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RESUMO

A malaria é um grave problema de saude publica, especialmente para a regido Amazonica.
Entretanto, fatores como a resisténcia, dificuldade de acesso e toxicidade dos farmacos
tradicionais reduzem a efetividade das drogas distribuidas pelo governo para controle da
infeccdo. Assim, a populagdo amazonica ainda usa os recursos naturais, como a Bertholletia
excelsa (Castanha-do-Para), para melhorar os aspectos clinicos causados pela doenca.
Entretanto, ndo existe comprovacao cientifica do efeito desse fruto na malaria. Assim, este
trabalho avaliou o efeito do pré tratamento com Castanha-do-Para em camundongos BALB/c
infectados com Plasmodium berghei, por meio dos parametros a seguir: sobrevida até a morte
de todos os individuos, parasitemia e peso dos animais (no 3°, 7°, 10° 16° e 18° dia poés-
inoculacdo do parasita), e, no 10° de infec¢do, hemograma completo, peso do figado e do baco
e andlise das enzimas hepaticas aspartatoaminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e y-glutamilaminotransferase (GGT). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para
avaliar a normalidade, seguido de Analise de Variancia (ANOVA) de uma via ou teste t de
Student, seguido do teste post hoc de Tukey. O acompanhamento dos animais parasitados
mostrou uma sobrevivéncia em média de 13,9 dias, com perda de peso, aumento do tamanho
dos orgdos, e alteracbes tanto do hemograma (diminuicdo do hematdcrito, hemoglobina,
hemécias totais e plagquetas e aumento dos leucdcitos totais) como das enzimas hepéticas
(aumento da AST e ALT e diminuicdo da GGT). Interessantemente, o pré tratamento de 11
dias com o fruto exerceu uma protecdo significativa em relacdo a alguns dos parametros
medidos como o aumento da sobrevida dos animais para 14,8 dias, diminuicdo dos niveis de
parasitemia e leucdcitos totais, manutencdo do peso dos animais por mais tempo e do peso do
baco, bem como influenciou positivamente nas enzimas hepaticas ALT e GGT. Assim, estes
dados ja demonstram que a B. excelsa pode ser utilizada como um reforco nutritivo diante a

infeccdo causada pelo Plasmodium.

Palavras Chave: Amazbnia, Plantas medicinais, Castanha-do-Para, Bertholletia excelsa,
Malaria, P. berghei.



SUMMARY

Malaria is a serious problem of public health, especially in Amazon region. However, factors
such as drug resistence, difficult access and toxicity of traditional drugs reduce the
effectiveness of treatment. Thus, Amazon population uselly uses natural resources, such as
Brazil nuts, to improve the clinical symptoms of malaria. However, there is no scientific
evidence of the effect of this fruit in malaria. So, this study evaluated the effect of
pretreatment with Brazil nuts in BALB/c mice infected with Plasmodium berghei by
analysing the following parameters: survival to death of all individuals, parasitemia and
weight of the animals (in the 3rd, 7th, 10th, 16th and 18th day post-inoculation of the
parasite), and, at the 10th of infection, complete hemogram, liver and spleen weight and
analysis of hepatic aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and y-
glutamyltransferase (GGT). Kolmogorov-Smirnov test was used to evaluate normality,
followed by analysis of variance (ANOVA) one-way test or Student t test, followed by
Tukeypost hoc test. Monitoring of parasitized animals showed a mean survival of 13.9 days,
loss of weight, enlarged organs, and changes of both the hemogram (decrease in hematocrit,
hemoglobin, red blood cells and platelets and increased of total eukocytes) as hepatic
enzymes (increased AST and ALT and decreased GGT). Interestingly, pretreatment with the
fruit of 11 days show a significant protection of animals survival (light increase), levels of
parasitemia and total leukocytes (decreased), weight of the animal and weight of the spleen
(maintenance for a longer time) and ALT and GGT (increase). Thus, these data supports the
use of B. excelsa as a nutritional adjuvant on the treatment against the infection caused by

Plasmodium.

Keywords: Amazonia, Medicinal plants, Brazil nuts, Bertholletia excelsa, Malaria, P.
berghei.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais
A maléria é uma doenca infecto-parasitaria frequente e de elevado indice de

morbimortalidade. Achados arqueoldgicos em mdmias apontam que essa infecgéo é tdo antiga
quanto a propria humanidade, entretanto s6 foi descrita por Hipdcrates no século V a.c.
(RETIEF F et al., 2006; TUTEJA, 2007).

Em seres humanos, a infecgcéo procede da transmissdo dos agentes infecciosos, 0s
protozoarios do género Plasmodium, através da picada dos mosquitos da espécie Anopheles
darlingi, que sdo os principais vetores de transmissdo da doenca (HUNT et al., 2006;
MIRABELLO L et al., 2006).

S&o quatro as principais espécies de plasmodios que afetam a populacdo humana:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malarie e Plasmodium ovale
(COURA et al, 2006). Destes, o P. falciparum e o P. vivax sdo mais comuns na América do
Sul, estando 99,9% dos casos concentrados na Amazonia Legal. Destes, 90% da incidéncia se
dé por P. vivax (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Os sintomas mais caracteristicos da doenca sdo febre, calafrio e sudorese (paroxismo
febril). Outros sintomas como mialgia, nauseas e vomitos sdo frequentemente destacados.
Dependendo do tempo de incubacdo e da espécie de Plasmodium responsavel pela infec¢éo,
o0s aspectos clinicos manifestam-se de forma diferente. A ndo intervengdo pode facilmente
evoluir para quadros mais graves, com faléncia de 6rgdos e malaria cerebral, chegando a 6bito
(REY, 1992; GOOD et al., 2005).

Dentre as quatro espécies capazes de infectar humanos, a espécie P. falciparum é a
gue promove manifestacdes clinicas mais intensas, podendo causar insuficiéncia renal aguda,
anemia grave, hipoglicemia, edema pulmonar, acidose metabolica e malaria cerebral
(MILLER et al., 2002). As outras formas, relativamente menos graves, apresentam sintomas

como febre intermitente, sudorese, mal estar, vomitos e intensa debilidade fisica.

Outros fatores que também influenciam na evolucéo clinica do paciente envolvem o

nivel de parasitemia no sangue e a sua resposta imune. Em conjunto com a espécie de
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plasmodio, sdo considerados fundamentais para o desenvolvimento dos quadros de maléria
severa (GOOD et al., 2005).

1.2 Ciclo Bioldgico do Parasita
O ciclo de vida do Plasmodium é composto por uma fase assexuada, que se

desenvolve em um hospedeiro vertebrado, podendo o homem atuar neste papel, e uma fase

sexuada, que ocorre em um hospedeiro invertebrado (o mosquito Anopheles.).

Os esporozoitos que parasitam o mosquito sdo a fase inicial da infec¢do no
hospedeiro vertebrado. Transmitidos através da picada do mosquito fémea, acessam 0s
capilares sanguineos, atingindo rapidamente a circulacdo sisttmica (AMINO et al., 2007;
EJIGIRI et al., 2009).

Na corrente sanguinea humana, os esporozoitos iniciam a fase assexuada do ciclo,
que consiste em duas etapas: a pré-eritrocitica e a eritrocitica (EJIGIRI et al., 2009; HALDAR
et al., 2007).

A fase preé-eritrocitica € caracterizada pela migracdo dos esporozoitos para o figado,
penetrando 0s hepatdcitos, por um mecanismo ndo muito bem compreendido, onde
permanecem de 9 a 16 dias (MOTA et al., 2001). Cada esporozoito d& origem a milhares de

merozoitos dentro do hepatdcito. Essa etapa da infeccdo é geralmente assintomatica.

No final do periodo pré-eritrocitico os hepatocitos se rompem, liberando os
merozoitos para a corrente sanguinea. Estes entdo invadem os eritrdcitos (hemacias), dando
inicio a fase eritrocitica (HALDAR et al., 2007; STURM et al., 2006) (Figura 1).

Dentro dos eritrocitos, os merozoitos passam por trés fases de desenvolvimento por
reproducdo assexuada, garantindo a progressao da infeccdo. Inicialmente o parasita se
diferencia, assumindo uma forma de anel denominado trofozoita jovem. A seguir diferencia-
se novamente em trofozoita maduro e, por fim, forma os esquizontes maduros. O rompimento
dos esquizontes maduros, que acompanham o rompimento das hemacias, liberam cerca de 20
novos merozoitos aptos a invadir novos eritrocitos (HALDAR et al., 2007; SILVIE et al.,
2008) (Figura 2).
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Uma pequena propor¢do dos merozoitos liberados na ruptura, por um mecanismo
ainda ndo muito esclarecido, ndo invadem os eritrdcitos e eventualmente se diferenciam em
micro e macrogametdcitos (masculino e feminino, respectivamente), formas sexuadas

infectantes para 0 mosquito Anopheles darlingi fémea (TUTEJA, 2007).

Ao ingerir os gametdcitos de hospedeiros vertebrados, 0 mosquito se infecta, dando
inicio a fase sexuada do ciclo bioldgico do parasita. Os gametdcitos se fundem no trato
digestivo, resultando na formacgdo do zigoto. Este se diferencia em oocistos, iniciando a
esporogonia, que leva a formagdo dos esporozoitas. Esta Gltima forma evolutiva migra para a
glandula salivar do mosquito e serdo inoculados no hospedeiro vertebrado no momento de sua
alimentacdo (TUTEJA, 2007; BAKER et al., 2010) (Figura 1).

Fase
pré-eritrocitica

Ingesta de
Gametocitos

Esporozoitos na
gladula salivar
Fase de anel

Fase eritrocitica
Figura 1: Ciclo de vida do parasita da malaria. Adaptado de (Tuteja, 2007).

1.3 Patologia
A maléria é uma doenca sistémica que altera a maioria dos 6rgaos. A gravidade pode

variar desde manifestacdes benignas até graves e fatais. Fatores pessoais e caracteristicas dos
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parasitos influenciam na progresséo e intensidade da infecgdo. Em geral, a andxia tecidual é a
principal atividade patogénica dos plasmdédios no tecido, devido a reducdo da capacidade de
transporte de O, no sangue (REY, 1992).

Perturbacbes do fluxo circulatorio e aumento da glicolise anaerdbia também séo
descritos, somados a deficiéncia de oxigenacdo. A hipoglicemia ocorre nos pacientes como
resultado do aumento da demanda de glicose, em face ao metabolismo anaerébio do tecido e
metabolismo dos parasitos, gerando menor suprimento para o paciente (CLARK et al., 1997,
BHALLA et al., 2006).

Outra anormalidade fundamental para definir o diagnostico de malaria sdo as de
alteracdes das enzimas. As investigacdes bioquimicas das enzimas Alanina Aminotransferase
(ALT), Aspartato Aminotranferase (AST), Fosfatase Alcalina e Gama Glutamiltranferase
(GGT) sdo marcadores de atividades inflamatorias e intoxicagcBes quimicas, onde suas
variacfes sdo parametros de disfuncdo no figado, principalmente ALT. A hepatomegalia

presente na doenca também esta associada as alteracfes enzimaticas (BHALLA et al., 2006)

Em relacdo as alteracdes anatémicas e fisiopatoldgicas nos diversos érgaos e tecidos,
o figado, baco e principalmente o sangue sofrem modificacBes significativas. O figado na
fase aguda apresenta-se progressivamente aumentado e pigmentado. Com o avanco da
doenca, parasitos e hemécias fagocitadas sdo vistos no interior dos macréfagos e 0s
hepatdcitos apresentam alteragdes nucleares e infiltracdo gordurosa (REY, 1992; COTRAN,
2000).

O baco mostra-se dilatado e tenso, sujeito a ruptura traumatica e podendo ultrapassar
1 kg. Ndo ha alteracbes histoldgicas especificas, porém o tecido é repleto de hemaécias
parasitadas (COTRAN, 2000). No sangue, a destruicdo das hemaécias corresponde a
manifestacdo mais clara da doenca. Existem varias suposi¢cdes do mecanismo para evolugdo
da condicdo anémica da malaria, dentre estas cabe ressaltar a capacidade dos macrofagos em
fagocitar eritrocitos contendo os parasitos ou ndo, resultando na destruicdo de heméacias

normais nesse processo auto-imune (REY, 1992).

O mecanismo de resisténcia ao parasito ainda € pouco compreendido, entretanto a
imunidade foi observada em populacbes residentes em areas hiperendémicas, sujeitas a
exposicoes repedidas a maléria (FENG et al., 2012). A aquisicdo da imunidade torna-se
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dependente de vérios fatores, dentre eles o sistema imunologico do hospedeiro e 0s
mecanismos inflamatdrios de resisténcia ao parasito (LANGHORNE, 2005).

Na resposta imune inflamatoria a atividade das células CD4 em liberar IFN- v,
permite a ativacdo de macrofagos capazes de liberar o fator de necrose tumoral (TNF) e 6xido
nitrico (NO) que podem reduzir a parasitemia na fase inicial da infeccdo. Respostas
inflamatorias do tipo Thl também s&o capazes de controlar a parasitemia nessa fase (FENG,
2012).

As ceélulas dendriticas (CD) sdo igualmente importantes na imunidade inata, pois
quanto ativadas no bago, comportam-se como apresentadoras de antigenos, agindo como
mediadora das respostas humoral e celular. Drogas imunomoduladoras das funcbes das CD

contribuem para a imunidade contra os parasitas (FENG, 2012).

1.4 Incidéncia da malaria

No contexto das endemias mundiais, a malaria se posiciona como uma das doencas
infecto-parasitarias com maiores taxas de morbimortalidade, assemelhando-se a outras
doencgas infecciosas como tuberculose e SIDA. Tal padrdo a caracteriza como um grave
problema de salde publica, principalmente em paises em desenvolvimento (HUNT et al.,
2006; DOOLAN et al., 2009; MARTINS et al., 2009).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, o nimero de mortes por malaria
decaiu em 20% na Gltima década. Mesmo assim, no ano de 2011, a doenca foi responsavel por
216 milhdes de casos, que resultaram em 655.000 mortes, 91% destas no Continente Africano
(WHO, 2011).

Embora o maior indice de casos se detenha ao continente africano, a disseminacao da
doenca € uma realidade preocupante as autoridades. De acordo com a OMS, a doenca
apresenta distribuicdo significativa em regifes localizadas na América do Norte (México),
América Central (Caribe), América do Sul (principalmente na regifo Amazdnica), Asia
(Subcontinente Indiano, Sudeste Asiatico e Oriente Médio), Europa Oriental e Oceania
(WHO, 2009; WHO, 2010) (Figura 2).
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Figura 2: Mapa da prevaléncia e distribuicdo geografica mundial dos casos clinicos de
maléria. Fonte: WHO, 2009; WHO, 2010.

No total, sdo 23 os paises das Américas com casos confirmados. No Brasil, em 2010,
foi reportado um total de 334.618 casos, sendo 283. 384 por P. vivax, provocando 74 mortes
(WHO, 2011). Em 2011, os dados epidemiologicos da regido Amazbnica mostraram
incidéncia nos 9 estados, totalizando 263.323 casos, dos quais 43,09% (113.461 casos)
localizados no Estado do Para (SIVEP-MALARIA, 2012) (Tabela 1).

gade
aderativa 010 0
AM 74.135 22,23 59.279 22,51
PA 135246 | 40,57 113.461 | 43,09
RO 43,576 13,07 30.371 11,53
AC 36.905 11,07 22.584 8,58
AP 15.388 4,62 18.437 7,00
RR 21.806 6,54 13.982 5,31
MT 2.365 0,70 1.630 0,62
MA 3.904 1,17 3.503 1,33
TO 104 0,03 76 0,02
AMAZONIA | 333429 | 100 263323 100

Tabela 1 - Casos de Malaria na Amazonia Legal (2010-2011) — Adaptada (Fonte:
BRASIL, 2012)
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Diversas estratégias de detencdo da doenca vém sendo propostas por organizagdes
internacionais. No Brasil foi implementado, a partir do ano 2000, o Plano de Intensificacdo
das Ac¢Oes de Controle da Malaria (PIACM), que resultou em reducgdes expressivas dos casos

de malaria na regido amazénica (BRASIL, 2012).

Ha de se ressaltar, no entanto, que apesar das politicas publicas impactarem na
diminuicdo progressiva de casos, a doenga ainda permanece afligindo populagdes mais
carentes, uma vez que outros fatores, como a migracéo de individuos para as areas endémicas,
dificil acesso ao tratamento e auséncia de uma vacina eficaz, impedem a contengdo e

erradicacdo da doenca.

1.5 Modelo Animal de Maléria
Perante a necessidade de ampliar os estudos sobre a malaria, na década de 1970

foram propostos modelos utilizando roedores, uma vez que quatro espécies de Plasmodium
infectam esses animais, a saber: P. chabaudi, P. yoelii, P. vinckei e P. berghei. Cada espécie
de parasita afeta uma linhagem diferente de roedor, manifestando sensibilidade e alteracdes
patoldgicas respectivas a cada parasito (LAMB et al., 2006) (Tabela 2).

Os modelos experimentais de malaria evidenciam informagbes importantes no que
diz respeito aos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da infeccdo (LANGHORNE,
2005).

Espécie do Plasmodium  Linhagens afetadas ‘ Letalidade

P. berghei BALB/c, C57BI/6, CBA Letais

P. yoeliiyoelii 17X BALBI/c N&o letal

P. yoeliiyoelii 17XL C57BI/6, BALB/c, CBA, DBA, Swiss | Letais

P. chabaudichabaudi AS | C57BI/6 N&o letal

P. chabaudiadami DS C57Bl/6, C3H N&o letal, Letal
P. chabaudiadami DK BALB/c, C3H N&o letais

P. vinckeivinckei BALB/c Letal

Tabela 2: Modelos animais de malaria. Adaptado de LAMB et al. (2006).
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O P. berghei se caracteriza por sua capacidade de infectar camundongos da linhagem
BALBI/c, desenvolvendo um ciclo bioldgico equivalente as espécies que infectam humanos. O
modelo experimental murino € muito bem definido nas pesquisas cientificas, manifestando
sintomas clinicos, patolégicos e mecanismos imunoldgicos equivalentes aos manifestados na
malaria humana (LAMB et al., 2006).

Apesar de serem resistentes a manifestacdo mais agressiva da maléaria, 0os animais
BALBI/c infectados apresentam destruicdo das hemacias, inducdo pro-inflamatoria e anemia
severa, garantindo que este modelo reproduz os aspectos mais caracteristicos da maléria
humana (LAMB et al., 2006).

1.6 Tratamento da Maléria
O Ministério da Saude do Brasil, através de uma politica nacional antimalarica,

orienta a terapéutica e distribui os medicamentos em unidades do Sistema Unico de Satde
(SUS).

O tratamento medicamentoso objetiva atingir o parasito em pontos chave do ciclo
evolutivo, agindo de forma especifica sobre o plasmddio infectante. Os esquemas terapéuticos
sdo diretamente influenciados por fatores como: idade do paciente, historia de exposicéo,

condicdes associadas (gravidez e outros problemas) e gravidade da doenca (BRASIL, 2010).

A classificacdo dos medicamentos em relacdo a eliminacdo do parasito é dividida em
trés categorias. Os medicamentos que eliminam as formas hepaticas (em desenvolvimento ou
dormentes) sdo chamados esquizonticidas tissulares; 0s que agem nos parasitos eritrociticos
sdo chamados esquizonticidas sanguineos e, finalmente, 0s que agem nos estagios sexuais e
sdo chamados gametocidas (KATZUNG, 2008)

As infeccBes em geral, sdo tratadas pela combinacdo de comprimidos de cloroquina e
primaquina. A utilizacdo de outros farmacos é aplicada conforme perfil do paciente e da
doencga. Pacientes portadores de infecgdo grave causada por P. falciparum séo considerados
de emergéncia médica. Para estes adota-se um tratamento mais agressivo, utilizando doses de
ataque dos farmacos Artemisinina, Quinina e Clindamicina (MINISTERIO DA SAUDE,
2010) (Tabela 3).
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Farmaco \ Uso

Cloroquina Tratamento e quimiprofilaxia de infeccdo com parasitos sensiveis

Primaquina Cura radical e profilaxia terminal das infec¢fes causadas por P. vivax e P.
ovale

Quinina Tratamento oral de infecgbes causadas por P.falciparum resistente a
cloroquina

Artemisinina | Tratamento da infeccdo por P. falciparum resistente a multiplos farmacos
Tabela 3: Principais farmacos antimalaricos. Adaptado de (KATZUNG, 2008).

A cloroguina é o farmaco de escolha de tratamento e quimioprofilaxia, mas a
resisténcia a essa droga torna sua utilidade comprometida, especialmente no caso do P.
falciparum. A primaquina é um farmaco esquizonticida tissular agindo nas formas de P. vivax
e P. ovale, todos os estagios hepaticos do parasito. Ambos sdo bem tolerados mesmo com uso
prolongado, mas ha registros de efeitos adversos graves, ainda que raros, como ototoxicidade

irreversivel, neuropatia periférica e arritmias cardiacas (KATZUNG, 2008).

Farmacos como quinina e artemisinina sdo utilizados como tratamento fundamental
para a malaria grave causada por P. falciparum. Apesar de possuirem elevada acdo anti
maldrica, a toxicidade € um fator de preocupacdo. Apos terapia prolongada reacdes adversas
como anomalias visuais e auditivas, vomitos e até mesmo quando em doses terapéuticas
podem causar hipoglicemia. Além disso, foi observado em estudos com animais que a
artemisinina provocou teratogenicidade em animais e, por isso, deve ser evitada em mulheres
gravidas (KATZUNG, 2008).

Precisamente, devido a todos esses efeitos adversos e, no caso das populagdes
amazonicas, muitas vezes também devido ao dificil acesso ao tratamento, apesar da terapia
alopatica disponibilizada a populacdo amazénica ainda usa de recursos naturais,
fundamentando-se nos conhecimentos medicinais culturais para tratar diversas doencas,

inclusive a malaria.

Infelizmente, ndo existem muitos estudos sobre o uso medicinal de plantas nas
comunidades amazonicas. Entre esses estudos, recentemente Coelho-Ferreira (2009) fez um
extenso levantamento sobre o uso medicinal de plantas na comunidade de Maruda (Estado do
Pard) e mostrou que € comum o uso das folhas de Arrabidaea chica (pariri), Persea
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americana (abacate) e Quassia amara (quina) e o fruto da Bertholletia excelsa (Castanha-do-
Pard) no tratamento tradicional da maléria (COELHO-FERREIRA, 2009).

As indicagdes etnofarmacoldgicas da B. excelsa (Castanha-do-Pard) incluem anemia,
sintomas da malaria, fortalecimento e até a melhora do aspecto da palidez nos pacientes
(COELHO-FERREIRA, 2009).

Apesar de estudos relacionarem a influéncia dos componentes presentes na
Castanha-do-Para na terapéutica da malaria, até 0 momento ndo ha nenhum trabalho cientifico

na literatura que tenha estudado o possivel efeito desse fruto na terapéutica para maléria.

1.7 Bertholletia excelsa H.B.K. (Castanha-do-Para)

A Castanha-do-Pard é uma fruta nativa, tipica da Floresta Amazonica, da espécie
Bertholletia excelsa H.B.K., da familia Lecythidaceae (SMITH, 2012). As arvores sao
consideradas vulneraveis a extingdo, podendo chegar facilmente a 50 metros de altura e
vivendo cerca de 1200 anos (LEMIRE et al., 2010)

No Brasil, o dominio fitogeografico dessa planta inclui as Regides Norte (Amapa,
Pard, Amazonas, Acre e Ronddnia) e um estado do Centro-Oeste (Mato Grosso), com grande

variedade de fitofisionomias (Figura 3).
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Figura 3: Distribuicdo geografica da Bertholletia excelsa (Castanha-do-Para) no Brasil.
Fonte: Flora do Brasil (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2012/FB023424). Em verde é mostrada

a distribuicdo na regido Norte e em amarelo, a distribuigdo no Centro-Oeste.

Esta planta predomina em Florestas de Igapé e Florestas de Terra-Firme, ocupando 49,
3% do territério brasileiro e se estendendo através da Bolivia, Peru, Equador, Colémbia,
Venezuela e Guianas (SMITH, 2012).

O fruto da arvore pode pesar de 0,5 a 2,5 kg dependendo do nimero de castanhas em
seu interior. Cada fruto pode conter de 10 a 25 castanhas, variando entre 3 e 5 cm
(CHUNHIENG et al., 2004, SCOLES et al., 2012, FREITAS-SILVA et al., 2011). A alta
temporada de colheita dos frutos é de dezembro a abril (LEMIRE et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4: Bertholletia excelsa (Castanha-do-Pard)e améndoas.Fonte: www.sciencemag.org

A Castanha-do-Para é utilizada para exportacdo desde os anos 1800. Apesar de ser
chamada “do Pard”, o principal produtor ¢ o Estado do Amazonas com cerca de 42,7% e o
Estado do Para, responsavel por 18,7%, segundo dados do IBGE (IBGE, 2009). Em
toneladas, a producdo de castanhas no Brasil chegou a 37.467, a maior expressao de producédo
dos 10 anos anteriores. (FREITAS-SILVA et al., 2011) (Figura 5).
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Figura 5: Producdo anual da Bertholletia excelsa (Castanha-do-Pard) no Brasil (em
toneladas) até 2009. Fonte: Freitas-Silva, 2011.

Desde 1986, estudos vem sendo realizados com a intencao de quantificar os elementos
contidos na B. excelsa, demonstrando elevados niveis magnésio, selénio e aminoacidos
(principalmente cisteina e metionina) (AMPE et al., 1986, CHUNHIENG et al., 2004).
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Ao fracionar proteinas contidas na Castanha-do-Para, Chunhieng e colaboradores
(2004) provaram a existéncia de elevadas quantidades de selénio por grama de fruta, bem
como quantidades elevadas desse elemento nas fragfes de proteinas. O estudo revelou um
total del26 pg/g de selénio, junto com outros componentes abundantes como magnésio
(13.380 pg/g)e potéssio (19.690 pg/g). Ainda, esse estudo apontou que o consumo de
Castanha-do-Pard pode chegar a provocar intoxicacdo se alcangado os valores maximos de
consumo diario de selénio (2400 a 3000 pg/g), provocando selenose (CHUNHIENG et al.,
2004).

Essa riqueza em minerais faz com que a Castanha-do-Para seja uma fonte importante
destes elementos para 0 consumo humano na regido amazénica. Assim, na Regido do Tapajos,
estudos ja demonstraram que apesar dos elevados niveis de selénio (2447 pg/L de sangue)
detectados em ribeirinhos que consumiam Castanha-do-Para em alta temporada, ndo havia
evidéncias de intoxicacgdo, bem como verificou-se diminuicdo deste valor para niveis normais
quando fora de temporada (LEMIRE et al., 2006, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

A situacdo atual da malaria no Brasil, ainda que em declinio, desperta grande

preocupacao quanto ao alto nimero de casos confirmados no pais.

A regido Amazonica, com seu historico de imigracdo e clima favoravel a reproducédo
do mosquito, tornou-se o principal cenéario de manifestacdes da doenca, concentrando 99%

das ocorréncias brasileiras.

O tratamento da malaria com a medicina alopatica atual tem sucesso limitado devido
as situacdes de resisténcia e mdaltiplos efeitos adversos. Ainda, no caso das populacdes
amazonicas, muitas vezes o dificil acesso ao tratamento dificulta ainda mais o uso adequado
desses farmacos. Diante deste panorama, a utilizacdo dos recursos naturais constitui uma

alternativa essencial como adjuvante do tratamento farmacoldgico.

Assim, o uso de plantas e frutos com objetivos medicinais, baseado na sabedoria
popular, ¢ uma realidade frequente na populacdo amazbnica que, desde antepassados
indigenas, usa das riquezas naturais da floresta no combate de diversas afec¢fes. Dentro dessa
perspectiva, em 2009 foi descrito pela primeira vez que a Bertholletia excelsa (Castanha-do-
Para) vem sendo usada popularmente como uma ferramenta no combate aos sintomas clinicos

da maléria.

Entretanto, até hoje ndo existe na literatura nenhum estudo com base cientifica que

sustente ou rejeite 0 uso desse fruto em esse contexto.

Este trabalho, portanto, se propde estudar uma possivel relacdo entre o consumo desta
fruta de facil acesso a populacdo e amplo consumo na regido, e uma possivel melhora nos
aspectos clinicos (parasitemia, peso corporal e dos 6rgdos, sobrevivéncia e parametros
laboratoriais) produzidos pela malaria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo avaliar o possivel efeito protetor da Bertholletia excelsa
(Castanha-do-Para) em modelo animal de malaria (camundongos infectados com Plasmodium

berghei).

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a sobrevivéncia de camundongos infectados com P. berghei e/ou pré-tratados

com B. excelsa.

e Avaliar, através de microscopia Otica, o nivel sanguineo de parasitemia apds a

infeccdo de camundongos com P. berghei e/ou pré-tratados com B. excelsa.

e Realizar o acompanhamento de peso corporal de animais controle, infectados e/ou

pré-tratados com B. excelsa conforme progresséo da infecgéo.

e Baseando-se nos dados acima, avaliar o peso do figado e do baco dos animais
infectados com P. berghei e/ou pré-tratados com B. excelsa em um momento da progressao da

infeccao.

e Nesse mesmo momento da progressao da infeccdo, verificar parametros laboratoriais
(bioguimicos e hematoldgicos) no 10° dias apds a infecgdo, nos animais infectados com P.
berghei e/ou tratados com B. excelsa: hemograma completo e niveis de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (ASP) e gama glutamiltransferase
(GGT).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Foram usados camundongos BALB/c pesando de 31 a 38 g, de idades entre 2 e 3 meses
e criados no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Para. Os
animais foram mantidos com 12 horas de ciclo claro/escuro, temperatura controlada (24-
25°C) e acesso livre a comida e agua. O presente trabalho foi submetido para avaliagdo do
Comité de Etica em Pesquisa com Animais do ICB- UFPA, com nimero de depésito 167-13.

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: Grupo 1 — Controle
(administrado agua), Grupo 2 — Plasmodium berghei (somente infectado) e Grupo 3 —

Castanha + Plasmodium berghei (pré tradado e posteriormente infectado).

4.2 Estabelecimento do modelo animal de maléaria com P. berghei em camundongos

A infeccdo dos animais foi feita a partir do sangue de camundongos previamente

infectados.

Inicialmente, foram retirados 800 ul de sangue por puncdo cardiaca do camundongo
infectado. 100 pl de heparina e 100 pl de PBS foram adicionados a esse volume. Deste, foram
retirados 100 pl e diluidos em 900 pl de PBS. Finalmente, 100 pl dessa mistura (com

aproximadamente 10° células parasitadas) foi injetado em cada animal por via intraperitoneal.

4.3 Tratamento com Bertholletia excelsa (Castanha-do-Par4)

Com o objetivo de aproximar o desenho experimental a realidade de consumo da
Castanha-do-Para, o fruto usado no trabalho foi obtido daquele disponibilizado

comercialmente no mercado do Ver-o-Peso para consumo humano.

Assim, a Castanha-do-Para “in natura” foi triturada e liofilizada para melhorar a

homogeneizacdo em agua. Posteriormente, o liofilizado foi diluido em agua destilada na
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concentracdo de 4mg/ml e sonicado duas vezes, durante 15 segundos. Esta solugdo é
conservada a 4°C até ser usada.

A solucdo de Castanha-do-Para, previamente homogeneizada por agitacdo, foi

administrada aos animais diariamente durante onze dias na dose de 0,04 g/kg via gavagem.

4.4 Andlise da sobrevivéncia

A andlise de sobrevivéncia foi feita diariamente por meio do acompanhamento dos
grupos experimentais, observando a sobrevida em periodos e intervalos idénticos (Long

rangtest).

4.5 Acompanhamento da massa corporal

Para acompanhamento da massa corporea foi utilizado o parametro de peso.

A massa dos animais foi acompanhado antes da infeccdo e nos dias 3°, 7°, 10°, 16° e
18° dias apds a infecgdo. A mensuracdo do peso foi realizada em uma balanca analitica com
0s camundongos sob quatro patas na superficie da balanca.

4.6 Avaliacdo da parasitemia

Para a avaliacdo do grau de parasitemia dos animais, nos dias 3° 7° 10° apés a
infeccdo, foi retirada uma gota de sangue da veia localizada na cauda do animal e colocada
em lamina (extensdo sanguinea). Posteriormente, a 1dmina foi incubada com metanol durante
dois minutos, e em seguida corada com Giemsa a 5% durante dez minutos a temperatura

ambiente.

A parasitemia foi analisada pela contagem celulas parasitadas em um total de 800
hemacias, nas diferentes fases do plasmodio e conforme progressdo da infeccdo. Foi

considerado como hemaécias infectadas as células que apresentaram os plasmadios em formato
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de anel, formatos puntiformes na extremidade da célula e presenca de esporozoitos no interior
da hemacia, conforme figura 6.
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Figura 6: Extensdo sanguinea de camundongo BALB/c infectado com P. berghei. Em
destaque podem ser observadas células normais e parasitadas.
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4.7 Pesagem do figado e baco

Baseado nos dados de sobrevivéncia, peso e parasitemia, foi escolhido o décimo dia
apos a inoculacdo do Plasmodium, para verificar se existiam diferencas entre 0s grupos no

peso dos tecidos (figado e baco) e nos parametros laboratoriais.

Assim, 0 acompanhamento dos 6rgdos foi determinado no 10° ap6s a infeccdo, através

da pesagem do figado e baco, em balanca analitica.

4.8 Puncéo cardiaca e obtengdo de amostras sanguineas

Também, no décimo dia apods a inoculacdo do parasita, amostras sanguineas foram
retiradas, para analises laboratoriais a partir de pungéo cardiaca nos animais anestesiados com
Cetamina 0,1mg/mL e Xilasina 0,023mg/mL. Através de injecOes intraperitoneais, 0s animais

foram sedados nas doses de 80 mg/kg de Cetamina e 15mg/kg de Xilasina e, verificada
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anestesia, iniciou-se processo cirdrgico. Em uma seringa de 1mL contendo previamente 50 pL
de EDTA, aspira-se de 800 a 950 pl de sangue.Posteriormente a retirada, esse volume é
despejado em tubo contendo 50 pL de EDTA. O sangue retirado foi dividido para realizacdo
do hemograma e dos testes feitos por espetrofotometria, sendo que para estes as amostras
foram previamente centrifugadas a 3.500 rpm durante 10 minutos, em seguida aspirado o
plasma para a realizagdo dos ensaios.

4.9 Avaliacdo dos parametros de analises clinicas

4.9.1 Hemograma

Imediatamente apds a puncédo cardiaca no 10° dia p0s infeccédo foi realizada a anélise
do hemograma completo através do equipamento Micros60 (Horiba). A leitura é feita por
bioimpedancia, a partir de 100 pl de sangue aspirado na agulha do equipamento, onde foram
analisados leucécitos, hemacias totais, hemoglobina, hematdcrito, plaquetas, volume
corpuscular médio de hemacias, hemoblonina corpuscular média, concentracdo de
hemoglobina corpuscular média, linfocitos, mondcitos e granuldcitos.O resultado desses

valores é dado a partir da comparacao dos grupos tratados em relacdo ao grupo controle.

4.9.2 Enzimas hepéticas no sangue: Alanina Aminotranferase (ALT), Aspartato
Aminotranferase (AST) e y-Glutamiltranferase (GGT)

A quantificacdo de ALT foi feita através da utilizacdo de Kit de ensaio Transaminase
PirGvica (Labtest) no plasma. O kit utilizado promove a transferéncia do grupo amina da
alanina para cetoglutarato e, os produtos dessa reagéo, serdo purivato e glutamato, de acordo

com a equacéo abaixo

ALT
L-alanina + a-cetoglutarato —— glutamato + piruvato
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O piruvato formado reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando hidrazona. A
intensidade da coloragdo de hidrazona formada em meio alcanino é diretamente proporcional
a gquantidade de piruvato, que é determinado em funcéo da enzima. O ensaio tem 4 fases e a

reacao lida em espectrofotometria em um comprimento de onda de 490nm.

A determinacdo de AST foi feita no plasma, atraves de kit Transaminase Oxalacética
(Labtest). O kit atua transferindo o grupo amina e o produto dessa reagdo de transaminacéo
sdo oxaloacetato e glutamato.O oxalacetato formado é medido através da formacdo de

hidrazona, conforme equacéo abaixo:

AST
L-aspartato + a- cetoglutarato —— glutamato + oxalacetato

A hidrazona formada em meio alcalino, tem intensidade proporcional a quantidade de
oxalacetato, que é determinado em funcdo da atividade enzimatica.O processo € divido em 4
etapas e a reacdo pode ser lida em espectrofotometria em um comprimento de onda de 500

nm.

A determinacdo de Gama GutamilTransferase (y-GT) foi dada a partir da utilizacéo de
kit destinado a determinacdo da enzima no plasma (Katal). O principio de acdo do kit é
baseado na propriedade de que a enzima y-GT catalisa a reacdo de transferéncia do
grupamento glutamil do L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroalinida para a glicina, conforme

abaixo:

L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroalinida + glicina %Iy-glutamilglicilglicina + 5-amido-

2-nitrobenzoato

A concentracdo da enzima entdo é determinada a partir da velocidade de
transformacéo do 5-amido-2 nitrobenzoato que é diretamente proporcional a quantidade de -
GT na amostra. Formado um composto de coloragédo avermelhada, a reacdo pode entdo ser

lida em espetrofotometria em um comprimento de onda de 405 nm.

32




4.10 Anadlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do Software GraphPad InStat 3. Os
grupos foram analisados com o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade
(distribuicdo gaussiana) e, confirmada a normalidade dos grupos, foi aplicada a Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via, seguido do teste post hoc de Tukey ou teste t de Student. Os
resultados foram considerados valores estatisticamente significativos quando P<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Sobrevivéncia dos animais apds infeccdo com Plasmodium berguei

A sobrevivéncia dos animais infectados com o P. berghei foi analisada de acordo com a
contagem dos dias ap0s a infeccdo (Figura 7). Sendo assim, eles foram analisados até a morte
de todos os individuos. Embora ndo tenha sido observada uma diferenca muito expressiva
entre os grupos, ficou evidente que os animais infectados nédo tratados com Castanha tiveram
tendéncia a ter as primeiras mortes. Ainda, o Gltimo animal do grupo infectado e sem pré-
tratamento sobreviveu até 25° dias apés infeccdo, enquanto que o ultimo animal do grupo pré-

tratado sobreviveu 27 dias apos infecgéo.
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Dias pos infeccao
Figura 7: Porcentagem de sobrevivéncia dos animais infectados com Plasmodium berghei
(P.b) e dos animais pré-tratados com Castanha-do-Pard e infectados posteriormente
(Cast+P.b), acompanhados até o ultimo dia de sobrevivéncia (n=10).

% de animais

—4—Cast+P.b
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5.2 Evolugéo do peso dos animais

Para confirmar o estabelecimento do modelo de malaria, o peso dos animais foi

registrado apos a infeccdo com P. berguei (Figura 8). Sete dias ap6s a inoculagdo, ja foram

detectadas perdas significativas no peso dos animais infectados em relagdo ao grupo controle.

Ainda, essas perdas aumentaram conforme a evolucéo da doenca.

15 —#— Controle

=—P.b

7 10 16 18

Dias pos infeccao

Figura 8: Acompanhamento do peso dos animais infectados com Plasmodium berghei (P.b) e
dos animais do grupo controle. Teste t de Student. ***P<0,001vs grupo Controle, *P<0,01 e
#¥P<0,001 vs dia 0 do grupo P. b. (n=10).
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Interessantemente, o pré-tratamento com Castanha-do-Para foi capaz de proteger os
animais infectados preservando o peso do animal por mais tempo (unicamente, apos dez dias
de infeccdo é que comecaram a serem detectadas as primeiras perdas de peso significativas
em relagdo ao peso dos animais do grupo controle) (Figura 9). Ainda, cabe destacar que,
quando comparados 0s grupos infectados com e sem pré-tratamento, 0s animais que
receberam Castanha-do-Pard sempre mantiveram um peso maior que aqueles que néo

receberam até 16 dias ap0s a inoculacdo do P. berghei (Figura 9).

10 /,_\/\Q
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Dias pds inoculacdo

Figura 9: Acompanhamento do peso dos animais dos grupos Controle, infectados com
Plasmodium berghei (P.b) e pré tratados com Castanha-do-Para e infectados com Plasmodium
berghei (Cast+P.b).Teste  ANOVA seguido de post hoc Tukey. *P<0,05 e **P<0,01vs
Cast+P.b,""P<0,01 e """P< 0,001 vs Controle (n=10).
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5.3 Analise do nivel de parasitemia

Em relacdo ao grau de parasitemia dos animais, ja apos trés dias da infec¢édo verificou-
se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (Figura 10).
Entretanto, devido a grande variabilidade dentro dos grupos, unicamente 10 dias apds
infeccdo € que a diferenca entre as medias dos grupos no nivel de parasitemia foram bem

evidentes, aumentando ainda mais apés 18 dias de infeccdo.
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FiguralO: Acompanhamento da porcentagem de células infectadas dos grupos com
(Cast+P.b) e sem pré tratamento (P.b) com Castanha nos dias apds inoculacdo.Teste t de
Student. Corregéo Welch. *P<0,05 e**P<0,01 vs Cast+P.b.(n=10).

Assim, foi escolhido o décimo dia apds a inoculacdo do Plasmodium, para verificar se
existiam diferencas entre 0s grupos no peso dos tecidos (figado e bago) e nos parametros

laboratoriais.

37



5.4 Avaliagdo de parametros hematoldgicos de rotina

5.4.1 Analise do nivel de plaquetas

As diferencas do nivel de plaguetas ndo foram observadas como estatisticamente
significativas entre os grupos Controle e infectado com P. berghei (Figura 11). Entretanto, é
possivel identificar uma tendéncia para a diminuicdo das médias das contagens de plaquetas

nos animais infectados com P. berghei sem pre tratamento.

600

Controle P.b Cast+P.b

Figura 11: Contagem de plaguetas nos grupos experimentais no 10° dia de infeccdo. Teste
ANOVA. P.b: infectados com Plasmodium berghei; Cast+ P.b: Pré tratamento + infec¢édo
com Plamodium berghei (n= 3-8).
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5.4.2 Analise do nivel de hemacias totais

No décimo dia de infeccdo, verificou-se que a contagem de hemécias totais dos dois
grupos de animais infectados com o P. berghei (grupos com e sem pré-tratamento com
Castanha-do-Para) ndo apresentaram diferenca significativa entre si, mas ambos diferiram

significativamente dos valores do grupo Controle (Figura 12).

106/mm?

Controle P.b Cast+P.b

Figura 12: Quantificacdo de hemadcias totais nos grupos experimentais no 10° dia de
infeccdo.Teste ANOVA seguido de post hoc Tukey. *P <0,001 vs Controle. P.b: infectados
com Plasmodium berghei; Cast+ P.b: Pré tratamento + infeccdo com Plamodium berghei (n=
4-8).
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5.4.3 Analise do nivel de hemoglobina

A quantificagdo de hemoglobina no décimo dia de infeccdo demonstrou diferenca

significativa dos grupos infectados com Plasmodium berghei em relagédo ao grupo controle

(Figura 13). No 10° dia de infeccgdo, verificou-se que a contagem de hemoglobina dos animais

infectados com o P. berghei e dos animais pré tratados com Castanha ndo apresentavam

diferenga significativa entre si, mas ambos diferentes estatisticamente do grupo Controle

14
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g/dl

Controle

P.b

Cast+P.b

Figura 13: Quantificacdo de hemoglobina nos grupos experimentais no décimo dia pés
inoculacdo. Teste ANOVA seguido de post hocTukey. *P<0,001 vs Controle.P.b: infectados
com Plasmodium berghei; Cast+ P.b: Pré tratamento + infecgdo com Plamodium berghei (n=

4-8).
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5.4.4 Avaliacéo do nivel de hematocrito

A contagem do hematocrito dada em porcentagem foi verificada no décimo dia de
infeccdo (Figura 14). Observou-se que os animais infectados com o P. berghei n&o
apresentaram diferenca significativa entre si, mas ambos 0s grupos deferiram estatisticamente

do grupo Controle.
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Figura 14: Porcentagem do hematdcrito nos grupos experimentais no 10° dia de
infeccdo.Teste ANOVA seguido de post hocTukey.*P<0,001 vs Controle. P.b: infectados com
Plasmodium berghei; Cast+ P.b: Pré tratamento + infeccdo com Plamodium berghei (n= 4-8).
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5.4.5 Analise do nivel de leuctcitos totais
A infeccdo com P. berghei durante dez dias implicou em um aumento significativo na

contagem dos leucdcitos totais nas amostras de sangue dos animais infectados (Figura 15).
Em este caso, o0 pré-tratamento com Castanha-do-Pard nédo teve um efeito significativo em

relacdo ao grupo infectado e ndo tratado.

Controle P.b Cast+P.b

Figura 15: Quantificacdo de leucécitos totais nos grupos experimentais no 10° dia de
infeccdo. Teste ANOVA seguido de post hocTukey. *P<0,001vs Controle. P.b: infectados
com Plasmodium berghei; Cast+P.b: Pré tratamento + infeccdo com Plamodium berghei(n=3-
8).
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5.5 Avaliagdo do peso dos 6rgdos: Figado e Bago

5.5.1 Peso do Figado

Como esperado, ap6s 10 dias de infeccdo, verificou-se que o peso do figado (retirado
com vesicula biliar) dos animais infectados com o P. berghei foi significativamente maior que
aquele dos animais ndo infectados (grupo controle) (Figura 16), indicando que a infecgéo

afetou o figado provocando hepatomegalia.

Uma analise qualitativa do aspecto macroscépico do 6rgdo confirmou a diferenca dos
grupos infectados em relacdo ao grupo controle, de forma que o pré-tratamento com
Castanha-do-Para nao pareceu proteger significativamente o peso desse 6rgdo. Foi evidente
gue nesse momento da infec¢do, a hepatomegalia nos grupos infectados com o Plasmodium

berghei foi aparente tanto no aspecto de colora¢do quanto em tamanho do érgdo (Figura 17).
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Figura 16: Peso do figado dos animais controles, infectados com Plamodium berghei(P.b) e
pré-tratados com Castanha-do-Para e infectados com P.berghei (Cast+P.b). Teste ANOVA
seguido de post hocTukey. *P<0,001vs Controle (n=5- 11).

43



Figura 17: Fotos representativas dos figados retirados no décimo dia de infec¢do de animais
dos grupos experimentais.
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5.5.2 Peso do Bacgo

No décimo dia de infeccdo, os animais infectados com P. berghei apresentaram uma

esplenomegalia significativa em relacdo ao grupo controle (Figura 18). Interessantemente, o

pré-tratamento com Castanha-do-Para foi capaz de prevenir parcialmente esse aumento do

baco provocado pela infeccdo de forma significativa.

Diante da analise qualitativa do aspecto macroscopico do 6rgdo confirmou-se diferenca

dos grupos infectados em relacdo ao grupo controle. Ainda, o tratamento com Castanha-do-

Pard pareceu proteger parcialmente em relacdo ao aspecto desse Orgdo, demonstrando o

aspecto de menor esplenomegalia no décimo dia de evolugdo da infecgéo (Figura 19).
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Figura 18: Peso do baco dos animais controles, infectados com Plamodium berghei (P.b) e
pré-tratados com Castanha-do-Para e infectados com P.berghei (Cast+P.b). Teste ANOVA
seguido de post hoc Tukey. * P<0,05 vsCast + P.b **P <0,01 e ***P<0,001 vs Controle

(n=5-10).
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Cast + P. berghei

P. berghei

Controle

Figura 19: Fotos representativas dos bacos retirados de animais dos grupos experimentais, no
décimo dia p6s inoculacdo.
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5.6 Avaliacéo dos niveis sanguineos de enzimas hepaticas

5.6.1 Nivel de Aspartato Aminotranferase (AST)

A quantificacdo da enzima Aspartato Aminotransferase foi verificada no 10° dia pos

inoculacdo com Plamodium berghei (Figura 20). Os animais infectados com o P. berghei e 0s

animais pré tratados com Castanha ndo apresentaram diferenca significativa entre si, mas

ambos deferiram estatisticamente do grupo Controle.
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Figura 20: Quantificacdo enzimatica de Aspartato Aminotransferase nos grupos testados no
10° dia de infeccdo. Teste ANOVA seguido de post hoc Tukey.*P<0,001 vs Controle.P.b:
infectados com Plasmodium berghei; Cast+ P.b: Pré tratamento + infeccdo com Plamodium

berghei (n= 5-10).
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5.6.2 Nivel de Alanina Aminotranferase (ALT)

A dosagem enzimatica de Alanina Aminotransferase foi analisada no décimo dia pds
inoculacdo com Plamodium berghei (Figura 21). Foi observada diferenca estatisticamente
significativa do grupo infectado em relacdo ao controle. Interessantemente, 0s animais que
receberam pré-tratamento com Castanha, apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
grupo P. berghei e, também, em relacdo ao grupo controle.
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Figura 21: Dosagem enzimatica de Alanina Aminotransferase nos grupos experimentais no
10° dia de infeccdio. *P<0,01 vs Controle; P<0,01 vs P.b. P.b: somente infectados com
Plasmodium berghei ; Cast+ P.b: Pré tratamento + infeccdo com Plamodium berghei (n= 5-
10).
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5.6.3 Nivel de y-GlutamilTransferase (GGT)

No décimo dia pds infeccdo mediu-se a enzima GGT (Figura 22). Verificou-se que 0s
animais do grupo infectado com P. berghei manifestaram diferenca estatisticamente
significativa tanto em relacdo ao grupo controle quanto ao grupo pré tratado com Castanha.

Estes altimos, ndo apresentaram diferencas que fossem estatisticamente significativas entre si.
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Figura 22: Medicdo da enzima GGT nos grupos exprimentais no 10° dia de infec¢édo.P.b:
animais infectados com Plasmodium berghei ; Cast+ P.b: Pré tratamento + infeccdo com
Plamodium berghei. Teste ANOVA seguido de post hoc Tukey. *P<0,05 vs Cast + P.b e
***p<(0,001 vs Controle, (n=5-10).
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6 DISCUSSAO

A malaria é uma doenca infecciosa, responsavel por um elevado numero de mortes
anualmente, sendo endémica nas Américas em, pelo menos, 21 paises. O Brasil € 0 pais com
0 maior numero de casos, localizados especialmente na Regido Amazénica (WHO, 2011).
Neste sentido, a utilizagdo dos recursos naturais como fitoterapicos capazes de atenuar ou
diminuir os sintomas clinicos da infec¢cdo vem acontecendo ha décadas por serem baratos,
relativamente seguros e de facil acesso e, por influenciarem beneficamente em pacientes que
sdo resistentes a utilizacdo de drogas (BOTSARIS, 2007; BAGAI et al., 2012; RAJAN &
BAGAL, 2013).

Neste trabalho, pela primeira vez, demonstrou-seque a Bertholletia excelsa melhorou
parametros caracteristicos da progressdao da doenca em animais infectados, comprovando
cientificamente as indicacdes sugeridas pela medicina tradicional (COELHO-FERREIRA,
2009). Para isso, foram avaliados par@metros clinicos, hematoldgicos e biogquimicos de
animais da linhagem BALB/c infectados com o Plasmodium berghei, sendo submetidos ou

ndo a pre tratamento com B. excelsa.

O modelo experimental neste estudo com P. berghei é bem estabelecido na literatura,
de forma que tanto o ciclo de vida quanto os estagios de desenvolvimento deste Plasmodium
no hospedeiro murino, sdo semelhantes aos verificados no hospedeiro humano (LAMB et al.,
2006). Assim, esse desenho com animais da linhagem BALB/c torna-se adequado devido a
susceptibilidade destes animais a desenvolverem caracteristicas tipicas da malaria endémica,
como por exemplo, o nivel de parasitemia, dilatacdo dos 6rgdos ou a resposta imunoldgica,
entre outros(LAMB et al., 2006; NEGREIROS et al., 2009; ALAKADAROU et al., 2013).

Os animais infectados foram acompanhados até o dia do Obito,verificando-se a
sobrevivéncia dos animais (Figura 7) ao longo do periodo de infec¢do assim como alteracGes

no peso (Figura 8 e 9) e porcentagem de células infectadas (Figura 10).

No nosso trabalho, a sobrevivéncia dos animais do grupo P.b foi, em média, de 13,9
dias (Figura 7). Analisando os estudos realizados com este modelo, é encontrada, de fato, uma
grande variabilidade na sobrevivéncia média dos animais (desde pouco mais de 7 dias até

mais de 25 dias (BALLAL et al.,, 2011; BAGAI et al., 2012; CHANDEL et al., 2012).
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Entretanto, o dado encontrado ja indica que no nosso trabalho, conseguimos estabelecer um

modelo de maléria mais semelhante ao que acontece no humano.

A utilizacdo de fitoterapicos capazes de influenciar no quadro clinico da maléria é uma
alternativa adotada pela populagdo e muitos trabalhos foram realizados para determinar as
suas atividades (VIGNERON et al., 2005; BALLAL et al., 2011; BAGAI et al., 2012;
CHANDEL et al., 2012 ). Dessa maneira, a Bertholletia excelsa é uma fruta encontrada em
diversos paises da Ameérica do Sul e consumida tradicionalmente pela populagdo. Os
beneficios da B. excelsa sdo disseminados ha anos e atualmente continuam tendo um apelo
significativo entre os meios de comunicacdo e a populacdo em geral. Entretanto, a
confirmacdo da abundancia dos componentes da mesma so0 foi descrita em 2004, sendo
analisada sua rica composicdo mineral e protéica e, inclusive, os riscos de intoxicacdo por

consumo elevado da fruta em funcéo das altas concentragdes de Selénio (CHUNIENG, 2004).

Por isso, a dose de Bertholletia excelsa (0,039 g/kg, equivalente ao consumo de duas
Castanhas por dia no humano) foi escolhida na tentativa de garantir que os componentes
pudessem influenciar na infeccéo, sendo equivalente a 5.0 pg de Selénio, 532 pug de Magnésio
e 787 ug de Potéssio, quantidades incapazes de provocar intoxicacdo pelo consumo. Assim,
observamos que a administracdo de B. excelsa como pré tratamento durante 11 dias antes da
inoculacdo do Plasmodium berghei foi suficiente para aumentar ligeiramente a sobrevivéncia

(Figura 7), mantendo essa tendéncia durante a maior parte do periodo da infeccéo.

Em média, a sobrevivéncia dos animais preé tratados com Bertholletia excelsa foi de 15
dias. Cabe destacar que, apesar de ser um resultado discreto, possui grande relevancia, se
considerarmos que, no nosso trabalho, foi realizado unicamente um pré tratamento de 11 dias
antes da inoculacdo do parasita, sem existir co-tratamento com uma droga antimalaria
tradicional (como é de praxe em estudos que utilizam fitoterapico com efeitos antimalaricos)
(CACHET et al., 2009; SHITUU et al., 2011; BALLAL et al., 2011; RAJAN & BAGAI,
2013). No nosso trabalho, o efeito do fruto foi o unico responsavel por essa ligeira melhoria.
Assim, este resultado poderia apoiara indicacdo da B. excelsa como adjuvante do tratamento
para maléria. Provavelmente, o efeito benéfico deste fruto sera muito mais evidente quando
usado em co-tratamento com drogas antimalaricas. Estudos adicionais estdo sendo

desenvolvidos para demonstrar essa hipotese.
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O acompanhamento do peso dos animais do grupo P.b no 3° dia de infec¢cdo mostrou
uma diminuicdo significativa (Figura 9), compativel com o aumento no nivel de parasitemia
neste mesmo dia (Figura 10). Diante deste dado, verificamos que os animais infectados sem
pré tratamento perderam peso mais rapidamente em relacdo ao grupo Cast+P.b e
demonstraram um nivel maior de parasitemia em relagdo a esse mesmo grupo (Figura 10),
neste mesmo periodo de analise. A diminuicdo do consumo alimentar ¢ uma condicdo
fortemente associada como sintoma de infecgdes crbnicas, sendo a causa principal da
acentuada perda de peso e um indicativo da gravidade da doenca (MATTHYS & BILLIAU,
1997).

Todavia, administracdo de Bertholletia excelsa no grupo pré tratado, influencia
positivamente mantendo o peso dos animais até o 10° dia de infeccdo (Figura 9).Esta marcada
protecdo também se mantém em relacdo ao nivel de parasitemia (Figura 10), que foi
evidentemente inferior em relacdo ao grupo P.b, até 16 dias ap6s a inoculacdo do
Plasmodium. Assim, presumimos que o reforco nutricional com a B. excelsa implicou na
manutencdo do peso dos animais até o décimo dia, mas o longo periodo sem administracdo

n&o foi suficiente para manter o peso diante da progressao da infeccéo.

As extensdes sanguineas feitas durante a progressdo da infeccdo foram avaliadas como
células parasitadas todas aquelas hemacias que mostravam formas variadas do parasita
(formatos puntiformes na extremidade da hemacia e formatos em anel), equivalente as
diferentes fases do desenvolvimento do Plasmodium. As porcentagens de células infectadas
(parasitemia) encontradas no nosso trabalho (Figura 10) foram semelhantes ao que ja foi
descrito na literatura para 0 mesmo modelo, alcancando perto de 10% no décimo dia de
infeccdo (BALLAL etal., 2011).

Interessantemente, o pré tratamento com Bertholletia excelsa foi capaz de influenciar
esse parametro definitivamente de forma que no décimo dia de infec¢do foi detectada uma
reducdo de 37,5% na parasitemia em relacdo ao grupo infectado e sem pré tratamento. Essa
reducdo na parasitemia pode estar baseada na composicdo da B. excelsa. Entretanto, sdo
necessarios mais estudos para poder levantar uma hipGtese sobre os possiveis mecanismos

moleculares associados a essa protecao.
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No desenvolvimento da doenca, as hemécias parasitadas sdo intensamente danificadas,
de forma que uma complicacdo caracteristica da malaria sdo as alteragdes dos pardmetros
clinicos hematoldgicos. Assim, as analises hematologicas (plaquetas, hematocrito,
hemoglobina, hemacias e leucocitos) sdao marcadores fundamentais para verificacdo da

gravidade da infeccéo.

Neste trabalho, as analises bioquimicas, hematologicas e pesagem dos 6rgdos foram
quantificadas no 10° dia de infeccdo, uma vez que foi mostrado que nesse momento a
porcentagem de parasitemia detectada foi significativamente afetada pelo pré tratamento com
o fruto, assim como os animais apresentavam um melhor aspecto (ericamento de pelo, forca
nos membros, palidez) em relacdo aqueles infectados e ndo pré tratados (dados ndo

mostrados).

Dentro das analises hematoldgicas, os valores das médias das contagens de plaquetas
tenderam a diminuir nos grupos infectados (Figura 11), embora as diferencas entre 0s grupos
experimentais ndo fossem significativas no teste ANOVA. Entretanto, quando foram
selecionados unicamente dois grupos (controle e P.b ou controle e Cast+P.b) e realizado o

teste t de Student foi possivel observar significancia (P < 0,05) em relagdo ao controle.

A atividade de plaquetas esta ligada principalmente aos mecanismos imunolégicos,
tendo suas funcgdes relacionadas a expressdao de receptores que se ligam a moduladores de
resposta imunoldgica do hospedeiro (anticorpos) e até expressdo de moléculas capazes de
influenciar no desenvolvimento de resposta imunitaria adaptativa(MC MORRAN et al.,
2013).A diminuicdo de plaquetas é uma alteracdo comumente encontrada na maléria,
entretanto algumas hipoteses sdo descritas como causas dessa plaquetopenia. Dentre elas, a
tentativa de proteger o hospedeiro durante a infeccdo, uma vez que as plaquetas seriam
ativadas desde o inicio da infeccdo, reduzindo a velocidade de crescimento dos parasitas,
tendo sua reducdo relacionada ao envolvimento direto destas nos processos imunoldgicos.
(MC MORRAN et al., 2013).

Em nosso trabalho,a maioria dos valores de andlise hematoldgica se encontraram
abaixo dos valores do controle. Percebemos no nosso estudo uma diminui¢do nos valores de
porcentagem do hematdcrito nos grupos infectados (Figura 14), compativel com o que fora

descrito na literatura em ensaios que utilizaram modelos de infecgdo em ratos e camundongos
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(SHIDA, 1989; SHITUU, 2011; BALLAL et al., 2011). Esses dados confirmam a anemia
como quadro frequente na malaria, em fungdo do ciclo eritrocitico do Plasmodium que ir&
provocar a hemolise das células, diminuindo a contagem das mesmas, determinada através de

bioimpedancia.

O pré tratamento com a Bertholletia excelsa ndo pareceu proteger o nivel de
hematdcrito perante o efeito do parasita (Figura 14). Entretanto, cabe lembrar que no
momento da medida do hematdcrito, fazia ja& 10 dias que os animais ndo recebiam a
suplementacdo com o fruto, sendo que a influéncia do metabolismo acelerado dos animais

poderia ter resultado na diminuicdo da protecdo para esse parametro.

A infeccdo com o Plasmodium berghei também provocou reducdo na contagem de
hemoglobina e hemécias totais (Figura 13 e 12). Nossos resultados em relacdo ao nivel de
hemoglobina no grupo P.b corroborou com a diminuig¢éo verificada no trabalho de Ballal e
colaboradores (2011), de forma que esse pardmetro encontra-se fortemente associado ao
hematocrito. Concomitantemente, essa diminuicdo pode ser atribuida a hemolise excessiva
presente na infeccdo. O rompimento dessas células resulta em liberacdo do parasita e esse
antigeno ira iniciar o processo de resposta imunoldgica, gerando recrutamento das células de
defesa (BALLAL et al., 2011).

Nesse sentido, verificamos o aumento do nimero de leucécitos no plasma nos grupos
infectados em relagdo ao grupo controle (Figura 15). Esse achado veio confirmar os dados de
fluorescéncia anteriormente encontrados (LACERDA-QUEIROZ et al., 2011), que apontaram
para um aumento da aderéncia de leucocitos durante a resposta inflamatdria causada pela

infeccdo com Plasmodium berghei em animais BALB/c.

Nossos dados reforcam assim a hip6tese de que com a ruptura de um eritrocito
infectado, a atividade de células do sistema imunoldgico aumentaria com o objetivo de conter
acdo do parasita livre para infectar novas células. Embora ndo tenham sido encontradas
diferencgas significativas com o pré-tratamento de B. excelsa entre os grupos inoculados com o
parasita, & importante lembrar que essa medida foi realizada quando os animais estavam ha 10
dias infectados, bem como 10 dias que tinham recebido a Gltima dose de Bertholletia excelsa.
Assim, talvez uma protecdo tempordaria possa ter acontecido no inicio da infec¢do, que néo

pode ser registrada depois da evolucdo da infeccéo.
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Nossa hipotese estd baseada em dados preliminares realizados em nosso laboratdrio,
com um desenho experimental diferente, onde os animais recebem Bertholletia excelsa por 7
dias antes da inoculacdo e por 7 dias depois da inoculagdo do parasita. Com esse desenho
experimental, encontramos que o tratamento com a Bertholletia excelsa provoca um efeito
protetor evidente de forma que houve uma reducdo de 47% da contagem do nimero de
leucdcitos totais dos animais submetidos ao tratamento em rela¢do aos leucdcitos dos animais

do grupo P.b.

Curiosamente, como discutido acima, esse tratamento com B. excelsa ndo afetou
significativamente os dados de hematdcrito, hemoglobina e hemécias totais em relacdo ao
grupo inoculado com o parasita, sendo um indicativo de que essas células continuam a sofrer
hemolise liberando o parasita. Entretanto, a B. excelsa parece estar exercendo uma protecdo
adicional que evita que esse parasita liberado ative tdo expressivamente o sistema
imunolodgico. Experimentos adicionais com marcadores imunoldgicos serdo necessarios para
confirmar essa hipdtese e esclarecer possiveis mecanismos moleculares.

Apesar das alteracbes hematoldgicas registradas, a maldria é uma doenca de
comprometimento sistémico, podendo interferir na atividade de varios 6rgéos entre os que se
destacam o figado e o baco por serem intensamente acometidos desde o inicio da infeccédo
(TUTEJA, 2007). Esses 6rgdos possuem um papel central no ciclo bioldgico do parasita, uma
vez que ainda sob forma de esporozoito, o parasita penetra no figado, por um mecanismo néo
muito esclarecido, se reproduzindo e provocando a ruptura do hepatécito, que viabiliza a
penetracdo do parasita nas células do sangue (TUTEJA, 2007). As atividades do sistema
imunoldgico contra o parasita exigem a acdo do baco, que é um 6rgdo que possui um papel
essencial no controle da parasitemia, tanto no sentido de remover hemécias infectadas com o

parasita, quanto em relacdo a producado de células imunoldgicas (NEGREIROS et al., 2009).

Assim, alteracdes de tamanho e formato do baco e figado sdo frequentes na maléria e,
inclusive, um sinal clinico da doenga por conta da dilatacdo dos quadrantes superiores do
abdémen. Um estudo realizado no Sudao demonstrou alteragcdes de tamanho do figado e baco
em pacientes positivos para o Plasmodium falciparum, correlacionando esse aumento dos
Orgdos a atividade imunologica destes (ALKADAROU et al., 2013).

Deste modo, através da pesagem desses Orgdos, nosso trabalho demonstrou que a
administracdo da B. excelsa a como pré tratamento influenciou na diminuicdo dos valores
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médios de peso destes, principalmente do baco, que foi muito significativo (Figuras 16, 17, 18
e 19).

A dissecacdo do figado demonstrou evidente hepatomegalia nos grupos infectados
(Figura 16), confirmando a alta atividade do parasita nesse Orgdo. Assim, a auséncia de
diferenca significativa entre os grupos infectados seria explicada em funcdo da grande
exposicdo do figado a atividade do Plasmodium (primeiro 6rgdo acometido no processo
infeccioso).

Por outro lado, 0o bagco como responsavel em reconhecer e remover eritrocitos
defeituosos, também tem um papel fundamental na producdo de células do sistema
imunoldgico. A retirada do baco em animais infectados com P. berghei gerou uma acentuada
diminuicdo da atividade de linfécitos B, apoiando a fungédo do baco no controle da parasitemia
(NEGREIROS et al. 2009). Na maléria, essa funcdo vé-se comprometida devido ao esforgo
exacerbado que esse 6rgdo realiza na tentativa de diminuir a quantidade de hemacias anormais
ou hemolisadas, assim como respostas imunoldgicas anormais, que, finalmente, provocam
esplenomegalia (ALKADARQU et al., 2013).

Neste trabalho, verificamos que a alteracdo no tamanho do baco do grupo pré tratado
com Bertholletia excelsa foi significativamente inferior ao que foi medido nos animais
infectados sem pré tratamento (Figura 16). A B. Excelsa teria a capacidade de proteger o bago
das alteracOes causadas pelo Plasmodium berghei, sugerindo menor atividade do sistema
imunoldgico, de forma que este 6rgdo ndo seria tdo afetado pela infeccdo diminuindo assim a

resposta gerada diante da infeccéo.

Junto com as alteracbes hematoldgicas associadas ao diagnostico da malaria, as
analises bioquimicas das enzimas sdo marcadores importantes para determinar o diagnostico

diferencial do funcionamento do figado, verificando como o parasita interferiu nesse 6rgéo.

Uma vez que a atividade de proliferagdo do Plasmodium inicia no hepatécito, as
perturbacbes no figado sdo bastante evidentes. Como esperado, nossos resultados
demonstraram aumento significativo das transaminases no soro (Figura 20, 21 e 22). Essa
elevacdo e frequente durante uma infeccdo aguda que resulta em necrose das células

hepaticas, caracterizando assim as alteracGes hepaticas.
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Embora, através da andlise bioquimica, ndo foi registrada nenhuma protecao
significativa no nivel de AST associada ao pré tratamento (Figura 20), podemos verificar uma
reducdo evidente da enzima ALT nos animais submetidos ao pré tratamento com Bertholletia
excelsa em relacdo ao grupo P.b (133+1,9 U/L e 124+1,7 U/L, respectivamente). Trabalhos
outros que demonstram efeito antimaldrico de compostos homeopaticos, como o Nosode,
apresentam diminui¢es quantitativamente semelhantes para essa enzima, confirmando o

potencial terapéutico do nosso fruto (BAGAI et al., 2012).

E importante ressaltar que ao mesmo tempo que a AST estd presente em muitos
Orgdos, a ALT é encontrada principalmente no figado. Portanto, a protecdo que seria feita pela
B. excelsa estaria sendo evidenciada principalmente no nivel de ALT e ndo no de AST como
acontece nos nossos resultados. Experimentos adicionais aumentando o nimero de animais
em cada grupo estdo sendo realizados para verificar se de fato existiria diferenca no nivel de

AST com o consumo do fruto.

Tal como fora verificado para a AST, nossos dados em relacdo a atividade de GGT
também demonstraram uma protecdo significativa com o pré tratamento com Bertholletia
excelsa (Figura 22). Esta enzima é essencial para a caracterizacdo de doencas hepaticas

inflamatorias e toxicas.

Apesar das limitagdes inerentes a um estudo pioneiro como este, no qual praticamente
ndo existem dados prévios nos que se basear para realizar um desenho experimental mais
adequado que releve definitivamente uma protecdo expressiva da Bertholletia excelsa na
maldria, nossos dados demonstraram que o tratamento com este fruto ja estaria exercendo
uma protecdo significativa em relagdo a alguns dos pardmetros medidos como a sobrevida dos
animais, os niveis de parasitemia e leucocitos totais, 0 peso do bago e as enzimas hepaticas
ALT e GGT.

Cabe ressaltar a importancia dos resultados do presente trabalho, especialmente
considerando que essa protecao se deveu Unica e exclusivamente ao efeito da B. excelsa e ndo
ao efeito do fruto associado a uma droga antimalarica tradicional como € o caso de muitos

estudos realizados com fitoterapicos quando querem demonstrar efeitos antimalaricos.

O conhecimento gerado da presente pesquisa apoia 0 uso da Bertholletia excelsa e
comeca a esclarecer os processos subjacentes de protecao.
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7

CONCLUSAO

Confirmacéo cientifica do uso tradicional da Bertholletia excelsa como fitoterapico
capaz de amenizar os sintomas clinicos causados na infecgdo por Plasmodium berghei.

Suplementacéo da dieta com uma fruta encontrada em larga escala na Amazonia para
influenciar em um quadro de infeccéo frequente na Amazonia.
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