida pelas formas sexuadas e assexuadas do parasito e
é expressa em niveis elevados no estagio eritrocitico, sendo uma das primeiras enzimas
plasmodiais relatadas como distintas eletroforeticamente, imunologicamente e cineticamente
daquelas do hospedeiro, podendo ser usada como indicador da presenca do plasmédio e do
crescimento parasitario61,62. E produzida apenas por parasitos vivos, onde os niveis de pLDH
estdo associados a densidade parasitaria e demonstra um rapido decréscimo com o inicio da
terapéutica, o que a torna um bom marcador para seguimento de infeccdo ativa. Diferencia P.
falciparum de outras espécies de Plasmodium sp., devido as diferengas antigénicas entre as

isoformas da pLDH5,57,60-62. Ensaios baseados em pLDH podem ser Uteis como uma
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estratégia rapida e facil para a triagem de substancias ativas pela identificacdo dos antigenos do
parasito na circulacdo sanguinea60-66.

Ja a HRP2 é uma proteina rica em histidina e alanina, expressa por trofozoitos e gametdcitos
imaturos de P. falciparum. Esta proteina € secretada ativamente no sangue, como antigeno
soldvel em &gua, mesmo durante o desaparecimento das hemacias infectadas nos vasos
sanguineos. Um problema potencial para os ensaios baseados em HRP2 é a persisténcia do
antigeno detectavel por até varias semanas apés a eliminacao do parasito. Portanto, este longo
tempo de meia-vida associado a persisténcia desta proteina mesmo em pacientes tratados com
sucesso terapéutico, limitam a utilizacdo da HRP2 para monitoramento da eficacia terapéutica.
Entretanto, para testes de suscetibilidade in vitro, a estabilidade desta proteina € uma grande
vantagem. Porém, o fator limitador é que se trata de proteina secretada e liberada
especificamente pelo P. falciparum5,43. Os ensaios envolvendo a proteina HRP2 sdo mais
sensiveis que outros ensaios como, por exemplo, o isotopico. Este teste esta diretamente ligado
a densidade parasitaria e sua evolucdo. Além do mais, os protocolos envolvendo a HRP2 sdo
mais duradouros (em torno de 72h) do que os outros métodos (comumente 48h), tornando-o0 um
ensaio factivel para testar compostos de acdo lenta, sem que haja qualquer alteracdo no
protocolo vigente70. Por outro lado, o surgimento e propagacdo das populacdes de P.
falciparum com delecdo do gene que secreta a proteina HRP2 impdem mais um desafio a
adocgdo dos métodos baseados em HRP2 para avaliacdo da atividade antimalarica71-73.

No presente estudo, houve a utilizacdo do método do SYBR Green | ou DNA dye intercalation
assays em 10% dos artigos selecionados. E um método que possibilita a triagem de compostos
ou farmacos de alto rendimento contra a malaria, realizado em sistemas automatizados, que
permitem quantificar o crescimento do parasito por meio da fluorescéncia de corantes que se
ligam ou intercalam aos &cidos nucleicos do Plasmodium55,67,68. Dentre o acervo de métodos
in vitro disponiveis para analise da atividade de antimalaricos, os considerados mais exigentes

incluem os métodos isotépico, HRP2-ELISA e o SYBR Green | ¢, mesmo assim, todos estéo
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sujeitos a diversas variabilidades dos dados. A razdo principal para estas variabilidades e
subjetividade nas interpretacdes podem estar relacionadas as diferencas nos protocolos dos
métodos de ensaio, condicdes distintas de estrutura laboratorial, utilizacdo de diferentes clones
e cepas de parasitos que culminardo com fenotipos varidveis, dentre outras divergéncias
provenientes, por exemplo, das habilidades técnicas do executor5,43,44,57. Em contrapartida,
as propriedades do composto ou farmaco avaliado, a titulo de exemplo da solubilidade,
diferenca de pH, mecanismo de acdo, biodisponibilidade, desencadeiam efeitos positivos ou
negativos dependentes do método adotado, juntamente com a interpretacdo dos
resultados14,70.

Quanto a biomassa do parasito, métodos alternativos para se quantificar os parasitos da malaria
tém sido desenvolvidos baseados, principalmente, na coloracdo de parasitos intraeritrocitarios
com diferentes corantes de acidos nucléicos, seguidos pela analise por citometria de fluxo. Esta
técnica de analise celular automatizada, baseada em laser, permite a avaliacdo simultanea de
multiplas propriedades fisicas e bioquimicas individuais de células suspensas em meio
liquido69.

Afora as questdes apresentadas, outro desafio a ser superado é como extrapolar os achados dos
ensaios in vitro para os in vivo (sistemas biolédgicos intactos). Em face disto, deve-se ter um
olhar cuidadoso em relacéo a selecéo e otimizacdo dos protocolos para avaliacdo da atividade
antimalérica; pois diante de compostos ou fArmacos que necessitem de ativagdo metabdlica, os
ensaios de avaliagdo in vitro podem ser mais dificeis, embora a cultura primaria de hepatocitos
e outras técnicas possam suplantar este problema. Ademais, ha a possibilidade da adogdo de
modelos matematicos para auxiliar na melhor correlacdo in vitro—in vivo70. Outra analise que
é importante no contexto de estudo dos fatores associados a suscetibilidade do Plasmodium sp.
aos antimalaricos € a determinagdo das concentracdes da droga analisada no soro, plasma ou
sangue total por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo (HPLC), que

permite uma abordagem efetiva dos parametros farmacocinéticos da droga investigada no
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decorrer do tempo de acompanhamento do tratamento utilizado68.

Em resumo, a importancia da utilizacdo dos ensaios in vitro para a vigilancia em salde esta
fundamentada na possibilidade de realizar analises de variacdes temporais e espaciais da
suscetibilidade dos plasmddios a diferentes compostos ou farmacos, baseadas na comparacgéo
das concentracdes destes compostos ou farmacos capazes de inibir o crescimento do parasito
(determinacdo do IC50 - Concentracao Inibitdria para o crescimento de 50% dos parasitos ou
IC90 - Concentracdo Inibitoria para o crescimento de 90% dos parasitos). Assim, usando as
ferramentas in vitro, é possivel monitorar a emergéncia e/ou as variacbes nos perfis de
suscetibilidade aos compostos ou farmacos avaliados, independente da correlacdo precisa com
as respostas de eficacia terapéutica43,44.

Quanto a principal limitacdo da presente revisdo integrativa, deve-se considerar que as
informacdes apresentadas sdo, principalmente, reflexo do acervo de 31 artigos ja mencionados.
Porém, em que pese esta limitacdo, os artigos analisados apresentam essencialmente o
delineamento da analise sistematica sobre o conhecimento ja estabelecido em pesquisas
anteriores sobre a tematica de interesse. Ademais, viabilizaram um documento consolidado de
evidéncias cientificas e estudos ja publicados, contribuindo para a ampliacdo do conhecimento,
baseado nos achados alcancados pelas pesquisas anteriores6.

Assim, observa-se que por meio da andlise de todos esses métodos relatados e independente das
limitacdes e/ou deficiéncias citadas, os métodos in vitro sdo procedimentos basilares nos
processos de avaliacdo da atividade antimalaria e descoberta de novos compostos ou farmacos.
Pois, estes procedimentos aportam o conhecimento direto em relagéo ao status potencial de um
dado composto/farmaco; permitem que varios compostos, como os oriundos de espécimes
vegetais utilizadas na medicina tradicional, com diferentes mecanismos de a¢do, possam ser
testados e, dependendo do rendimento do ensaio empregado, viabilizam uma analise completa
da associagdo concentracdo-efeito; e tudo isto € fundamental para o fornecimento de dados que

irdo aportar as analises subsequentes em sistemas fenotipicos ou in vivo altamente complexos.
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Portanto, pode-se elencar como principais vantagens dos métodos in vitro as seguintes:
simplicidade, conveniéncia (avaliacdo de grande nimero de compostos simultaneamente),
eficiéncia, possibilidade de automacdo, fornecimento de melhor avaliacdo da atividade

intrinseca de um composto ou farmaco, etc.

CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo in vitro para determinacdo da possivel atividade farmacoldgica de compostos ou
farmacos, bem como os parametros de toxicidade (analises de citotoxicidade e genotoxicidade)
sdo os procedimentos primarios e fundamentais envolvidos no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos compostos ou farmacos. Pois, estes métodos fornecem o
conhecimento especifico relacionado ao cenario potencial do composto ou farmaco avaliado.
Entretanto, a escolha do método in vitro deve se basear em parametros como: sensibilidade do
teste, tempo de cultivo, seletividade do composto ou farmaco analisado, densidade parasitaria
inicial, método de identificacdo, equipamentos e insumos disponiveis, infraestrutura,
capacidade técnica disponivel, etc.

De acordo com o acervo de artigos selecionados, as metodologias descritas por Trager & Jensen
(1976) e Lambros & Vanderberg (1979) continuam sendo os métodos de eleicdo para o
estabelecimento do cultivo continuo e sincronizacdo dos clones e cepas do parasito, com a
finalidade de dar seguimento as etapas metodoldgicas envolvidas na determinagéo da atividade
antimalarica. Durante o periodo de 2018 a 2023, houve o desenvolvimento de somente um novo
ensaio, que foi o de indugéo ou producdo de gametdcitos.

Quanto aos métodos in vitro envolvidos na avaliacdo da atividade antimalrica, os principais
procedimentos empregados incluiram os colorimétricos (pLDH e HRP2), SYBR Green | e
microteste da OMS, além dos ensaios de toxicidade por meio do protocolo MTT, que
apresentam um fundamento comum e estdo sujeitos a diversas variabilidades de dados. No

entanto, sdo procedimentos considerados de simples execucgéo, eficientes, que permitem a
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observacao do efeito sinérgico ou antagdnico com associa¢des ou combinacGes de compostos

e melhor avaliacdo da atividade intrinseca do potencial composto ou farmaco avaliado.
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RESUMO

Nas raizes da Carapichea ipecacuanha sdo encontradas vérias substancias, como por exemplo, os alcaloides
emetina e cefalina, e apesar da presencga destes principios ativos e do uso popular na medicina tradicional no
tratamento da malaria, nenhum estudo avaliou a atividade antimalarica da espécie. Assim, teve-se por objetivo
determinar a atividade antiplasmodial in vitro do extrato de C. ipecacuanha, sua citotoxicidade e genotoxicidade.
Foram avaliados a atividade antiplasmodial de clones de Plasmodium falciparum W2 e Dd2, pelo ensaio do
microteste, a citotoxicidade através do indice de proliferacdo celular por bloqueio de citocinese (CBPI) e a
genotoxicidade por meio de bloqueio de citocinese do micronutcleo (BCMN) com células sanguineas humanas
totais. Os resultados demonstraram que os extratos avaliados séo ativos ou altamente ativos frente aos clones
avaliados, que a citotoxicidade é baixa e que ndo sdo genotdxicos. Sugere-se que os extratos brutos das raizes de
C. ipecacuanha apresenta atividade antiplasmaodica in vitro, ndo causa danos ao material genético e apresenta
baixa citotoxicidade.

Palavras-chave: Carapichea ipecacuanha, Plasmodium falciparum, antimalarico, in vitro, W2, Dd2.

ANTIPLASMODIC ACTIVITY AND CITOTOXICITY OF Carapichea ipecacuanha (BROT.) L
ANDERSON

ABSTRACT

Several substances are found in the roots of Carapichea ipecacuanha, such as the alkaloids emetine and cephalin,
and despite the presence of these active principles and their popular use in traditional medicine to treat the malaria,
there is not yet study to evaluate the antimalarial activity of the species. Thus, the objective was to determine the
in vitro antiplasmodial activity of the C. ipecacuanha extract, its cytotoxicity and genotoxicity. The antiplasmodial
activity of clones of the Plasmodium falciparum W2 and Dd2 were evaluated using the microtest assay,
cytotoxicity using the cytokinesis blocking cell proliferation index (CBPI) and genotoxicity using cytokinesis
blocking micronucleus (CBMN) with cells whole human blood. The results demonstrate that the evaluated extracts
are active or highly active against the evaluated clones, that the cytotoxicity is low and that they are not genotoxic.
It is suggested that the roots extracts of the C. ipecacuanha have antimalarial activity, does not cause damage to
the genetic material, and has low cytotoxicity.

Keywords: Carapichea ipecacuanha, Plasmodium falciparum, antimalarial, in vitro, W2, Dd2
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INTRODUCAO

A maléria é uma doenca infecciosa causada por um parasito unicelular do género
Plasmodium, sua transmissao ocorre de forma vetorial atraves da fémea do culicideo do género
Anophelest. Em 2021 aproximadamente 4 bilhdes de pessoas estiveram suscetiveis a malaria,
com registro de 247 milhdes de casos e que ocasionaram a morte de 619.000 pessoas, aumento
possivelmente associado a desmobilizacdo ou mesmo interrupcao dos servicos de combate a
doenca durante a pandemia da COVID-192,

Os componentes relacionados ao diagnostico oportuno associado ao tratamento eficaz e
imediato dos casos detectados representam os pilares das estratégias de controle efetivo da
malaria. Para a escolha do antimalarico apropriado, deve-se considerar a espécie de plasmaddio
causador da infeccdo, faixa etaria do paciente, gravidade do quadro clinico, padrdo de
resisténcia na area ondea infeccao foi adquirida, quimioprofilaxia e tratamento anterior, historia
de exposicdo préviae condicBes associadas, tais como gravidez e demais circunstancias de
salide®.

As observacdes dos missionarios Jesuitas no seculo XVII, do uso da casca de uma arvore
no tratamento de febres por tribos indigenas sul-americanas, levou, posteriormente, a
descoberta do quinino, que se manteve como farmaco de elei¢do para tratamento e prevencéo
da malaria por muito tempo®*. A década de 60 é relatada como marco inicial a resisténcia aos
farmacos antimalaricos, pois neste periodo houve o surgimento, de forma independente, da
resisténcia do Plasmodium falciparum a cloroquina no final da década de 50 na Col6mbia e no Brasil
bem como na regio de fronteira Tailandia-Camboja, que se expandiu para a Africa no final dos anos
705,

A ja conhecida resisténcia do Plasmodium falciparum a cloroquina e aos derivados do
quinino, 0 aparecimento e deteccdo de cepas mutantes associadas & resisténcia do P.
falciparum a artemisinina (ART) e seus derivados, observados em paises da Asia como
Mianmar, Camboja, Vietn4, Tailandia, Laos e na provincia de Yunnan, na China® e recentemente
de resisténcia parcial a artemisinina, com aparente disseminacdo de mutantes na Africa,’

justificam a busca por novos compostos que possam ser utilizados como opgéo terapéutica.
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Classicamente, os alcaloides sdo os componentes dos especimes vegetais relacionados
a atividade antimalérica. A investigacdo fitoquimica da Familia Rubiaceae revelou que os
alcaloides indélicos sdo seus marcadores quimicos® e os encontrados nas espécies desta familia
demonstram diversos efeitos farmacoldgicos, entre eles o antimalarico®. Nas raizes da
Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae) sdo encontradas varias substancias, como por exemplo,
os alcaloides emetina e cefalina, estando relacionados as propriedades terapéuticas da planta®.

Conforme relatado, apesar da presenca de alcaloides nas raizes da C. ipecacuanha e de
seu uso popular namedicina tradicional no tratamento da malaria, até o presente, nenhum estudo
avaliou a atividade antiplasmdédica desta espécie. Assim, 0 presente estudo teve por objetivo
determinar a atividade antiplasmodial in vitro do extrato de C. ipecacuanha, assim como sua

citotoxicidade e genotoxicidade.

METODOLOGIA

Aspectos éticos e biosseguranca

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Instituto Evandro Chagas (CEP/IEC/SVSA/MS), CAAE: 57367321.2.0000.0019 (ANEXO 3).
Ressalta-se também que todo e qualquer procedimento envolvendo a manipulagdo de amostras
bioldgicas foi realizado em laboratorio de nivel de contencdo NB2 (Nivel de Biosseguranga 2),
de acordo com as normas de Biosseguranca estabelecidas pela Comissdo Interna de
Biosseguranca do Instituto Evandro Chagas (CIBIO/IEC).

Material boténico

Amostras das raizes de C. ipecacuanha foram obtidas de colecdo cultivada no Horto de
Plantas Medicinais da Embrapa Amazénia Oriental, na cidade de Belém, no estado do Par3,
situado a 1°27°21°"S de latitude e 48°30°4""W de longitude, com altitude em torno de 10 metros
e temperatura média anual de 30°C. Exsicata da espécie se encontra depositada no Herbario
IAN da Embrapa Amazonia Oriental sob registro N° 197984. O estudo esta registrado no
SISGEN sob o n® A2C1D3D. As raizes da espécie foram coletadas nos meses de abril e outubro
de 2018.

Obtencéo dos Extratos

Em cada periodo avaliado (abril e outubro de 2018), foi coletado em torno de 8409 das
raizes que, em seguida, foram lavadas e retirado o excesso de dgua com papel toalha. Em
seguida, foram fragmentadas e levadas a estufa de secagem a temperatura de 60 °C. O material
foi pesado a cada 2 horas, atéque 0 peso se tornasse constante, obtendo-se 1549 ao final do

processo. Posteriormente, o material foi triturado e passado no tamis, até a obtencdo de po.
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Pesou-se 100g do po, transferiu-se para frasco ambar e adicionou-se 1.000 mL de solucéo
hidroalcodlica a 70%. O macerado foi mantido a temperatura ambiente (em torno de 20 e 25
°C) por 10 dias, protegido da luz direta e da umidade relativa do ar. Ao final, todo o macerado

foi filtrado, obtendo-se 760 mL de extrato de cada amostra.

Clones de referéncia
Cultura de P. falciparum referente aos clones padrées W2/Indochina (resistente a
Cloroquina e sensivel a Mefloquina; gentilmente fornecido por Dennis Kyle do Instituto de
Pesquisas Walter Reed Army - WRAIR, Departamento de Terapia Experimental, Silver Spring,
MD) e Dd2 (resistente a Cloroquina, Mefloquina e Quinino, procedente da Indochina) foram

empregados nos ensaios in vitro para avaliacdo da atividade antiplasmddica.

Atividade antiplasmddica in vitro

O cultivo do P. falciparum clones W2/Indochina e Dd2 foi realizado de acordo com
Trager & Jensen (1976)!. Quando a densidade parasitaria atingiu 6 % ou mais, apresentando
multiplas formas (trofozoitos jovens e esquizontes) do parasito, com maior predominio de
formas jovens (trofozoitos — aneis), o cultivo foi sincronizado com solucéo de sorbitol: glicose
(LAMBROS & VANDERBERG, 1979)%, para que, apds a sincronizacdo, o ensaio fosse
realizado Distensdes sanguineas (DS) foram preparadas e fixadas com metanol e corados com
solucdo diluida de Giemsa. Apds 10 minutos, as laminas foram lavadas em agua corrente, secas
ao ar e posteriormente examinadas ao microscopio optico com objetiva de imersdo (100x). Os
percentuais das densidades parasitarias foram verificados pela contagem do numero de
hemadcias totais infectadas. Através da estimativa para contagem do nimero total de hemacias
infectadas por campo microscopico, e a partir desta, calculou-se 0 nimero de campos a serem
contados.

Posteriormente, utilizou-se o0 método tradicional do microteste descrito por Rieckmann
et al. (1978) e modificado por Carvalho et al. (1991)**. No ensaio, foram utilizados os seguintes
controles: 1. Controle negativo: sem substancia e sem solvente, sendo sua densidade parasitaria
considerada o 100% experimental; 2. Controle do solvente: onde a densidade parasitaria deve
ser igual a 0%; 3. Controle positivo: com utilizacdo da droga antimalarica (Cloroquina) em
diferentes concentracdes (0,1mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,0125 mg/mL, 0,00625
mg/mL, 0,003125 mg/mL e 0,0015625 mg/mL).

Cultivos sincronizados de cada clone analisado, contendo, predominantemente,
trofozoitos (>90%), foram diluidos para densidade parasitéaria de 1% e o hematdcrito ajustado

para 5% e, em seguida, distribuidos em trés placas contendo: placa 1 com o controle negativo,
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controle do solvente e a amostra 1 (extrato 1 — EBCIIA) em diferentes concentra¢des (2mg/mL,
1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,0625 mg/mL e 0,03125 mg/mL); placa 2
com o controle negativo, do solvente e a amostra 2 (extrato 2 - EBCIVA) em concentragoes
semelhantes ao da amostra 1; além da placa 3 com o controle negativo, o do solvente e o
controle positivo (cloroquina) em concentragdes diversas. Em seguida, com as placas dentro de
um dessecador, um para cada clone, adicionou-se a mistura de gases (90% de N2, 5% de CO2
e 5% de 02), por 30 segundos. Em seguida, levou-se as amostras para estufa de incubagéo a 36
°C por 23 horas.

Apds as primeiras 23 horas, as placas foram inclinadas em um angulo de 45°, para que
0s parasitos ficassem depositados em um dnico ponto do pogo, apds 1 hora, retirou-se 0 meio e
transferiu-se os parasitos para novo poco subsequente, na mesma placa e com a mesma
concentracdo inicial. Logo, foi adicionado meio completo e as placas de cada clone, levadas
novamente ao mesmo dessecador inicial, adicionado a mistura de gases (90% de N2, 5% de
CO2 e 5% de 02), por 30 segundos e, em seguida, incubadas a 36 °C novamente por 23 horas.

Passadas mais 23 horas, todo o procedimento descrito anteriormente foi repetido e as
amostras novamente incubadas pelo mesmo periodo. Apos outro ciclo de 23 horas adicionais,
as placas foram inclinadas e apds 1 hora, o meio foi novamente retirado. A partir das amostras
depositadas nos pocos, foram confeccionadas as DS para posterior leitura e determinacdo da
densidade parasitaria percentual e para posterior célculo da Concentracdo Inibitéria 50%
(C150), concentracdo necessaria para reduzir em 50% o crescimento de células viaveis. Para
isto, utilizou-se o programa GraphPad Prism 9.4.1.

A partir da avaliacdo da atividade antiplasmddica e com a obtengdo dos resultados de
CI50, categorizou-se as amostras de acordo com o padréo de classificacdo para extratos vegetais

adotados por Paula et al. (2019), conforme quadro 1%°.

Quadro 1. Classificacdo das amostras analisadas, em consonancia aos resultados da Clso para atividade
antiplasmaodica.

CI50 pg/mL Resultado
<1 Muito ativo
>le<l15 Ativo
>15e<25 Moderadamente ativo
>25e<50 Pouco ativo
>50 Inativo

Fonte: adaptado de Paula et al. (2019)

Célculo do indice de proliferacéo celular por blogqueio de citocinese (CBPI)

O ensaio de citotoxicidade visa estabelecer o grau de viabilidade celular apds o tratamento com
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nitroimidazdis para definir as faixas de concentracdo da amostra (CA) a serem testadas no ensaio in
vitro®,

O célculo do CBPI (Cytokinesis-Block Proliferation Index) indica os efeitos citotoxicos
decorrentes da exposicdo a diferentes concentragdes de um agente quimico avaliados, levando em
consideracdo a diminui¢do ou ndo do indice de proliferacdo celular. A partir dos valores obtidos, pode-
se derivar também o indice de replicacdo (RI) e a citostase (parada de divisdo celular. O CBPI foi
realizado com culturas de sangue total seguindo a diretriz 487 da OECD (2016)*’, com modificacdes.
Amostras de sangue total foram obtidas por puncdo venosa de voluntarios, em frasco heparinizado, e
utilizadas para cultura de linfdcitos de sangue total. Em tubos de cultura de 15 mL, 0,5 mL de sangue
recém-coletado foram adicionados a 4,5 mL de Meio RPMI 1640 (Gibco, EUA) suplementado com 10%
FBS (Gibco, EUA), 102 Ul/mL penicilina G potassica, 102 pg/mL sulfato de estreptomicina, 3%
fitohemaglutinina M (PHA-M: Gibco, EUA) e incubado a 37°C. Ap6s 24 horas, 0 extrato a ser testado
foi adicionado. Utilizou-se uma solucdo de 2 mg/ml em DMSO, em quantidades que resultassem nas
duas concentragdes finais escolhidas para o teste: 0,03125 mg/ml e 0,0625 mg/ml. Além disso, um frasco
recebeu o veiculo (150 pl de DMSO), um controle positivo (150 pl de solugdo de colcemid), enquanto
um frasco foi mantido somente com o meio completo e o sangue, que seria o controle negativo. Em
todas as garrafas, foram adicionados 4,5 pg/mL de citocalasina B (CytB) (Sigma-Aldrich) e incubados
a 37°C por 48 horas. CytB tem atividade de bloqueio de citocinese levando a formacéo de células
binucleadas.

As culturas foram colhidas ao final de um tempo total de cultivo de 72 h por centrifugacéo e
tratado com 5 mL de solugdo hipoténica (0,56% KCI, 4-6°C) por 10 min e fixado uma vez por 10 min
em temperatura ambiente com 5 mL de metanol/acido acético glacial (3 :1, -20°C). A suspensdo de
células fixadas foi gotejada em uma lamina de vidro limpa e ap0s secas ao ar, foram coradas com solucéo
de Giemsa 5% em tampéo Sérensen (0,03 M KH2PO4, 0,03 M Na2HPO4) por 5 minutos. depois foram
embebidas em &gua destilada e cobertas com uma laminula, e analisadas em microscopio de campo
claro, com objetiva de 40x.

O indice de proliferacdo de blocos de citocinese (CBPI) e o indice de replicacdo (IR) foram
calculados a partir de 100 células por tratamento. O CBPI indica o nimero médio de ndcleos por célula
e pode ser usado para calcular a proliferagdo celular. O IR indica o nimero relativo de ciclos celulares
por célula durante o periodo de exposi¢do a cytoB em culturas tratadas em comparagao com culturas de
controle e pode ser usado para calcular a % de citostase. As formulas para calculo do CBPI e do IR (%)

foi calculado de acordo com as formulas no Quadro 2 a seguir:
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Quadro 2. Calculo de CPBl e do IR

Calculo de CPBI (Cytokinesis-Block Proliferation Index):
((No. mononucleate cells) + (2 x No. binucleate cells) + (3 x No. multinucleate cells))
CBPI =
(Total number of cells)

Onde:
T = test chemical treatment culture
C = control culture

Célculo do IR (Replication Index)
((No. binucleate cells) + (2 x No. multinucleate cells)) + (Total number of cells)t

IR (%) = ---- x 100
((No. binucleate cells) + (2 x No. multinucleate cells)) + (Total number of cells)c

Observacéo:
Citostase %= 100-IR

Ensaio in vitro de bloqueio de citocinese do micronucleo (BCMN) com células sanguineas
humanas totais

As propriedades genotoxicas dos extratos analisados foram verificadas pelo teste do
micronucleo (MN) e o de aberragcdes cromossémicas. A analise da presenca de MN foi feita em
l&minas preparadas a partir do material preparado pela técnica de CBPI. Foram considerados os
seguintes parametros em 100 células: a presenca ou auséncia de MN, de pontes citoplasmaticas,
ou de alteracdes morfoldgicas nos nucleos.

Em relagéo ao teste de aberracGes cromossomicas, 0,5 ml de sangue heparinizado foram
adicionados a tubos de cultura de 15 mL, contendo 4,5 mL de Meio RPMI 1640 (Gibco, EUA)
suplementado com 10% FBS (Gibco, EUA), 102 Ul/mL penicilina G potassica, 102 pg/mL
sulfato de estreptomicina, 3% fitohemaglutinina M (PHA-M: Gibco, EUA) e incubado a 37°C.
Apo0s 24 horas, 0 extrato a ser testado foi adicionado. Utilizou-se uma solugédo de 2 mg/ml em
DMSO, em quantidades que resultassem nas duas concentracées finais escolhidas para o teste:
0,03125 mg/ml e 0,0625 mg/ml. Além disso, um frasco recebeu o veiculo (150 ul de DMSO),
enquanto um frasco foi mantido somente com o meio completo e o sangue, que seria o controle
negativo. Apds completarem-se 71 horas de tempo total de cultura, cada garrafa recebeu 150 pl
de colcemid, para bloqueio metafasico.

As culturas foram colhidas ao final de um tempo total de cultivo de 72 h por
centrifugacgdo e tratado com 5 mL de solugdo hipotonica (0,56% KCI, 4-6°C) por 30 min e
fixado uma vez por 10 min em temperatura ambiente com 5 mL de metanol/acido acético glacial
(3 :1, -20°C). Apos trés lavagens com fixador (centrifugacdo, retirada de sobrenadante e

ressuspensdo em novo fixador), a suspensao de células foi gotejada em uma lamina de vidro
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limpa. As laminas secas ao ar foram coradas com solugdo de Giemsa 5% em tampao Sdérensen
(0,03 M KH2PO4, 0,03 M Na2HPO4) por 5 minutos. As laminas foram analisadas em
microscopio (100x). Em 50 metafases por tratamento, foram analisados o0s seguintes
parametros: niUmero de cromossomos, presenca de gaps, presenca de cromossomos dicéntricos

e presenca de figuras radiais*®.

Andlise estatistica
Os dados foram analisados qualitativamente a partir do uso do teste binomial para duas
proporcdes, teste do X?, teste G de Williams para comparacéo das frequéncias e proporcdes

entre os diferentes tratamentos, considerando significante p<0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antiplasmodica

Para avaliacdo da atividade antiplasmadica, foram utilizados os extratos hidroalcoolicos
brutos obtidos das raizes de C. ipecacunha coletados nos meses de abril, durante o inverno
Amazonico (extrato 1 — EBCIIA) e em outubro, durante o verdo Amazonico (extrato 2 -
EBCIVA), avaliados sobre os clones de P. falciparum W2 e Dd2. O extrato 1 apresentou uma
Clso igual a 2,55 pg/mL para o clone W2, j para o clone Dd2 a Clso ndo pode ser mensuravel,
considerando as analises do programa estatistico empregado. O extrato 2 apresentou Clso igual
a 0,5 pg/mL para o clone Dd2 e a Clso para o clone W2 também néo pode ser mensuravel pelo
programa estatistico (Tabela 1). A atividade antimalarica da Familia Rubiaceae esta associada
a presenca dos alcaloides?®, no caso da C. ipecacuanha esta relacionada aos alcaloides emetina

e cefalina, metabdlitos presentes em maior concentragdo na composicdo quimica da planta®.

Tabela 1. Concentracéo inibitdria de 50% (Clso) do crescimento dos clones W2 e Dd2 de P.
falciparum dos extratos brutos das raizes de C. ipecacuanha, obtidos durante os periodos do
inverno e do verdo Amazénico.

Clso (ug/mL) em clones de P. falciparum

Extrato
W2 Atividade Dd2 Atividade
1-EBCIIA 2,55 Ativo - -
2 - EBCIVA - - 0,5 Muito ativo
CQ 49 Ativo 49 Ativo

Legenda: EBCIIA: extrato hidroalcéolico bruto proveniente das raizes de C. ipecacuanha
obtido durante o inverno Amazonico; EBCIVA: extrato hidroalcéolico bruto proveniente das
raizes de C. ipecacuanha obtido durante o verdo Amazo6nico; CQ: cloroquina, droga padrao
utilizada no teste por recomendacdo da OMS (Organizacdo Mundial de Saude).
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Como observado, a atividade biologica de C. ipecacuanha esta provavelmente associada
a condicdo de obtencdo dos extratos, ou seja, ao periodo de coleta das amostras, periodo de
maior ou menor precipitagdo pluviométrica. Esta condigdo possibilitou & observagdo de
atividade distinta para os clones utilizados no experimento, sendo ativos ou muito ativos.
Assim, ha de se considerar que o periodo de coleta da amostra vegetal podera contribuir de
forma mais significativa na resposta terapéutica.

Os resultados deste estudo séo superiores aos observados por Chaniad et al. (2022), que
ao avaliarem a atividade antiplasmodial e citotdxica de extratos vegetais da Familia Rubiaceae,
consideraram como muitos ativos agueles com ICso < 10 ug/mL?°, diferentemente do observado
neste estudo, onde o extrato 1 (EBCIIA) foi ativo (ICso = 2,55 pg/mL) para o clone W2 de P.
falciparum e o extrato 2 (EBCIVA) muito ativo (ICso = 0,5 pg/mL) para o clone Dd2 de P.
falciparum. Ainda, a atividade dos extratos foi superior ao da droga padrao (ICso = 4,9 pg/mL).

A andlise grafica das concentracdes dos extratos versus a resposta, esta representado na
figura 1, onde se observa que as concentracfes de cloroquina, do extrato 1 para W2 e do extrato
2 para Dd2 apresentaram elevada atividade antiplasmddica.

Figura 1. Grafico ilustrativo da correlacdo entre dose versus resposta na atividade
antiplasmadica dos extratos 1 e 2 de C. ipecacuanha e da cloroquina frente aos clones W2 e
Dd2 de P. falciparum.
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Para Uzor (2020), a presenca de alcaloides, flavonoides e de terpenos, € condi¢do basica
para que uma espécie possa ter atividade antimalarica?. Os alcaloides inddlicos emetina e
cefalina sdo os compostos majoritarios da espécie C. ipecacuanha e considerados 0s seus
marcadores taxondmicos®. Entretanto, a composicdo quimica de uma espécie, em especial a

quantitativa, estd associada a fatores inerentes ou nao a planta, como mudancas fisioldgicas,
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atividades metabolicas especificas, pluviosidade, temperatura, ciclo circadiano, entre outros??,
contexto que poderia explicar a diferenca na resposta antiplasmadica dos extratos 1 e 2 frente
aos clones W2 e Dd2 de P. falciparum.

Desse modo, demonstrou-se que a atividade bioldgica in vitro de C. ipecacuanha
provavelmente esta relacionada ao periodo de coleta das suas raizes, pois observou-se niveis de
atividade antiplasmddica distinta entre os extratos analisados frente aos clones W2 e Dd2 de P.
falciparum. Ademais, pode-se também considerar que o uso etnobotanico da espécie C.
ipecacuanha pelas comunidades tradicionais para tratamento de quadros febris, dentre estes a
maldria, por meio da decoccao das raizes desta planta?® apresenta evidéncia cientifica, uma vez

que a atividade antiplasmodica foi demonstrada neste estudo.

Calculo do indice de proliferacdo celular por bloqueio de citocinese (CBPI)
O numero de células mononucleadas e multinucleadas utilizadas para calculo da CBPI esta
representada na Figura 2.

Figura 2. Nimero de células mononucleadas e multinucleadas para célculo da CBPI.
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Nossos resultados demonstraram (figura 3) que o veiculo (DMSO) apresentou um valor de CBPI
(1,48) com diferenca ndo significante estatisticamente quando comparado com o controle negativo. J4 a
colchicina (controle positivo) produziu uma grande diminui¢do no CBPI (1,3), em compara¢do com 0
controle negativo (1,57). Da mesma forma, os dois tratamentos apresentaram diminuigdo significativa
nos valores do CBPI.

Esses calculos levam em conta a percentagem de células binucleadas em cada um dos
tratamentos. Em estudo que investigou a atividade citotoxica de agentes tripanocidas, observou-se que

a CBPI dos controles negativos foi superior ao do controle do solvente e dos tratamentos, o que confere
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0 aumento da citotoxidade®, Entretanto, no presente estudo, apesar de haver uma diminuigéo dos valores
da CPBI para o tratamento 1 (1,26) e tratamento 2 (1,2), sem que houvesse diferenca estatisticamente
significante entre eles, os valores do CBPI sdo maiores gque os observados por Trompowsky et al.
(2019)%8, Os tratamentos utilizados conferem baixo indice de proliferacdo celular, conferindo aos

extratos baixa citotoxicidade.

Figura 3. Quantidade de células multinucleadas e seus respectivos CBPI.
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A expressdo dos resultados é de grande valia, pois a maioria dos estudos relacionados a espécie
C. ipecacuanha esté associada as suas propriedades farmacoldgicas, e em especial as fragdes do extrato
e ndo ao extrato bruto obtido em diferentes estacdes do ano. Estes achados corroboram com o observado
por Falanga et al. (2022), que ao analisarem a atividade de trés fracdes do extrato das raizes da espécie
C. ipecacuanha, determinaram que estes ndo apresentaram efeito citotoxico?,

Em relacdo ao indice de replicacdo (RI), também tivemos um reflexo dos valores do CBPI, com
menores percentagens de replicagdo nas células tratadas e no controle positivo. No quadro 3, estes
indices estdo representados, além dos valores da citostase.
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Quadro 3. indice da CBPI, da citostase e da RI.

CBPI | RI% ((:lig%s_tssl)e
Controle Negativo 157 | e
Veiculo (DMSO) 148 8421 15,79
Tratamento 1 (0,03 pg) 1.26 45,61 54,39
Tratamento 2 (0,06 pg) 1.20 35,08 64,92
Controle Posit. (Colc) 1.30 52,63 47,37

Legenda: DMSO - dimetilsulfoxido; Colc — colchicina.

A emergéncia e disseminacdo de resisténcia a grande parte dos esquemas terapéuticos
disponiveis, em especial os relacionados a espécie P. falciparum, impulsionou a busca por alternativas
terapéuticas para mitigar este cenario, sendo as plantas importantes fontes de farmacos antimalaricos,
sobretudo, 0s espécimes vegetais ricos em alcaloides. Pesquisas tém sido realizadas com intuito de
fornecer subsidios para descoberta de possiveis agentes antimalaricos. Entretanto, determinar somente
a atividade antiplasmédica ndo é suficiente, pois é fundamental avaliar também os pardmetros de
citotoxicidade e genotoxicidade? na pesquisa de novos agentes antimalaricos de uso etnobotanico, no
intuito de garantir a seguranca do fa&rmaco. Estes ensaios para determinagao dos parametros de segurancga
farmacoldgica vém sendo empregados em outras investigagdes, como observado no estudo da atividade
antiplasmodial e citotdxica realizado com a espécie Polyalthia longifolia, em que esta espécie
apresentou baixa citotoxicidade e boa atividade antiplasmadica?®.

Os resultados do presente estudo demonstraram que todos os tratamentos avaliados
apresentaram valores de RI inferiores a 55%, conforme recomendado pela OECD?Y’, e considerando os
resultados obtidos para a citostase, ha de se considerar o potencial dos extratos na investigacdo em

linhagens de células cancerigenas.

Testes de Genotoxicidade

Um dos testes mais utilizados na avalia¢do dos danos genotoxicos é o ensaio do micronucleo
(MN), uma vez que agentes genotoxicos sdo capazes de interagir com o DNA podendo provocar
alteracdes na sua estrutura e funcéo®’. Em nenhum dos tratamentos utilizados houve a producéo de MN,
nem alteracbes morfolégicas no ndcleo. Adicionalmente, as metéfases analisadas em todos o0s
tratamentos apresentaram nimero e morfologia cromossémica normais, indicando que as concentracées
utilizadas ndo apresentaram propriedades genotéxicas.

A utilizacdo de plantas medicinais por comunidades tradicionais deve ser avaliada de modo mais
criterioso, pois o uso inadequado ou incorreto pode levar ao desenvolvimento de outras patologias ou
mesmo quadros de intoxicagdes. Como observado por Nakaganda et al. (2021), na pesquisa sobre o uso
popular de Plectranthus hadiensis (Lamiaceae) por jovens (faixa etaria de 12 a 18 anos) oriundos de

Uganda, que costumavam utilizar esta planta com a finalidade de aumentar a fertilidade. Entretanto,
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observou-se nestas jovens que faziam uso da referida planta, associacdo de causa-efeito entre o uso
frequente da espécie e o surgimento de grandes massas mamarias?’. Por outro lado, estudo que avaliou
a atividade antiplasmodica de P. hadiensis, sua citotoxicidade e genotoxicidade, demonstrou que a
espécie apresentava pouca atividade antiplasmddica, baixa citotoxicidade e ndo era mutagénica®.

As avaliagcBes genotoxicas e citotoxicas in vitro podem garantir minimamente a seguranga no
uso de uma planta para fins medicinais. Nao obstante, estas analises também podem determinar se uma
planta medicinal de uso tradicional pode conferir propriedades tdxicas aos usuarios da espécie. Contudo,
deve-se ressaltar que o percurso para que qualquer componente de origem vegetal venha a constituir um
farmaco com acdo antimalarica comprovada é sistematico, contemplando resumidamente os principios
norteadores a seguir: 1- o componente selecionado deve apresentar atividade antiplasmodica tanto frente
a clones de referéncia da espécie P. falciparum resistentes como sensiveis a Cloroquina, 2- este
componente deve demonstrar acao seletivamente toxica as espécies de Plasmodium sp., 3- 0 componente
deve ser capaz de destruir e eliminar os plasmodios em camundongos (in vivo), apresentando atividade
antiplasmodica e auséncia de toxicidade, e 4- a atividade farmacoldgica do componente deve ser
comprovada também pela via de administracéo oral®®.

Quanto as principais limitagbes do estudo, deve-se considerar que ndo foi possivel incluir nos
ensaios in vitro outros clones de referéncia do P. falciparum, a titulo de exemplo dos 7G8 (P. falciparum
resistente a Cloroquina procedente do Brasil), HB3 (P. falciparum sensivel a Cloroquina, Mefloquina e
Quinino, procedente de Honduras) e 3D7 (P. falciparum sensivel a Cloroquina, Quinino e Mefloquina;
clone padrdo ATCC/MR4). Afora isto, os resultados obtidos em relacdo a atividade antiplasmodica dos
dois extratos analisados foram oriundos de clones distintos do P. falciparum.

Porém, em que pese essas limitagdes, este estudo é pioneiro em avaliar a atividade antimalarica
e a toxicidade dos extratos brutos da espécie C. ipecacuanha, a partir da coleta das raizes desta planta
em estacOes climaticas diferentes, ampliando o conhecimento técnico-cientifico, principalmente, no
ambito da etnoboténica, com vistas a sintese de novos principios ativos a partir de prototipos vegetais

oriundos da diversidade da flora encontrada no bioma brasileiro, em especial, da regido Amazénica.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem que os extratos brutos das raizes de C. ipecacuanha sao
candidatos potenciais a agentes antimalaricos, pois demonstraram atividade antiplasmodica,
apresentaram baixa citotoxicidade e foram desprovidos de genotoxicidade.

A priori, deve-se possivelmente considerar que o periodo de precipitacdo pluviométrica
interfere na atividade antiplasmodial, sendo ativo no periodo de maior precipitacéo
pluviométrica e muito ativo no periodo de menor precipitagdo pluviométrica, para as cepas de

P. falciparum W2 e Dd2, respectivamente.
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Deste modo, o presente estudo sugere que o uso popular da C. ipecacuanha na medicina
tradicional no tratamento da malaria apresentou evidéncia cientifica de atividade

antiplasmadica por meio de ensaios in vitro.

Agradecimentos: Agradecemos aos técnicos Gladison das Chagas Ribeiro, José Maria
de Souza Nascimento, José Mario Veloso Peres e Rogério Gomes Branddo pela assisténcia
técnica na realizacdo dos ensaios in vitro para determinacdo da atividade antiplasmaddica.
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PREDICTION OF PHAMACOLOGICAL PROPERTIES OF EMETINE AND
CEPHAELINE

Christian Neri Lameira®, Nathalia Nogueira Chamma Siqueira?, Giselle Maria Rachid Viana?,
Carlos Alberto Marques de Carvalho®

ABSTRACT

Plant species are important sources of chemical compounds, which can be useful for the
discovery and development of potential therapeutic agents. The species Carapichea
ipecacuanha has as major compounds the isoquinoline alkaloids, emetine and cephaeline,
which are probably responsible for the pharmacological activity of this plant. To define
compounds with better druglike properties, in silico analyzes of the pharmacokinetic and
toxicodynamic properties of molecules with potential pharmacological activity are necessary.
The main objective of this study was to carry out a bioinformatics analysis of the physical-
chemical, pharmacokinetic and druglikeness properties of the main alkaloids of C.
ipecacuanha, emetine and cephaeline, based on their chemical structures, considering their
isotopic and stereochemical specifications. To favor the identification of a possible mechanism
of antimalarial activity related to these compounds, a prediction algorithm of the main
macromolecular targets in humans was used, from the probing of a panel with more than three
thousand proteins, by homology of domains proteins using a suite of programs from the Swiss
Institute of Bioinformatics. Thus, it was found that both emetine and cephaeline potentially had
druglike physical-chemical and pharmacokinetic properties, with probable high gastrointestinal
absorption in humans (HIA) and ability to cross the blood-brain barrier (BBB). However,
regarding the latter, both also seem to serve as a substrate for P-glycoprotein (PGP), an enzyme
present in the endothelial cells of brain capillaries capable of pumping molecules back into the
blood, limiting their access to the brain. Furthermore, a priori, neither of the two compounds
seems to be able to inhibit the main cytochrome P450 enzymes. In a quick prediction of the
main potential targets of emetine and cephaeline in the human organism, both showed a
significant probability of interaction with G protein-coupled receptors of the A family
(rhodopsin-like), especially alpha-1A and alpha-2A, in addition to enzymes such as the putative
RBBP9 hydrolase and voltage-gated ion channels. Other analyzes will contribute to predict
similar protein domains, for example, in Plasmodium sp., with a view to identify potential
targets of antimalarial action, thus guiding future in vitro analyzes.

Key words: Carapichea ipecacuanha, Emetine, Cephaeline, In silico prediction,
Pharmacological properties.

! Centro Universitario Fibra. Belém/PA. Brasil. Programa de Pés-Graduacdo em Biodiversidade e Biotecnologia
—Rede Bionorte-Pdlo Paréa.
2 Instituto Evandro Chagas. Ananindeua/PA. Brasil



123

3 Corresponding author: Universidade do Estado do Para. Travessa Perebebui, 2623 (DPAT/UEPA). Marco,
Belém/PA — Brasil. CEP: 66095-662. E-mail: carlos.carvalho@uepa.br http://lattes.cnpq.br/8700672339331484.

1. Introduction

Plant species represent a rich source of chemicals compounds, which can be useful as
potential therapeutic agents. Rigorous and well-conducted scientific investigation of species
traditionally used by the population can significantly contribute to the discovery of new drugs®.

Carapichea ipecacuanha (Rubiaceae), popularly known as ipeca, poaia (Brazil) or
ipecac (USA) is a medicinal species threatened with genetic erosion or extinction, associated,
for instance, with its extractive process in recent centuries. Because, to obtain its alkaloids, it is
necessary to remove its root to extract the chemical compounds?. The major constituents of the
plant are the isoquinoline alkaloids, emetine and cephaeline®, molecules that have a
monoterpenoid-tetrahydroisoquinoline skeleton, formed from the condensation of dopamine
and secologanine®, which converge to cephalin and emetina®.

Emetine and cephaeline have emetic properties, that is, they act directly on the gastric
mucosa, causing irritation and may cause vomiting after administration of the plant®. It was
demonstrated in cell lines of mammals, plants and yeasts, that both alkaloids inhibited the
activity and synthesis of proteins, ribosomal and mitochondrial DNA and RNA"8. Emetine has
been reported to have significant antiviral activity against dengue virus®, HIV?, other RNA and
DNA virus™, amebicide and expectorant'?, anticancer activity in lung and breast cancer
cells®* and which may also inhibit the SARS-CoV-2 virus®®.

Cephaeline can be considered a candidate drug for the treatment of patients with chronic
obstructive pulmonary disease - COPD?®, in addition to exhibiting efficacy against Zika and
Ebola virus and may be better tolerated than other analogous drugs (emetine, for example)?’.

The discovery of a new drug presupposes long development timelines®®. The use of
natural products in antimalarial chemotherapy is significantly increasing®. Ethnobotanic
studies have shown that patients infected with Plasmodium sp. increasingly seek treatment in
traditional products, such as Cinchona sucrubra® or Sonchus arvensis?*.

Investigating the use of medicinal species with therapeutic properties is the path to be
followed in the discovery of new products with therapeutic activity. In the in vitro and in vivo
investigation of S. arvensis leaf extract, for instance, it was determined that this species has
antiplasmodial, antioxidant, nephroprotective, hepatoprotective and immunomodulatory
activities, in addition to presenting low toxicity??, demonstrating that the traditional use of the
species presented scientific evidence regarding the pharmacological activity in vitro and in

Vivo.
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Molecular docking is a computational procedure that aims to establish, among other
mechanisms, the characteristics of a biological target and its ligand, so that new drugs can be
developed. The technique can be useful in better understanding the bioavailability of drugs®.
Therefore, the main objective of the present study was to carry out a bioinformatics analysis of
the physical-chemical, pharmacokinetic and druglikeness properties of the main alkaloids of C.
ipecacuanha, emetine and cephaeline, based on their chemical structures, considering their
isotopic specifications and stereochemistry.

2. Material and Methods

Chemical notations relative to the structures of emetine (CID 10219) and cephaeline (CID
442195) were retrieved from PubChem? in the simplified molecular-input line-entry system (SMILES)
format, using its isomeric version (computed from chemical structures containing isotopic and
stereochemical information) as follows:
CC[C@H]1CN2CCC3=CC(=C(C=C3[C@@H]2C[C@@H]1C[C@@H]4C5=CC(=C(C=C5CCN4)0O
C)O0C)oC)oC and
CC[C@H]1CN2CCC3=CC(=C(C=C3[C@@H]2C[C@@H]1C[C@@H]4C5=CC(=C(C=C5CCN4)0)
0OC)OC)OC, respectively. These chemical notations were the input data for all subsequent predictions.

Bioavailability parameters of these compounds were calculated on SwissADME?®, as well as
cytochrome P450 (CYP) inhibition and druglikeness properties. Gastrointestinal absorption and brain
penetration predictions were performed using the brain or intestinal estimated permeation (BOILED-
Egg) model?. Targets were predicted on SwissTargetPrediction?’ selecting the library of proteins from
the species Homo sapiens, and the top 15 results were used to determine the main target classes of the

query molecules.

3. Results
Retrieving of emetine and cephaeline data available on PubChem revealed similar chemical
structures, with molecular weights of 480.6 and 466.6 Da and topological polar surface areas of 52.2
and and 63.2 A2, respectively. As observed, emetine is a pyridoisoquinoline comprising emetam having
methoxy substituents at the 6'-, 7'-, 10- and 11-positions, while cephaeline is a pyridoisoquinoline
comprising emetam having a hydroxy group at the 6'-position and methoxy substituents at the 7'-, 10-

and 11-positions (Figure 1).
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Figure 1: Chemical structures of emetine (left) and cephaeline (right). Depictions were deposited in or
calculated by PubChem, with stereochemical orientation communicated as wedges and dashes of perspective
formulas. Hydrogen, nitrogen, and oxygen atoms are shown in green, blue, and red, respectively.

On SwissADME, both emetine and cephaeline presented a bioavailability score (probability of
F > 10% in rat) of 0.55 and favorable druglikeness according to the Lipinski, Veber, Egan, and Muegge
filters, but showed 3 or 2 violations in the Ghose filter, respectively. Also, neither emetine nor cephaeline
were indicated as inhibitors of the main CYP isozymes involved in drug metabolism (i.e., CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, and CYP3A4). As expected, lipophilicity, size, polarity, insolubility,
insaturation and flexibility were similar for both compounds, with slightly higher scores of
lipophilicities, size, insolubility, and flexibility for emetine and slightly higher scores of polarities and

insaturation for cephaeline (Figure 2).

LIPO LIPO

FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

Figure 2: Bioavailability radar of emetine (left) and cephaeline (right). Lipophilicity (LIPO), size (SIZE),
polarity (POLAR), insolubility (INSOLU), insaturation (INSATU) and flexibility (FLEX) were calculated on
SwissADME. The colored zone is the suitable physicochemical space for oral bioavailability.

Regarding human intestinal absorption (HIA) and blood-brain barrier (BBB) transposition,
emetine and cephaeline showed equivalent abilities, with both serving as substrates of the P-glycoprotein
(PGP), hindering their permanence in the central nervous system (CNS) after reaching it, as predicted
by the BOILED-Egg model (Figure 3).
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Figure 3: Comparative gastrointestinal absorption and brain penetration of emetine and cephaeline. Data
were calculated using the BOILED-Egg model. The points located in the white ellipse represent compounds with
high probability to be passively absorbed by the gastrointestinal tract, while the points in the yellow ellipse (i.e.,
the yolk) are for compounds with high probability to permeate through the BBB to access the CNS (white and
yolk are not mutually exclusive). Point colored in blue are for molecules predicted to be substrate of the PGP
(PGP+) and hence actively pumped up from the brain or to the gastrointestinal lumen; if predicted non-substrate
of the PGP (PGP-), the related point is in red.

As assessed on SwissTargetPrediction, alpha-2A adrenergic receptor (ADRA2A) and putative
hydrolase RBBP9 are the most likely protein targets of emetine (probability of ~0.58) and cephaeline
(probability of ~0.64), respectively. Despite this difference, the top 15 protein targets of these query
molecules comprised mainly family A G protein-coupled receptors (33.3%), electrochemical
transporters (20.0%) and voltage-gated ion channels (20.0%) (Figure 4).
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Figure 4: Target classes of emetine (up) and cephaeline (down). Calculations were performed on
SwissTargetPrediction based on the top 15 predicted targets for the query molecules.

4. Discussion

The alkaloids emetine and cephaeline are compounds with similar molecular structures,
which differ from each other by one of their -OH (cephalin) and OCH3 (emetine) substituents.
They have emetic and antiparasitic properties?®?°, extracted from the roots of Carapichea
ipecacuanha and widely used in traditional medicine, mainly in the treatment of intestinal
amebiasis®. However, its use has been associated with side effects such as vomiting, nausea
and, in high doses, cardiotoxic effects®®. Yang et al. (2018) observed that both molecules
inhibited the replication of Zika (ZIKV) and Ebola (EBOV) virus, and that this viral effect is
independent of toxicity'’.

Adrenergic receptors are glycoproteins located on the surface of effector cells and are
responsible for the adrenergic activity of the sympathetic autonomic nervous system. -2

adrenergic receptors are inhibitory and, when activated, induce antihypertensive, anxiolytic,
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sympatholytic and sedative effects®t. The predilection (33%) of emetine and cephaeline for the
a-2A adrenergic receptor suggests a partial agonist action in the activation of this receptor.
These receptors can, for instance, inhibit the release of noradrenaline®?, reduce stomach and
intestinal motility and tonus®®, cause dose-dependent changes such as cardiovascular
alterations, sedation, and analgesia®*. The active principles can also bind to adenosine and MU
opioid receptors.

Alkaloids have affinity for ionic channels (20%), especially those of potassium activated
by high conductance calcium. These channels help restore the resting state after depolarization,
or decrease excitability through hyperpolarization3!, which could potentiate a bronchodilator
effect, among other effects.

The evaluated compounds also have a predilection for electrochemical receptors (20%),
such as histamine H1 receptors in cattle, the bacteria of the intestinal microbiota (Bacteroides
stercoris) and the synaptic transporter of the vesicular amine. In this case, emetine and
cephaeline could be research target drugs for the treatment of Tourette Syndrome (TS), which
is characterized by a motor and speech behavioral disorder®, as one of the accepted theories
for the TS is that there is a dysfunction of the involucrate pathways between the cerebral cortex
and the basal ganglia®®.

Both alkaloids studied were considered promising agents in the treatment of chronic
obstructive pulmonary disease — COPD, as they inhibit or silence the expression of the target
microRNA, preventing its translation®. Non-coding RNAs play an important role in regulating
biological activities such as migration, proliferation and apoptosis®” and, in the specific case of
COPD, it is expected that they can remodel the airways in the treatment of the disease®®.

Cephaeline and, in particular, emetine has considerable anorexigenic effects when
administered orally compared to the parenteral route, activity induced by stimulation of the
sensory receptor of the gastric mucosa and the central chemoreceptor, with subsequent
activation of the trigger zone®. Between the two alkaloids, the most cardiotoxic is emetine, the
toxic dose is approximately ten times higher than the therapeutic one, and the damage caused
by the compound is related to frequent exposure®®. Emetine can block protein synthesis by
binding to ribosomal units, which may be useful in studies related to anorectic activities*.

Emetine and cephalin alkaloids were evaluated by molecular docking as potential
candidates for the treatment of COVID-19. Emetine indicated considerable binding affinity for
SARS-CoV?2 receptors, proteolytic enzyme 3CLpro, compared to nelfinavir and lopinavir,
drugs used in the COVID-19 treatment®, as well as affinity for the key proteins ACE2, 3CLpro,
Mpro, PLpro and RdRp, suggesting that this phytochemical compound has the potential to fight

against the virus*..
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The site of action of the emetine in P. falciparum is the 40S subunit of the eukaryotic
80S ribosome*?, according to a molecular modeling study that was used to determine potency
against multidrug-resistant P. falciparum strains (reference clone K1)*. Since the 1970s, the
description of the evaluated alkaloids has been known as protein synthesis inhibitors*, findings
that were similar with our data. The gametocidal activity of emetine was demonstrated by
Panwar et al. (2020), findings that corroborates the results obtained in this investigation®.

Regarding the main limitations of the study, it was not possible to analyze the properties
of emetine and cephalin focusing on toxicity parameters. Furthermore, it is necessary to
evaluate the possible synergistic effects of emetine and cephalin alkaloids with other chemical
compounds present in the root extract of C. ipecacuanha.

Regardless of this, preliminary prediction of the main potential targets of emetine and
cephaeline in the human, suggest that both alkaloids demonstrate a significant probability of
interaction with G protein-coupled receptors of the A family (rhodopsin-like), mainly alpha-1A
adrenergic receptors and alpha-2A, in addition to enzymes such as the putative RBBP9
hydrolase and voltage-gated ion channels*.

5. Conclusions

The molecular docking findings demonstrate that emetine and cephaeline potentially
exhibit druglike physical-chemical and pharmacokinetic properties, with probable high
gastrointestinal absorption in humans (HIA) and ability to cross the blood-brain barrier (BBB).
A priori, the two compounds do not seem to be able to inhibit the main cytochrome P450
enzymes. Among the probable pharmacological properties, we highlight the possible
antiplasmodial activity of the alkaloid’s emetine and cephaeline, by binding to protein
receptors; the pharmacological potential in the treatment of COVID-19, through binding to the
proteolytic enzyme 3CLpro, in addition to the in silico evidence as promising compounds in
the treatment of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), by inhibiting the expression
of the target microRNA. However, it is important to carry out other analyzes aiming, for
example, to contribute to predicting similar protein domains in Plasmodium sp., focus on

identifying potential targets of antimalarial activity.
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PROCEDIMENTO PARA CULTIVO CONTINUO DAS CEPAS DE Plasmodium falciparum
1. Objetivo

Estabelecer os procedimentos operacionais padrao para o cultivo continuo (in vitro)

das cepas de Plasmodium falciparum, em especial, os clones W2, Dd2 e 3d7.

2. Campo de aplicacéo

O procedimento laboratorial para realizar o cultivo continuo das cepas de
Plasmodium falciparum est4 descrito para ser executado por técnicos, estudantes,
colaboradores e pesquisadores, que tém vinculo formal com o IEC e desenvolvem atividades

no Laboratorio de Pesquisas Basicas em Maléaria da Secao de Parasitologia (LPBM/SAPAR).

3. Definicbes

Para efeito deste POP, aplicam-se as seguintes defini¢oes:

Cultivo continuo: Ensaio laboratorial que permite a manutencao in vitro dos estagios
sanguineos de Plasmodium falciparum, pela técnica de Trager e Jensen (1976), que necessita
de grande quantidade de parasitos coletados em curto espacgo de tempo.

Cepa: Conjunto de parasitos obtidos de uma sé vez, normalmente, por meio da coleta
de amostra biologica via puncdo sanguinea intravenosa a partir de um individuo cujo
diagnéstico laboratorial, realizado pela microscopia (Gota Espessa e/ou Distensao
Sanguinea), tenha revelado a presenca de formas sugestivas de Plasmodium falciparum. E
importante mencionar que este conjunto de parasitos pode ter sido originado de uma ou
diferentes picadas pelo vetor anofelino, em um Unico momento ou em ocasides diferentes,
razdo pela qual os parasitos podem, provavelmente, ser geneticamente distintos uns dos
outros.

Clone: Populacédo geneticamente pura, proveniente da multiplicacdo dos estagios
eritrocitarios do Plasmodium falciparum, a partir de um Unico estagio parasitario (anel ou
trofozoito jovem) obtido, normalmente, por diluicdo ou micromanipulacdo ou, no caso da
malaria experimental, oriundo de roedores a partir de um Unico esporozoito (Rosério, 1981;
Trager et al., 1981).

Meio RPMI: Sistema de tamponamento com bicarbonato e concentracdes
modificadas de aminoacidos essenciais e vitaminas para estimular o crescimento celular do

parasito.
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4. Siglas

EPI: Equipamento de Protecao Individual.
P. falciparum ou Pf: Plasmodium falciparum.
UV: ultravioleta, luz.

GE: Gota Espessa.

DS: Distensédo Sanguinea.

5. Responsabilidades

A elaboracdo deste protocolo foi realizada conjuntamente pelos pesquisadores e

técnicos, e a responsabilidade de aplicagéo sera de todos que atuam no LPBM/SAPAR/IEC,

nas linhas de pesquisa que envolvem procedimentos de cultivo continuo das cepas de

Plasmodium falciparum.

6. Procedimentos

6.1 Materiais principais

Borrifador com &lcool a 70%.

Becker para descarte de ponteiras, meio de cultivo e reagentes, com hipoclorito de
sodio.

Caneta de marcagao permanente.

Garrafa de meio plastica, estéril e descartavel.

Gaze.

Suporte para tubos de centrifuga.

Lapis preto (comum).

Luva cirargicas (latex), estéreis e descartaveis.

Pipetas tipo Pasteur®, de pléstico, estéreis e descartaveis, e/ou de vidro
(autoclavaveis).

Ponteiras estéreis e descartaveis (volumes principais: 10, 50, 100, 200 e/ou 1.000 pL).
Tubo tipo Falcon®, com capacidade para 15 mL.

Laminas de vidro para microscopia, com borda fosca.

6.2 Equipamentos

Estufa incubadora, estabilizada em 37°C.

Cabine biolégica de fluxo laminar vertical.

Mistura de gases, contendo 90% de N2, 5% de CO2 e 5% de O2.

Micropipetas automaticas (capacidades principais: 50-10, 10-200 e 100-1000 pL).

6.3 Reagentes e solucgdes

Meio RPMI incompleto.

Bicarbonato de s6dio a 7,5%.
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Gentamicina.

Plasma humano, tipo “A” +.

6.4 Higienizacdo da cabine biol6gica de fluxo laminar

Calcar as luvas de procedimento e iniciar a limpeza da cabine biol6gica de fluxo
laminar, borrifando o alcool a 70% no interior da referida cabine e espalhando-o com
um pedaco de gaze;

Ligar a luz ultravioleta (UV) e deixar agir por 15 minutos;

Enquanto a luz UV estiver ligada, separar todos o0s materiais necessarios ao
procedimento de cultivo continuo. ALERTA: consultar checklist ao lado superior
esquerdo da cabine;

Desligar a luz UV e, em seguida, depositar todos os materiais separados no interior da
cabine, borrifando alcool a 70% em cada um dos materiais e ligar novamente a

lampada UV por mais 15 minutos;

6.4.1 Preparacdo do meio RPMI completo para cultivo continuo de P. falciparum

Em uma garrafa estéril com capacidade para, no minimo, 100 mL, acrescentar 86,8
mL de meio RPMI incompleto (volume necessério para a preparacdo de volume total
de 100 mL de meio completo);

Adicionar 3,21 mL da solucdo de bicarbonato de sédio a 7,5% estéril;

Em seguida, acrescentar 20 mL de Gentamicina na concentracéo de 50 mg/mL;
Acrescentar 10 mL de plasma humano tipo “A” + e homogeneizar a solugdo do meio

RPMI completo.

Observacéo: Para o caso de descongelamento de cepa do parasito ou quando se
tratar de uma nova cepa, o meio de cultivo devera ser suplementado a 20%, ou seja,
76,8 mL de meio incompleto e 20 mL de plasma tipo “A” +, até observar, pela
morfologia dos estagios do parasito nas laminas de microscopia, que o parasito ja esta

adaptado, ou readaptado, conforme o caso.

6.4.2 Manutencdo do cultivo continuo de P. falciparum

Retirar as garrafas com o meio RPMI de cultivo da estufa;

Borrifar toda a superficie externa das garrafas com alcool a 70%;

Depositar as garrafas na cabine biologica de fluxo laminar, com todo cuidado, para
evitar que a pelicula de hemécias sedimentada na parede das mesmas hao seja

homogeneizada;
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e Com auxilio de uma pipeta tipo Pasteur® de 5 ou 10 mL, retirar o maximo possivel do
meio RPMI de cultivo da garrafa, procurando evitar a captura das heméacias ali
depositadas;

e Com cuidado, inclinar a garrafa para um lado (dngulo de aproximadamente 45°) e com
uma pipeta tipo Pasteur® de ponta fina, retirar, do lado oposto, uma aliquota de mais
ou menos 10 pL de sangue e preparar uma lamina para microscopia com GE e DS,
gue deve ser corada pelo método de Walker e Giemsa, conforme o caso, e avaliada
antes de prosseguir para a etapa da troca de meio RPMI de cultivo.

e Para que os estagios do parasito nao “entrem em sofrimento”, pode ser adicionado
novo meio RPMI de cultivo completo, equivalente a aproximadamente 30 a 50% do
volume final. Deixar a garrafa dentro da cabine biolégica com o fluxo laminar ligado.

e AplOs a leitura da lamina com GE e DS, prosseguir com os procedimentos,
completando com o restante do meio RPMI completo ou outros afazeres técnicos afins;

e Se, por um acaso, a densidade parasitaria estiver alta (), esta deve ser ajustada,
fazendo diluicdo com a adicao de hemacias do tipo “O” +, lavadas. Caso contrario,
prosseguir com as etapas seguintes, seja criopreservacao, duplicagdo, sincronizagéo,
etc.

e Em seguida, acrescentar o restante do meio RPMI de cultivo completo;

e Proceder com a homogeneizacao;

e Acrescentar a mistura de gases por periodo de 30 segundos nas garrafas com volume
de 50 mL e 60 segundos nas garrafas com volume de 250 mL, tampando-as logo em
seguida, para que o ambiente interno das garrafas mantenha a atmosfera de gas
carbdnico dentro das mesmas e, com cuidado, retird-las da cabine biol6gica de fluxo

laminar, incubando-as novamente na estufa a 37°C.

e Observacdo: A adigdo de hemacias lavadas deve ser efetuada de 3 em 3 ou de 4 em
4 dias, mesmo que a densidade parasitaria do cultivo continuo ndo aumente. Este
procedimento tem a finalidade de reoxigenar a atmosfera do cultivo continuo,

auxiliando no crescimento parasitario.

7. Seguranca

E imprescindivel usar jalecos descartaveis, luvas cirlrgicas estéreis e descartaveis,
mascaras cirurgicas estéreis e descartaveis, pré-pés descartaveis e gorros descartaveis (EPI)
durante todo o procedimento laboratorial e proceder com o descarte do material (laminas
quebradas, agulhas, gaze, pipeta tipo Pasteur®, etc.) de trabalho em recipiente adequado,

conforme a classificacdo de cada material para descarte.

8. Registro dos resultados
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O registro dos resultados devera ser feito em fichas digitais padronizadas pelo

LPBM/SAPAR, além da anotacdo nos livros especificos de laboratério.
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