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Resumo

A malaria é um problema de satide publica, significativo em mais de 100 paises e gera
cerca de 214 milhoes de novas infecoes por ano. Apesar do esforco significativo para
erradicar essa doenca perigosa, a falta de conhecimento sobre a sua fisiopatologia
compromete 0 sucesso para a sua erradicagdo. Os parasitas protozoarios do género
Plasmodium, responsaveis por causar malaria s3o extremamente recetivos ao stress
oxidativo durante sua fase de vida intraeritrocitica, pois devoram a hemoglobina dentro
de seus vacuolos e geram porcoes de heme toxico e espécies reativas de oxigénio EROs.
As espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) estdo associadas ao stress

oxidativo em muitas doencas e nas complicac¢oes sistémicas originadas pela malaria. A

infecdo por malaria provoca a formacao de radicais hidroxilo ("OH), que é a principal
razao para a inducdo de stress oxidativo e apoptose. As moléculas redox e o NO
desempenham diversas funcoes no parasita e no hospedeiro mais concretamente no
mecanismo de defesa do hospedeiro contra uma variedade de parasitas e infe¢oes por
protozoarios, incluindo o Plasmodium. O objetivo deste trabalho consubstanciou-se em
analisar o impacto do stress oxidativo e dos sistemas redox biolo6gicos na Malaria, com
uma breve incursao sobre os potenciais beneficios do uso de suplementos antioxidantes

de origem sintética ou natural como uma estratégia antimalarica adjuvante.
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Abstract

Malaria is a significant public health problem in more than 100 countries and generates
about 214 million new infections per year. Despite the significant effort to eradicate this
dangerous disease, the lack of knowledge about its pathophysiology compromises
success for its total eradication. Protozoan parasites of the Plasmodium genus,
responsible for causing malaria, are extremely receptive to oxidative stress during their
intraeritrocytic life phase, as they devour hemoglobin within their vacuoles and generate
portions of toxic heme and reactive oxygen species ROS. The reactive species of oxygen
(ROS) and nitrogen (RNS) are associated with oxidative stress in many diseases and in

the systemic complications originated by malaria. Malariainfection causes the formation

of hydroxyl radicals ("OH), which is the main reason for the induction of oxidative stress
and apoptosis. The redox and NO molecules perform various functions in the parasite
and the host more specifically in the host defense mechanism against a variety of
parasites and protozoan infections, including Plasmodium. The objective of this work is
to analysis the impact of oxidative stress and the biological redox systems in Malaria,
with a small foray into the potential benefits of the use of antioxidant supplements of

synthetic or natural origin as an adjuvant antimalarial strategy.
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1.Introducao

Segundo a Organizacao Mundial da Satide, a malaria continua a ser um grande problema de
saude publica em muitos paises do mundo. Apesar do progresso na redugao de casos e mortes
por malaria, estima-se que 214 milhdes de casos de malaria tenham ocorrido em todo o mundo

em 2015, resultando em 438.000 mortes (WHO, 2015).

Os parasitas protozoarios do género Plasmodium sao responsaveis por causar malaria no
hospedeiro. E uma patologia atualmente endémica nas zonas tropicais com expansio no
subtropical da Asia, Africa, Américas do Sul e Central (WHO, 2016). De entre as espécies de
plasmodium existentes, principalmente quatro espécies primarias de parasitas de malaria
infetam humanos: Plasmodium falciparum; Plasmodium vivax, P; malariae e P. ovale
(WHO, 2016). Além disso, no Sudeste Asiatico existe o P. knowlesi, parasita de malaria que
tipicamente envolve macacos como reservatorio natural, podendo também infetar seres
humanose, em alguns casos, resultar em doenca fatal (WHO, 2016). Amaioria dos casosfatais,
ocorrem principalmente em infecGes por P. falciparum, resultando em anemia grave ou

malaria cerebral (WHO, 2011).

A infecao por malaria provoca a geracao de radicais hidroxilo® OH, que provavelmente é a

principal razao para a inducao de stress oxidativo (Jacobson et al., 2002). No entanto, estudos
recentes sugerem que a geracao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN)
associadas ao stress oxidativo, desempenha um papel decisivo no aparecimento das

complicacoes sistémicas causadas pela malaria (Dey et al., 2009).

Embora o stress oxidativo induzido seja um dos importantes mecanismos imunolégicos do
organismo durante a infecao por malaria, o tempo e o nivel de oxidantes produzidos é um dos
principais determinantes do desfecho clinico (Nuchsongsin et al., 2007). Além disso, o stress
oxidativoinduzido por antimalaricos é importante na eliminagao do parasita da malaria (Deyet
al., 2009). Em contraste, a producao excessiva de ERO pode exacerbar patologias associadas
a malaria, como anemia (devido a hemolise macica), com eventual acidose metabolica (devido
a reducao da oxigenacao dos tecidos em decorréncia da anemia) e desconforto respiratorio
(Nuchsongsin et al., 2007). O stress oxidativo induzido pela Ferriprotoporfirina IX (FT) causa
dano a membrana eritrocitaria oxidando-a e grupos sulfidrilo, conduzem peroxidacgao lipidica,
e produzem deformacdo das hemaécias causando encolhimento celular o que reduz o fluxo
sanguineo atravésda microvasculatura (Dey et al., 2009). Esta condicao pode levar ao bloqueio
da microvasculatura e sustentar varias complicacdes da malaria, tal como o aumento do
sequestro de hemaécias (incluindo hemacias nao infetadas), o envolvimento cerebral e a

faléncia multipla de 6rgaos (Nuchsongsin et al., 2007).



O objetivo deste estudo € analisar oimpacto do stress oxidativo e dos sistemas redox biol6gicos
na Malaria. Desta forma, para a elaboracao desta monografia procedeu-se a uma pesquisa
bibliografica de informacao dos tltimos 20 anos utilizando diversas fontes cientificas, desde a
consulta de livros relacionados com a tematica em analise, como também de bases de dados

cientificas, entre as quais PubMed e Sciello.

O presente trabalho servira de apoio aos estudantes do primeiro ano do curso de medicina na

unidade curricular de bioquimica, da Universidade Agostinho Neto. Assim, apresentam -se os

Objectivos
Geral

Analisar o impacto do stress oxidativo e dos sistemas redox biol6gicos na Malaria.

Objetivos de Aprendizagem

e Demonstrar conhecimento sobre as bases cientificas da malaria.

e Relacionar o stress oxidativo com o surgimento da malaria.

e Compreender o impacto do stress oxidativo e dos sistemas redox na malaria.

e Descrever o ciclo bioldgico do Plasmodium.

e Conhecer o papel do 6xido nitrico na fisiopatologia da Malaria.

e Conhecer a terapéutica da Malaria e o seu impacto no stress oxidativo.

e Compreender os mecanismos quimio e fitoterapéuticos de farmacos implicados no
tratamento antimalérico.

e Compreender o mecanismo de resposta imunitaria a infecao malarica no sangue.

e Compreender o mecanismo de defesa antioxidante do parasita da malaria.

e Conhecer os biomarcadores redox na malaria.



2- Stress oxidativo e malaria
2.1- Stress oxidativo

O stress oxidativo (SO) é definido como um desequilibrio entre substancias oxidantes e
substancias antioxidantes ao nivel celular, onde os oxidantes estao em niveis mais elevados

que os antioxidantes.

Defesa e
Antioxidante T
e e S Equilibrio Fisiologico

ERO Stress Oxidativo

Figurai-Esquemarepresentativo do stress oxidativo (Adaptado de Poljsak et al., 2013).

Como exemplo de espécies oxidantes temos os EROs e ERNs que originam os radicais livres.
Osradicais livres sio &tomos ou moléculas contendo um ou mais eletroes desemparelhados na

camada de valéncia (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Radical superoéxido Radical 6xido

HO- 202 HO- H2O

Radical hidroperoxilo peroxido de hidrogénio  radical hidroxilo

Figura 2-Representacaoesquematicadaformacaoderadicaislivres (Pruchniak et al.,
2015).

Os radicais livres, em funcao da sua configuracao eletronica apresentam as seguintes

propriedades: elevada reatividade; instabilidade e semi-vida curta (Gutteridge, 2015). Estas



propriedades tornam-nos doadores, ou recetores, de eletroes capazes de promover reacoes em

cadeia e causar danos oxidativos (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Algumas das espécies reativas de relevancia biologica encontram -se na tabela 1. Para melhor
compreensao deste fendmeno que é o stress oxidativo é crucial conhecermos as principais

espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN).

T abela 1- Principais espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN). (Adaptado
de Bhattacharyyaetal.,2014).

Espécies Reativas

Oxigénio Nitrogénio Estrutura Quimica
Radical superoxido 0.2_
Radical hidroxilo “OH
Radical hidroperoxilo HO;
Perdxido de hidrogénio H50,
C e 1
Oxigénio singleto 0,
Radical 6xido nitrico NO'
Oxido nitroso N5Oq
Iao nitrito NO;
Iao nitrato NO:;
Iao peroxinitrito ONOO

A producao de EROs é temporaria ou cronicamente elevada, alterando o metabolismo celular

e danificando os componentes celulares (Lushchak, 2014).

O stress oxidativo é uma condicao metabolica bem caracterizada na medicina humana, onde
existem correlacoes desse distirbio com o desenvolvimento de doencas cronicas e/ou
degenerativas, a exemplo das doencas cardiovasculares, endécrinas, oncologicas e em infegoes

parasitarias, como a malaria (Gottlieb et al., 2010; Silva & Jasiulionis, 2014).



Apesar do potencial toxico ao metabolismo, a producao dasespécies reativas de oxigénio torna-
se desejavel em algumas situacoes (Almeida, 2013). Sabe-se que na fase inflamatoria, durante
a ativacdo maxima de neutréfilos e monocitos, diversas espécies como NO: e H-0-, sdao
produzidas e armazenadas com o objetivo de auxiliarem posteriormente na destruicao de
antigénios (Almeida, 2013). Apesar disso, uma boa defesa fisiologica, por parte dos
antioxidantes, é fundamental para impedir a producao excessiva de agentes oxidantes e estes
altimos gerarem stress oxidativo (Barbosa et al., 2010). Os antioxidantes podem ser
classificados como enzimaticos e nao enzimaticos (Sousa et al., 2010). Os mecanismos nao
enzimaticos podem ser divididos em enddgenos e ex6genos (Barbosa et al., 2010). A tabela 2

apresenta exemplos de diferentes antioxidantes enziméaticos e ndo enzimaticos.

Tabela 2- Principais antioxidantes enzimaticos e nido enzimaticos (dietéticos e

endogenos) (Adaptado de Barbosa et al., 2010).

Antioxidantes
Enzimaticos N3ao N3ao enzimaticos
enzimaticos Endbgenos
Dietéticos
SOD Vitamina A Coenzima Q10
CAT Vitamina C Acido UI‘lC.O ;
Hemoglobina
. ) Ceruloplasmina
GSH-Px Vitamina E p .
Transferrina

Cobre, Zinco,
GSH-Rd Manganeés e
Selénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em varios sistemas celulares dentro da
célula: membrana plasmatica; citosol; peroxisomas; mitocondrias; lisossomas e reticulo
endoplasmatico (Di Meo et al., 2016). As enzimas envolvidas na geracdo de ROS sao: 6xido
nitrico sintase; peroxidases; isoformas da xantina oxidase (XO); lipoxigenases (LOXs); glicose

oxidase; ciclooxigenases (COXs) e mieloperoxidase (MPO) (Bhattacharyya et al., 2014). Além



disso, também existem fontes exdgenas de EROs, que incluem poluicao atmosférica, radiacgoes
ionizantes, metais pesados, solventes organicos, pesticidas e farmacos (Bhattacharyya et al.,
2014). As EROs derivam da reducao de oxigénio que produz, através de véarias etapas,
importantes produtos intermediarios: anido superéxido; peréxido de hidrogénio e radical
hidroxilo (Bhattacharyya et al., 2014). O aniao superéxido O2'- é a ERO mais comum, que é
gerada nas mitocondrias pela cadeia transportadora de eletroes através da reducao parcial de
oxigénio (Bolisetty & Jaimes, 2013). A superoxido dismutase (SOD) é responsavel pela
producao de H-0- a partir do anido super6xido, por meio de aminoacidos e xantina oxidase,

ou por uma reacao de dismutacao (Ozcan & Ogun, 2015). Na presenca de ides metalicos e
anides superdxido, o H-0- pode produzir o radical hidroxilo ((OH), que é o mais reativo e

perigoso (Quinlan et al., 2013; Ozcan & Ogun, 2015).

As equacdes 1 e 2 representam os processos de dismutacdo e a reacdo de Fenton
respetivamente:

SOD
F2*+ H,0, >F3* + OH + "OH (2)

Normalmente nos quadros de stress oxidativo verifica-se o aumento da atividade sérica das
enzimas antioxidantes em virtude da compensacao contra a aciotoxica das espécies reativas.
Da mesma forma, os marcadores diretos de lesdo celular indicam atividade téxica quando
apresentam valores aumentados (Rebuglio et al., 2013). Um exemplo é o malondialdeido
(MDA), um importante marcador de peroxidacao lipidica (Vellosa et al.,, 2013). Esta
problematica dos marcadores biologicos sera abordada com maior profundidade no ponto

2.2.8 sobre os biomarcadores redox.

A quantificacao de antioxidantes ndo enzimaticos torna-se adequada para avaliar a atividade
indireta do dano oxidativo (Russo & Bracarense, 2016). Normalmente, a diminuicao da
concentraciao desses analitos indicara falha na defesa antioxidante, sendo necessaria a
intervencao pela suplementagao nutricional e farmacologica (Russo & Bracarense, 2016).
Também a dosagem das proteinas de fase aguda, ceruloplasmina e ferritina, aliadas as
dosagens dos metais como o Ferro e Cobre, sdo importantes dados bioquimicos que permitem
maior exatidao na monitorizacao indireta do stress oxidativo (Ferreira & Abreu, 2007). O
conhecimento do perfil bioquimico relativo as moléculas e i6es referidos anteriormente auxilia

no diagnostico e tratamento do stress oxidativo (Russo & Bracarense, 2016).



2.2- Malaria

O paludismo, ou maléaria, ainda é considerada uma das doencas mais devastadoras no mundo.
Uma estimativa da Organizacao Mundial da Satide (OMS) indica que mais de 40% (3,3 bilides)
da populacdo mundial, distribuida por 106 paises, apresenta risco de contrair a doenca,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, como Africa, Asia e América Latina. Em
2010, foram registados 216 milhoes de casos nos diversos continentes (Greenwood, 2008 ;
Paschoal & Azevedo, 2009) permanecendo aproximadamente constante (214 milhoes em 2015,
WHO, 2015).

A malaria é uma protozoonose dos eritrocitos, causada nos seres humanos por cinco espécies
do género Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi) (Cox-
Singh et al. 2008 ; Netto, 2013) transmitida pela picada do mosquito fémea do género
Anopheles. Em situagdes excepcionais, a doenca pode ser transmitida por transfusio
sanguinea e por via congénita (da mae para o feto), embora estas duas formas de transmissdo
nao tenham qualquer impacto epidemiologico (Netto, 2013).

Diversos estudos procuraram compreender a relacao entre o stress oxidativo nos pacientes
infetados pelo Plasmodium spp, e as respostas clinicas (Tilley et al., 2001 ; Pabon et al., 2003
; Becker et al., 2004 ; Yazar et al., 2004 ; Jaramillo et al., 2005 ; Mello, 2012 ; Kumar, 2006 ;
Dey et al., 2009). O equilibrio entre os radicais livres gerados durante a infecio malarica,
resultantes principalmente da acao do sistema imunologico e da degradagao da hemoglobina,
e as defesas antioxidantes do hospedeiro humano e do parasita influencia de forma

significativa o prognostico da doenca (Muller et al., 2001 ; Keller et al., 2004 ).



2.2.1- Malaria em Angola

A malaria é a principal causa de morbidade e mortalidade em Angola. A doenca levou a mais
de trés milhGes de casos e 7999 mortesem todo o pais em 2015. Nosultimosanos, o pais obteve
ganhos significativos na reducao do nimero de casos de malaria com medidas preventivas
agressivas, gestao de casos e vigilancia (Ministério da Satde de Angola, 2015). Deste modo,
tem influéncia no potencial de desenvolvimento do pais pelos altos custos que acarreta

(Velasco et al., 2017).

A malaria é endémica nas 18 provincias do Pais, com a transmissao mais elevada registada nas
provincias nortenhas (Cabinda, Uige, Malange, Kuanza Norte, Lunda Norte e Lunda Sul),
assim como na provincia de Luanda, devido a elevada densidade demografica periurbana e
deficientes condi¢oes de saneamento basico (Ministério da Saudeda RA, 2011). Nasprovincias
do Sul, Namibe, Cunene, Huila e Kuando Kubango, ocorrem surtos epidémicos. Nota-se um
aumento de transmissao durante a estacao das chuvas, com um pico entre os meses de janeiro

e maio (Ministério da Satide da RA, 2011).



2.2.2-Ciclo biologico do Plasmodium

O ciclo de vida de Plasmodium spp. é bastante complexo, figura 3 e pode ser dividido em duas
etapas distintas de reproducido, diferindo entre si em varios aspetos a nivel fenotipico. A
primeira etapa, que corresponde a uma fase de reproducao sexuada, ocorre no mosquito fémea,
da espécie Anopheles spp (Pasvol, 2010), Figura 3. Uma segunda etapa, em que ocorre uma
fase de reproducao assexuada, ocorre em animais vertebrados, como seres humanos ou outros

mamiferos (Pasvol, 2010), Figura:3.
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Figura 3-Representacaoesquematicado ciclo de vidado parasitado género Plasmodium

spp- (Adaptado de Pasvol,2010).

A infecao por malaria humana ¢ iniciada quando um mosquito Anopheles fémea injeta
esporozoitos de Plasmodium na pele durante uma refeicio de sangue, Figura 3. Os
esporozoitos atingem ativamente a circulacao periférica e migram para o figado, no qual se
reproduzem dentro dos hepatocitos, formando merozoitos que sdo libertados na corrente
sanguinea (Pasvol, 2010). Os merozoitos invadem os gloébulos vermelhos e desenvolvem -se
através dos estagios de anel, trofozoito e esquizontes (White, 2011). Apés uma semana, os
esquizontes rompem-se libertando merozoitos no sangue, que invadem os eritrocitos e
continuam a replicacao assexuada (Pasvol, 2010). Alguns diferenciam-se em gametdcitos
(estagio eritrocitico sexual), que quando ingeridos por outro mosquito Anopheles se
transformarao em gametas masculinos e femininos que se juntarao para formar zigotos

diploides (White, 2011). Os zigotos entao invadem o intestino médio do mosquito, onde eles se



tornam oocistos, que entao se rompem para libertar esporozoitos (Pasvol, 2010). Os segundos
viajam para as glandulas salivares do mosquito, e o ciclo se repete a cada nova refeicao de
sangue (White, 2011). Os hipnozoitos sdo responsaveis pelas recidivas da malaria, pois podem
permanecer inativos no figado por meses a anos (Pasvol, 2010).

Os sintomas clinicos da malaria sio em grande parte resultado da replicacao dos estagios
assexuais no sangue humano, mas a transmissao para os mosquitos s6 € alcancada através do
desenvolvimento de estagios sexuais (Figura 3) denominados gametocitos (White, 2011). Para
anular a transmissdo do P. falciparum, devemos ser capazes de eliminar os estagios
assexuados e sexuais do hospedeiro humano, eventualmente tornando um individuo nao
infecioso para os mosquitos (White, 2011). No entanto, no caso de P. vivax, a eliminacao é
altamente desafiadora devido a recaida provocada por hipnozoitos dormentes no figado que
podem persistir como reservatorio de transmissao por varios meses apos a infecao inicial
(Dembélé et al., 2014 ). A falta de conhecimento suficiente sobre a infecciosidade de individuos
assintomaticos e sintomaticos que abrigam estagios parasitarios de transmissao continua a ser
uma grande lacuna na compreensao da transmissao da malaria (White, 2011; Dembélé et al.,
2014). Devido a relacdo complexa, e nao-linear, entre a densidade parasitaria no hospedeiro
humano e a infecciosidade dos mosquitos (Schneider et al., 2007; Bousema et al., 2012;
Churcher et al., 2013). O nosso conhecimento sobre as estratégias usadas pelo parasita para
uma transmissao eficiente, ainda esta longe de estar completo (Schneider et al., 2007). Alguns
estudos destacam a medula 6ssea como o local priméario de desenvolvimento e sequestro de
gametocitos (Farfour et al., 2012; Aguilar et al., 2014; Joice et al., 2014) levantam questoes
sobre o tempo de sequestracdo levando a reentrada de gametodcitos maduros na circulacao
sanguinea e migracao potencial para capilares subdérmicos durante uma infegao (Joice et al.,
2014). Como os gametdcitos representam um potencial transmissor, é necessaria uma
compreensdo mais profunda da biologia e bioquimica da transmissao para desenvolver novas
ferramentas e estratégias para a eliminacao e erradicacao da malaria (Farfour et al., 2012;

Aguilar et al., 2014; Joice et al., 2014).
2.2.2.1- Caracteristicas da doenca

Apo6s a infeccao por uma picada de mosquito, os sintomas aparecem apds pelo menos uma
semana. Na malaria ndo complicada, os pacientes apresentam sinais e sintomas inespecificos
a cada 1, 2 ou 3 dias (CDC, 2010). Isso esta relacionado com a duracao do ciclo de vida do
parasita, o P. malariae tem o ciclo mais longo de 72 horas, seguido por cerca de 48 horas para
P. falciparum e P. vivax enquanto que o P. ovale. e P. knowlesi apresentam um ciclo mais
curto de 24 horas. A infec¢cdo causada por P. knowlesi segue um curso semelhante ao da

malaria devido a falciparum e vivax (Singh & Daneshvar, 2013).
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Ossintomas clinicos manifestam-se como resultado da libertagao de substanciasresiduais (por
exemplo, hemozoina), que estimulam os macréfagos, e outras células imunitarias, a produzir
citocinas e outros fatores (CDC, 2010). A gravidade da condi¢do também é influenciada por
fatores, tais como a composicao genética do hospedeiro e a extensao da imunidade contra o
parasita, cujas relacoes nao estio bem estabelecidas (Oakley et al., 2011). Podem ocorrer
recaidas, semanas a meses depois, na malaria causada por P. vivax e P. ovale. A malaria grave
ocorre quando ha insuficiéncia de o6rgaos, complicacoes metabdlicas ou hematologicas, e
requer tratamento de emergéncia (CDC, 2010). Pode manifestar-se como malaria cerebral,
anemia grave, hemoglobintria, sindrome do desconforto respiratério agudo, insuficiéncia
renal aguda, hipotensao por colapso cardiovascular, hiper parasitémia, acidose metabdlica e

hipoglicemia (Oakley et al., 2011).
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2.2.3- Mecanismo de defesa antioxidante do parasita

Os parasitas do plasmédio estdo sujeitos a altos niveis de stress oxidativo durante o
desenvolvimento nas células do hospedeiro, de modo que a sua capacidade de defesa contra
essa agressao é fundamental para a sua sobrevivéncia (Foth et al., 2011). Comoresultado, esses

parasitas desenvolveram varios mecanismos de defesa antioxidante. (Foth et al., 2011).

O estagio intra-eritrocitico do parasita da maliria é o principal responsavel pelas
manifestacoes patologicas no hospedeiro (Miller et al., 2002). Além disso, para compensar o
stress oxidativo sofrido, o Plasmodium reduz a sua prépria producao de espécies reativas de
oxigénio e adota novos mecanismos para prevenir danos oxidativos decorrentes do hospedeiro
(Foth et al., 2011). O apicoplasto faz parte desses mecanismos (Miller et al., 2002). O
apicoplasto é um organelo intracelular simbiético localizado perto da mitocondria, que
sintetiza o acido lip6ico, um potente antioxidante usado pelo parasita como defesa(Foth et al,
2011). Muito provavelmente, este organelo foi incorporado como uma adaptacao evolutiva do
parasita, uma vez que este organelo também estad presente como um simbionte em algas

vermelhas (Toler, 2005).

Os sistemas redox (oxidacao-reducao) constituem um importante regulador das funcoes
metabolicas celulares (Pal & Bandyopadhyay, 2011). Asreacoesredox realizadas por diferentes
enzimas sao essenciais para o crescimento e desenvolvimento de parasitas dentro do
hospedeiro (Pal & Bandyopadhyay, 2011). O parasita da malariaémicroaerofilico (0,5% -5,0%
0:) (Oliveira & Oliveira, 2002), e altamente suscetivel ao stress oxidativo, mas reside em
ambiente altamente oxigenado nos eritrocitos do hospedeiro (Becker et al., 2004). Durante os
estagios intra-eritrocitarios, os parasitas sao constantemente expostos a niveis elevados de
stress oxidativo gerado por varios processos metabolicos exogenos e endogenos (Becker et al.,
2004). Os parasitas da malaria enfrentam constantemente o desafio de desintoxicar grandes
quantidades de heme livre, libertadas da hemoglobina (Hb) Figura 7 (Becker et al., 2004).
Além das espécies reativas de oxigénio mitocondriais, o parasita da malaria é também alvo da
resposta oxidativa (ou respiratoria) do sistema imunolégico do hospedeiro (Brunet, 2001).
Assim, a desintoxicacao de ERO produzida por causa da alta taxa metabolica do parasita em
rapido crescimento e multiplicacao é uma tarefa crucial para o parasita da maléria (Brunet,
2001). O parasita da malaria desenvolveu adaptacoes metabolicas distintas e estratégias de
sobrevivéncia para acomodar-se sob essas restricoes ambientais (Bandyopadhyay & Dey,
2011). Para lidar com o stress mediado pelo elevado nivel de heme livre, o parasita converte

heme em hemozoina menos toxica (Hz) (Bandyopadhyay & Dey, 2011).
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Figura 4-Representacao da degradaciao da hemoglobina e mecanismo de destoxificacao
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do heme pelo Plasmodium (Franca, Santos & Figueroa-Villar, 2008).

O parasita da malaria também possui sistemas antioxidantes e redox. O sistema antioxidante
e redox do parasita da malaria € constituido principalmente pelos sistemas glutationa (GSH);
tiorredoxina (Trx) (Nickel et al.,, 2006), acido lipdico (LA); acido diidrolipéico (DHLA)
(Gunther et al,, 2009) e sistema glioxalase (Urscher et al., 2010). Além dos sistemas
antioxidantes, outras proteinas envolvidasnasreacéesredox sao asdesidrogenases do NADPH

(desidrogenase do glutamato, desidrogenase glicose-6-fosfato e isocitrato desidrogenase)

essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do parasita (Jortzik et al., 2011).
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2.2.4- Alteracoes Oxidativas no Hospedeiro Induzidas pelo Plasmodium

Em resposta a infecao causada por parasitas de Plasmodium, o mecanismo natural de defesa
do hospedeiro € ativado com o envolvimento de fagécitos (macrofagos e neutrofilos) (Kavishe
et al., 2006). Estes, por sua vez, geram grandes quantidades de ERO e ERN, causando um
desequilibrio entre a formacao de espécies oxidantes e a atividade de antioxidantes. Esse
desequilibrio éo que desencadeia o stress oxidativo (Figura 1) que € um mecanismoimportante
dos hospedeiros humanos em resposta as infecoes e, no caso da malaria, pode levar a morte

dos parasitas (Kavishe et al., 2006).

Estudos in vitro demonstraram a capacidade do stress oxidativo em promover a morte de
parasitas (Kavishe et al., 2006; Poljsak et al., 2013). Com efeito, a incubacao de espécies de
Plasmodium yoelii na presenca de glicose e glicose oxidase gerou H-O», uma espécie reativa de
oxigénio, capaz de matar o parasita (Poljsak et al., 2013). Da mesma forma, quando incubada
na presenca de xantina e xantina oxidase, gerou o radical livre (O2"-) superéxido e outros

produtos oxidativos, com consequente destruicao de parasitas (Kavishe et al., 2006).

A importancia das espécies radicalares na génese das alteracoes fisiopatologicas em pacientes
com malaria sugere que deve ser evitada a reposicao de ferro em individuos infetados, apesar
do grau de anemia observado pela contagem de eritrocitos (Hassan et al., 2004; Caufield et al.,

2004).

Juntamente com a sintese de espécies radicalares, os organismos desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa antioxidante em resposta ao aumento do stress oxidativo (Caufield et
al., 2004). Na verdade, a defesa antioxidante é um mecanismo fisiol6gico dos organismos
contra os danos causados pelos radicaislivres e depende do consumo de reservas antioxidantes
celulares e sistémicos (Caufield et al., 2004). A sintese endogena destes compostos
antioxidantes consiste tipicamente em trés sistemas interdependentes: enziméaticos; pequenas
moléculas e quelagdo de metais, que retardam ou impedem a oxidacdo de biomoléculas
(Percario et al., 2008). O sistema de defesa antioxidante também evita a geracao de espécies
oxidantes por eliminacao, ou pela reducao de radicais livres, que por auto-oxidacaoformam

compostos menos reativos (Percario et al., 2008).

Embora varias enzimas antioxidantes sejam importantes no sistema de defesa, as mais
importantes incluem GSH-Px, catalase e SOD referidos na Tabela 2. Estas enzimas atuam
diretamente sob alguns radicais livres, inativando-os (Caufield et al., 2004). No entanto, elas
nao sao capazes de atuar sobre os radicais livres mais reativos, tal como os radicais hidroxilo e
peroxinitrito, que sdo o0s principais responsaveis por processos patologicos oxidativos

(Percario et al., 2008). Em resultado disto, 0 nosso corpo usa pequenas moléculas que reduzem
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a reatividade de varios radicais reativos como um sistema auxiliar de defesa antioxidante. Este
grupo contém um grande nimero de moléculas, tais como vitaminas A, C e E, beta-caroteno,
acido trico e molécula de glutationa reduzida (GSH) também referidos na Tabela 2. Além
disso, 0 nosso organismo possui proteinas que se ligam a metais de transicao impedindo-os de
catalisar a reacdo de Fenton, Equacao (2), importante fonte de producao de espécies reativas
(Rosales et al., 2000). Estes quelantes de metais incluem ferritina, transferrina e lactoferrina
(quelante de ferro), ceruloplasmina e albumina (quelantes de cobre) e metalotioneinas

possuindo grupos tiol capazes de ligar varios metais pesados (Percario et al., 2008).

Entre as moléculas antioxidantes, a molécula de GSH destaca-se como sendo a mais poderosa
protetora de células eucaridticas na defesa do hospedeiro contra o stress oxidativo, atuando
sobre varios mecanismos diferentes (Rosales et al., 2000). Paralelamente, a secrecao do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) parece induzir o stress oxidativo através da modulacao do
metabolismo da GSH, desempenhando um importante papel na fisiopatologia da malaria
(Percario et al., 2008). Em estudos com ratos, a administracao de TNF-a induziu diminuicao
dos niveis de GSH, enquanto em célulasTCD4 + e CD8 + esplénicas, um aumento significativo
ocorreu na glutationa oxidada (GSSG) (Sales et al., 2001). Assim ambos os comportamentos
sugerem aumento do stress oxidativo. Varios autores relataram diminuicao do GSH em

pacientes com malaria (Rosales et al., 2000; Halliwell & Gutteridge, 2007).

No entanto, além da GSH, niveis mais baixos de varios antioxidantes sdo encontrados em
pacientes com malaria causada por Plasmodium vivax: glutationa S-transferase (GST)
(Haynes & Krishna, 2004 ; Dumaswala et al., 2001) ; catalase; GSH-Px; SOD (Becker et al.,
2004 ; Sales et al., 2001), NADPH metemoglobina redutase (Becker et al., 2004); quelantes
de metais pesados como desferrioxamina; salicilaldeido ; isonicotinoil (Dumaswala et al.,
2001); ferritina (Sales et al., 2001) ; pequenas moléculas, como vitaminas A, E, C (Kavishe et
al., 2006); pré-vitaminas a e B-caroteno; licopeno; luteina e zeaxantina (Becker et al., 2004),

entre outras.

Da mesma forma, os pacientes com maléria por Plasmodium falciparum apresentaram
menores niveis de antioxidantes, como o ascorbato, que se correlacionou com a gravidade da
doenca, em contraste com niveis elevados de urato e ceruloplasmina (Kavishe et al., 2006).
Assim, o aumento dos niveis de urato pode indicar a presenca de sindrome de isquemia-
reperfusao (IRS) responsavel pela producao de radicais livres em condicoes isquémicas ou
mesmo em hipoxia devido a hemolise e citoaderéncia induzidas por parasitas (Sohalil et al.,

2007).

Da mesma forma, a diminuicao da atividade da GST esta diretamente relacionada a gravidade

da parasitémia, uma vez que a producao dessa enzima reduz as complicacoes da maléria e a
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ocorréncia de malaria grave (Sales et al., 2001). Nesse sentido, a avaliacao dos niveis de GST,
peroxidacaolipidica ecatalase, pode ser considerada como potenciais marcadoresbioquimicos

de gravidade da doenca (Halliwell & Gutteridge, 2007).
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2.2.5- Malaria e o stress oxidativo

Tal como referido no ponto 2.2.2 o Plasmodium passa por um ciclo de vida complexo,
alternando entre dois hospedeiros, vertebrados e invertebrados, com diferentes ambientes e
fisiologias (Muller, 2004). Além disso, no interior destes destes dois hospedeiros, o parasita
também existe como formasintra e extracelulares sendo, desse modo, expostas a ambientes
extremos. O Plasmodium sofre um stress oxidativo significativo durante o ciclo dos eritrocitos,
dado queeles se encontram num ambiente oxidante nos globulos vermelhos devido ao oxigénio

e ferro (Muller, 2004).

O Plasmodium digere a hemoglobina dentro do seu vactiolo acido eliberta a ferriprotoporfirina
IX (FP) toxica e espécies reativas de oxigénio (ERO) (Combrinck et al., 2002). Normalmente,
a maior parte da FP libertada é polimerizada em hemozoina cristalina ou pigmento de malaria
(Combrinck et al., 2002) mas uma quantidade significativa escapa a polimerizacao e tem de
ser desintoxicado no citoplasma (Zhang et al., 1999). A FP livre pode interagir com membranas
fosfolipidicas causando alteracoes estruturais devido a reatividade do ido Fe3* com lipidos de
membrana insaturados (Zhang et al., 1999). Isso pode levar ao aumento da permeabilidade da
membrana para idoes; aumento de volume das células e lise (Famin et al., 1999). Esta fracio de
FP é desintoxicada por vias dependentes de glutationa e proteinas de ligacao a FP do parasita
e do hospedeiro (Famin et al., 1999). O sistema imune do hospedeiro, em resposta a
apresentacao de antigeno ou em resposta a parasitas sequestrados, secreta varias citocinas,
incluindo o fator de necrose tumoral a (TNFa) que desencadeia reacées inflamatorias que
conduzem ao aumento da ERO (Figueiredo et al., 2007). Além disso, a reoxigenacao de tecidos
hipoxidos, que foram bloqueados por parasitas, pode contribuir para a producao de ERO
(Becker et al., 2004). Além disso, os pacientes com P. falciparum ou malaria P. vivax sao
reportados em varios trabalhos como apresentando menor atividade de catalase do que
individuos nao infetados, mas apresentam uma maior atividade de superéxido dismutase
(SOD), (Pabon et al., 2003). O aumento da atividade da SOD, juntamente com a reducao da
atividade da catalase, pode levar a acumulacao de H-O- que pode rapidamente reagir com o
ferro da FP para formar radicais hidroxilo, promovendo dano nos tecidos (Seixas et al., 2009).
Como produto da peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA) tem sido sugerido como
biomarcador do stress oxidativo na malaria, (Pabon et al., 2003; Moreira, 2017). Outros
biomarcadores de stress oxidativo na malaria incluem SOD-1 humana (Cu / Zn-SOD), TNF-q,

catalase e glutationa peroxidase (Percario et al., 2012; Megnekou et al., 2015).

Os merozoitos e antigenos de Plasmodium falciparum induzem a producao de EROs, por
leucocitos polimorfonucleares e mononucleares (Kharazmi et al., 1987). A estimulacio de
granulocitos extraidos de pacientes com malariacom TNF-alevoua producgao elevada de EROs

(Greveetal., 1999). Além disso, os niveis plasmaticosde citocinas, incluindo recetores de TNF-
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a, interleucina-6, interleucina-8 e TNF, sio mais altos em individuos com malaria grave por P.
falciparum do que com malaria nao complicada (Kremsner et al., 1995). Curiosamente, tais
niveis elevados de TNF-a durante a fase aguda da infecao por malaria associaram-se a reducao
rapida do parasita, mas nao a cura clinica (resolucao de sinais clinicos) apos o tratamento
antimalarico (Gomes, 2011). Deste modo, enquanto o stress oxidativo induzido é um dos
importantes mecanismos imunologicos do organismo durante a infe¢cao por malaria, o tempo
e o nivel de oxidantes produzidos é um fator determinante do desfecho clinico (Kremsner et
al., 1995; Gomes, 2011). Parece que a alta e rapida producao de EROs durante a fase aguda da
infecdo pode ser benéfica na eliminacao da parasitémia, enquanto a estimula¢do cronica de
EROs é prejudicial para as células do hospedeiro, particularmente para os eritrocitos

(Kremsner et al., 1995; Gomes, 2011).

Acredita-se que o stress oxidativo induzido pela ferriprotoporfirina IX cause danos as
membranas dos eritrocitos por meio da oxidacdo dos grupos sulfidrilos e através da
peroxidacao lipidica, reduzindo a deformabilidade dos globulos vermelhos e causando o
encolhimento celular (Nuchsongsin et al., 2007), que reduz o fluxo sanguineo através da
microvasculatura. O uso de antioxidantes como a N-acetilcisteina (NAC) mostrou reverter
algumas dessas condicOes, embora nao completamente (Kawazu et al., 2008). Por exemplo, a
NAC foi capaz de reverter a deformabilidade das hemacias, mas ndao o volume celular
(encolhimento celular) (Nuchsongsin et al., 2007). Acredita-se que a NAC melhore a malaria
severa por meio da eliminacdo de EROs e reduza a expressao de ligantes endoteliais (Kawazu

et al., 2008; Nuchsongsin et al., 2007).
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2.2.6- O papel do NO na fisiopatologia da Malaria

O oOxido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora gasosa e lipofilica que desempenham
maltiplas func¢des no organismo (Drew & Leeuwenburgh, 2002). O NO é libertado aquando da
conversao da L-arginina da dieta a L-citrulina pela acao de isoformas de 6xido nitrico sintase
“NOS” (Drew & Leeuwenburgh, 2002). O NO é um neurotransmissor e regulador da pressao
arterial e € um radical livre, pouco reativo. O NO é capaz de formar outros intermediarios
reativos de nitrogénio (nitrato, peroxinitrito e 3-nitrotirosina), que afetam a funcao celular
(Sorriento, De Luca, Trimarco, & Iaccarino, 2018; Ozcan & Ogun, 2015). O NO reage com o0 O-
por ligacdo ao centro binuclear do citocromo c oxidorredutase, levando a inibi¢ao da atividade
do citocromo c oxidase (Cleeter et al., 1994). Na mitocondria, aumenta a producao de ERO e
ERN, que afetam varios processos, como a biogénese mitocondrial, a respiracao e o stress

oxidativo (Bolisetty & Jaimes, 2013; Ozcan & Ogun, 2015).

As equacoes 3 e 4 representam os processos de formacao e decomposicao espontanea do

peroxinitrito respetivamente:

NO"+ 05— OONOO 3)
ONOOH — * OH +NO, (4)

O oxido nitrico é destacado neste trabalho tendo em vista o seu papel no mecanismo de defesa
do hospedeiro contra uma variedade de parasitas e infecoes por protozoarios, incluindo o

Plasmodium (Walker et al., 2014).

Ao desencadear o estimulo imunologico e inflamatoério, o NO é produzido a partir de

mondcitos/macrofagos pela acao enzimatica do 6xido nitrico sintase (Walker et al., 2014).

A enzima que catalisa a producao de 6xido nitrico é diferenciada com base na sua origem, ou
seja, endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e a mais abundante é a sintase induzida do 6xido
nitrico (iNOS) (Nathan et al., 2000).

A enzima com maior indice de producao de 6xido nitrico é induzida pela iNOS (Collins et al.
2003) e contribui para a morte intra-hepéatica de parasitas em resposta a IFN-y, TNF-q, IL-13
e IL-6 secretados por células T especificas para antigeno e NK células (Dewasurendra et al.,
2012). O iNOS é uma importante enzima envolvida na regulacao da expressao génica, secrecao
de NO emecanismo de defesa do hospedeiro contra varios organismosinfeciosos e parasitarios
(Hobbs et al., 2002).
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A producao de 6xido nitrico é regulada através da inducao enzimatica do gene NOS e foi
reportado que este gene, como fator genético do hospedeiro, contribui para a variacao na
frequéncia e intensidade do episodio clinico de malaria (Dewasurendra et al., 2012) e outras
infecOes. Varios polimorfismos do promotor NOS2 foram estudados no contexto da patologia

e gravidade da malaria (Hobbs et al., 2002).
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2.2.7- Resposta imunitaria a infecao malarica no sangue

As manifestagoes clinicas da malaria sio causadas por parasitas do sangue no estagio
assexuado, a medida que se reproduzem no sangue. Embora complexa e incompletamente
compreendida (Miller et al., 2013), geralmente aceita-se que a patogénese da malaria seja
motivada por dois processos distintos: sequestro e inflamacao (Miller et al., 2013). O sequestro
envolve a ligacao de iRBCs a recetores no endotélio vascular através de interagdes parasita -
hospedeiro especificas, causando obstrucao microvascular, isquemia local e inflamacao no
cérebro e outros 6rgaos vitais (Turner et al.,, 2013). O P. falciparum também induz uma
resposta inflamatoria sistémica semelhante a sepsis bacteriana (Clark et al., 2004) que pode
exacerbar o sequestro de iRBC pela regulacao positiva de moléculas de adesao vascular, como
a ICAM-1 (Hunt & Grau, 2003). A questao fulcral é saber qual dos eventos, a inflamacao ou
sequestro, é o evento inicial, na patogénese da malaria, (White et al. 2013; Clark & Alleva,
2009) mas parece provavel que esses processos ocorram em paralelo e se reforcem

mutuamente (Clark & Alleva, 2009).

Em areas de transmissao intensa de P. falciparum, a resisténcia a malaria grave com risco de
vida é geralmente adquirida aos cinco anos de idade (Clark et al., 2004). Contudo as criancas
permanecem suscetiveis a episddios repetidos de malaria febril, atingindo imunidade clinica

quase completa na adolescéncia (Marsh & Kinyanjui, 2006).

Existem dois processos imunolégicos que desempenham papéis cruciais no controlo de
parasitas na fase sistémica do P. falciparum e na doenca que causam: inflamacao e sua
regulacao, e a resposta de anticorpos (Collins & Jeffery, 1999). Em individuos nao expostos
previamente, os parasitas do P. falciparum na fase sistémica invariavelmente induzem febre e
outros sinais e sintomas de malaria (Mackinnon & Read, 2004). Este processo é impulsionado
pela producao de citocinas pro-inflamatoérias e quimiocinas como IL-1f, IL-6; IL-8; IL-12;

(p70); IFN-y e TNF (Day et al., 1999; Walther et al., 2006).

Algumas proteinas do Plasmodium foram identificadas como impulsionadoras da inflamagao
através de interacoes especificas com recetores do hospedeiro (Clark et al., 2004). Por
exemplo, determinadas proteinas como as PfEMP1s foram implicadas no sequestro de
parasitas no endotélio cerebral na malaria cerebral grave em criancas (Claessens et al., 2012;
Lavstsen et al., 2012). O recetor para estas PFEMP1sfoiidentificado como orecetor da proteina
C endotelial (EPCR) que medeia efeitos citoprotetores através da proteina C reativa sugerindo
que a ligacao de PFEMP1 ao EPCR pode bloquear a sua fung¢ao protetora e contribuir para a
patologia da malaria cerebral (Turner et al,, 2013). A proteina de superficie merozoita 1

(MSP1), que é expelida da superficie do merozoito 8 medida que o parasita invade as RBCs,
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liga-se a proteina (S100P - um membro da familia de proteinas pro-inflamatoérias S100) e
bloqueia assim a atividade da S100P (Waisberg et al., 2012). Posteriormente, verificou-se que

a MSP1 se liga a todos os membros da familia S1t00 (Waisberg et al., 2012).

A inflamacao induzida por Plasmodium provavelmente desempenha um papel importante no
controlo precoce da replicacdo do parasita. Assim, o IFN-y e o TNF matam os parasitas do P.
falciparum no sangue através da producao de 6xido nitrico (NO) e outros radicais toxicos
(Gun, Claser, Tan, & Rénia, 2014 ). Por outro lado, inflamacao excessiva tem sido associada a
malaria grave e fatal (Grau et al., 1989), que ocorre em uma minoria de individuos que tém
pouca ou nenhuma exposi¢ao prévia a malaria. No entanto, em areas endémicas em que os
individuos sao repetidamente infetados, as infecoes no estagio sanguineo geralmente causam
uma doenga leve febril ou nenhum sintoma (Marsh & Kinyanjui, 2006), consistente com a
hipétese de que a inflamacao induzida por Plasmodium pode desenvolver-se. Com efeito,
estudos iniciais em seres humanos mostraram que o risco de febre diminuiu com infe¢oes
experimentais em série por Plasmodium (Collins & Jeffery, 1999) e que a infecdo por
Plasmodium induziu tolerancia cruzada a endotoxina (Omer & Riley, 1998). Consistente com
esta hipotese, modelos de rato de malaria nao-letal mostraram que a inflamacao induzida por
Plasmodium produz (TNF e IFN-y) 5 a 10 dias ap6s a infecao (Omer & Riley, 1998). Em
humanos, estudos transversais pareceram mostrar que proporcoes mais altas de citocinas pro-
anti-inflamatoérias ocorriam no soro durante a malaria aguda e que estavam associadas a
doenca mais grave (Day et al., 1999). Contudo verificou-se que nao era uma conclusio
consistente (Walther et al., 2009). Também nao existe uma certeza sobre os mecanismos
imunoreguladores e as células que medeiam o controlo da inflamacao induzida por P.
falciparum em humanos, (Finney et al., 2010; Spence et al., 2012) e a duracao das respostas

regulatérias na auséncia de exposicao continua ao P. falciparum (Spence et al., 2012).
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2.2.8- Biomarcadores Redox

Biomarcadores, ou marcadores biolégicos, referem-se a qualquer entidade, substincias,
agentes quimicos, células, moléculas, genes, enzimas ou hormonas mensuraveis,
consequentemente utilizadas como parametros de medicao e de avaliacio do normal
funcionamento biologico e patologico, permitindo, através da sua medi¢ao, uma previsao e

detecao do inicio ou progressao de doencas (Maiese, 2009; Sahu et al., 2011).

O (malondialdeido - MDA), é o produto da peroxidacao lipidica cuja concentracao pode ser
usado como indicador de stress oxidativo, que é responsavel pelo dano celular (Pereira &
Martel, 2014). Os sistemas antioxidantes que neutralizam os danos dos oxidantes ja foram
apresentados natabela 2. Além disso, 0 MDA produzido no tecido do organismo como produto
da peroxidacao lipidica pode ser detetado no plasma periférico (Djossou et al., 1996). Assim, a
detecao de MDA torna-se uma ferramenta crucial quer para a monitorizacao da progressao de
doencas, quer para encontrar formas de elucidar os mecanismos a ele subjacentes (Antus,
2016; Chen et al., 2015; Del Rio, Stewart, & Pellegrini, 2005; Khoubnasabjafari, Ansarin, &
Jouyban, 2015; Shestivska et al., 2015). Osniveis de biomarcadores de stress oxidativode MDA
correlacionam-se positivamente com infecoes por P. falciparum, sendo os niveis de MDA
significativamente maiores em individuos infetados pela malaria (Pereira & Martel, 2014).
Uma tendéncia similar, mas nao significativa, é observada com os niveis de SOD, onde pelo
contrario, nao h4 diferenca significativa entre individuosinfetados com malaria enao infetados

(Pereira & Martel, 2014).

Foi verificada uma diminuicao dos niveis de SOD e CAT, e um aumento nos niveis plasméaticos
de MDA com hipertensao (Shantha, Sheethal, & Rashmi, 2013). Nesse estudo, a diferenca nos
niveis de SOD, GSH, CAT e NO entre individuos nao infetados e infetados por malaria nao foi
significativa, e os niveis de MDA aumentaram com a infe¢ao por malaria (Pereira & Martel,
2014 ). Estas conclusoes estao de acordo com as observagoes reportadas em outro estudo sobre
stress oxidativo e hipertensao (Szadujkis-Szadurski et al., 2004 ). Estas observacoes destacam
a importancia dos biomarcadores redox no contexto da malaria (Szadujkis-Szadurski et al.,

2004).
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2.2.9- Quimioterapia e seu Impacto no stress oxidativo

Como foi dito no ponto 2.2.3, um dos fatores que modificam a membrana do eritrocito é o SO
gerado pelo parasita. Além deste mecanismo, o SO pode ser gerado nos eritrcitos pelos
proprios medicamentos utilizados para combater a doenca. Isto ocorre pelo facto de o
mecanismo deacao desses farmacos, em parte, utiliza EROs (Becker et al., 2004). A cloroquina
(CQ), Figura X, é um esquizonticida sanguineo pertencente a classe das 4-aminoquinolinas, de

baixa toxicidade nos humanos (Deharo et al., 2003).
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Figura 5-Estruturadamoléculade cloroquina (Miiller & Hyde, 2010).

E bio transformada no figado a monodesetilcloroquina e acumula-se nos vactiolos digestivos
do Plasmodium em func¢ao do pH lisossomico, interferindo na metabolizagao e utilizacao da
hemoglobina pelo parasita (Deharo et al., 2003). A cloroquina, medicamento utilizado para
eliminar as formas eritrociticas, gera de forma secundaria, SO nas hemaécias (Deharo et al.,
2003). Esta geracao ocorre pela acumulacao de heme oxidado na FP resultante da acao do
medicamento, que atua inibindo a enzima hemepolimerase (Deharo et al., 2003; Becker et al.,
2004). Esta enzima utiliza a FP como substrato para gerar o pigmento malarico ou hemozoina
(Deharo et al., 2003; Becker et al., 2004). A degradacao da hemoglobina e consequente
libertacao de Fe2+ é capaz de acelerar a peroxidacao lipidica, pelo aumento da geracao de
ERONSs, como o anido radical ‘OH via reacao de Fenton (Bowman et al., 2005). Além disso, o
stress oxidativo leva a ativacao dos canais de catioes (Ca2*) nos eritrocitos nao infetados (Koka
et al., 2008; Ganesan et al., 2012). Uma hip6tese amplamente aceite sobre o seu mecanismo
de acio sugere que a ligacao da cloroquina a Ferro III protoprofirina IX (Fe [I11] PPIX) impede
a biocristalizacao da hemozoina, o que resultard na formacao de um composto téxico ao
Plasmodium (Daily, 2006). Soma-se o facto que a ferro III protoporfirina IX e/ou adutos de
CQ-Fe[III] PPIX podem acarretar a formacaode ERONSs, levando a peroxidacao dos lipidos

da membrana do parasita e sua consequente destruicio (Montia et al., 2002; Becker et al.,
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2004; Solomon & Lee, 2009). Outros medicamentos utilizados também geram SO (Solomon
& Lee, 2009). Acredita-se que a primaquina, durante o ciclo redox dos seus metabolitos,
provoca um substancial SO (Solomon & Lee, 2009). Ja a artemisinina, reage com moléculas de

heme formando radicais citotoxicos (Becker et al., 2004 ).

Com a finalidade de impedir os efeitos deletérios das ERONs num meio altamente oxidante,
os parasitas possuem antioxidantes de baixo peso molecular, como a glutationa, que é o mais
abundante, bem como enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase e proteinas
dependentes de tioredoxinas (Solomon & Lee, 2009). A estrutura e a fun¢ao destas enzimas
foram estudadas detalhadamente, objetivando o desenvolvimento de novos farmacos

antimalaricos (Becker et al., 2004).
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3- Fitoterapia e o impacto sobre o stress oxidativo.

3.1- Fitoterapia anti malarica com CPG e seu impacto no stress oxidativo.

Devido as limitacGes associadas ao desenvolvimento de vacinas e ao programa de controlo de
vetores, a gestao da malaria e as complicacgoes relacionadas estao totalmente dependentes da

quimioterapia e quimioprofilaxia (Chia et al., 2014).

O Plasmodium falciparum, o principal agente causador da doencga, desenvolve decididamente
a resisténcia contra a maioria dos antimalaricos disponiveis (Egan, 2015), despertando grande
interesse pela busca de agentes bioativos especificamente eficazes contra a malaria resistente
(Avery, Choi, & Mukherjee, 2008). Para preservar o equilibrio redox intracelular, o P.
falciparum polimeriza as unidades heme livres em hemozoina. (Dhangadamajhi et al., 2010).
A inibi¢do da formacdo de hemozoina leva a toxicidade do heme livre no parasita, que na
sucessao, resulta na morte do parasita (Avery, Choi, & Mukherjee, 2008). Assim, a
identificacao dos inibidores da via de polimerizacao do heme, ou de agentes que provoquem
stress oxidativo no parasita por qualquer meio, parece um caminho promissor para a
descoberta de medicamentos para a malaria (Nepveu & Turrini, 2013). Além disso, o
comportamento quimiotatico das moléculas livres de heme libertadas parece ser responsavel
pela ativacdo de neutroéfilos do hospedeiro através de um mecanismo dependente de EROs

(Porto et al., 2007).

Desde a antiguidade, produtos naturais foram a fonte de medicamentos antimalaricos eficazes,
como o quinino a artemisinina (Kaur et al., 2009). Os glicosideos sao os principais
fitoconstituintes de varios produtos fitoterapicos e, nos tltimos anos, tém recebido atencao
especial, como agentes anti plasmodial promissores (Moreira et al., 2017).

A Flacourtia indica é especialmente popular entre as varias comunidades de muitos paises
africanos, onde € usado tradicionalmente para o tratamento da malaria (Kota et al., 2012).
Flacourtia indica (Burm.f.) Merr. (Flacourtiaceae) é comumente conhecida como Bilangra ou
"Baichi" na India e é tradicionalmente usado mundialmente como um remédio antimalarico &
base de plantas (Kaou et al., 2008; Kota et al., 2012). Nas Ilhas Madagascar e Comoro, partes

aéreas de F. indica sao muito populares entre os curandeiros tradicionais para o tratamento

da malaria e complicacoes relacionadas.

Foi identificado um glicosideo fendlico das partes aéreas de F. indica, como agente

antiplasmodial promissor sob condi¢oes in vitro (Sashidhara et al., 2013).
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Figura 6-Estrutura do alcool 2- (6-benzoil-p-d-glucopiranosiloxi) -7-trihidroxi-3-
oxociclo-hex-4-enoil) -5-hidroxibenzilico (CPG).

Esta descoberta preliminar suportou a bioprospeccao de uma variedade de glicosideos isolados
de plantas antimalaricas tradicionalmente usadas. Assim pretende-se atualmente proceder a
identificacao de produtos naturais eficazes contra a malaria. Em resultado deste trabalho, um
glicosideo fenolico (CPG) utilizado como agente antiplasmodial mostrou-se promissor sob
condicdes in vitro ao atrasar o desenvolvimento de parasitas (Sashidhara et al., 2013), Figura
6 (CPG). Os resultados espectroscopicos in vitro revelaram uma forte interacao de ligacao
entre as metades heme livres e a CPG, como também evidenciado no caso de esquizonticida
sanguineo, taiscomo cloroquina eamodiaquina (Gorka et al., 2013). Assim, a interacao seletiva
entre as moléculasde hemelivre e a CPG parece ser responsavel pela inibi¢ao da polimerizacgao
do heme (formacao de hemozoina) (Gorka et al., 2013). A CPG especificamente prende o
crescimento de P. falciparum no estagio de trofozoito, uma fase eritrocitica do parasita da
malaria onde ocorre principalmente a formacao de hemozoina (Ferreira et al., 2008). A CPG é
entdo considerada como um potencial inibidor da formacao de hemozoina, devido a sua
intervencao no crescimento de P. falciparum no estagio de trofozoito (Gorka et al., 2013). Além
disso, verificou-se que o tratamento com CPG eleva o nivel de contetido total de heme e
empobrece o nivel de hemozoina em P. falciparum (Ferreira et al., 2008). Consequentemente,
a inibicao da formacao de hemozoina leva a sobreposi¢cao de heme livre (ativo redox) no local
de degradacdo, que por sua vez impde stress oxidativo iniciando a sinalizacdo redox
dependente de ferro no parasita da malaria (Dhangadamajhi et al., 2010). Esses dados
explicam o aumento do stress oxidativo gerado durante o tratamento com CPG que contribui

positivamente para a morte do parasita.

A GSH esta criticamente esgotada no parasita tratado com CPG (Becker et al., 2003). Deste
modo, a atividade enzimatica de muitas enzimas redox, e a degrada¢ao dependente da GSH do

heme livre, parece ser afetada, como evidenciado pelo nivel aumentado de contetdo total de
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heme no parasita tratado. Além disso, sabe-se que a GSH desempenha um papel crucial no
sistema de equilibrio redox do parasita da malaria (Becker et al., 2003), de modo que o nivel
reduzido de GSH no parasita tratado pode ser responsavel pelo inicio da carga oxidativa grave.
Coletivamente, estes resultados sugerem que o CPG inibiu a formag¢ao de hemozoina em P.
falciparum que, por sua vez, impode carga oxidativa ao parasita e, portanto, retarda o seu rapido

crescimento, exibindo potencial atividade antiplasmodial (Ashley et al., 2014).

A eficacia anti-malarica do CPG contra P. berghei (estirpe sensivel a cloroquina) foi avaliada
em um modelo de malaria em roedores (Becker et al., 2003). O CPG exibiu uma
quimiossupressio de parasitemia dependente da dose e prolongou a capacidade de
sobrevivéncia dos animais tratados em comparagdo com os animais infetados nao tratados
(Ashley et al., 2014). Além de uma significativa supressao da quimio, o tratamento com CPG
também normalizou morbidades hematologicas alteradas (maiores niveis de hemaécias e
menores niveis de glébulos brancos) nos animais tratados (Ashley et al., 2014 ). Curiosamente,
o nivel de hemoglobina, hemezoina total e teor de hemozoina estimado nos animais tratados
com CPG em doses mais elevadas, esteve mais proximo dos valores derivados de animais
normais nao infetados (Sashidhara et al., 2013). Portanto, a possibilidade de inibicao da

formacao de hemozoina em condicoes in vivo parece mais real e logico (Ashley et al., 2014).

O potencial antimalarico de um glicosideo fenolico (CPG) isolado de partes aéreas de F. indica
em ratinhos Swiss, inibiu eficientemente o crescimento do parasita da malaria (Ashley et al.,
2014). O CPG é um inibidor da via metaboélica heme do parasita da malaria e induz o stress
oxidativoem P. falciparum ((Sashidhara et al., 2013). Estes resultados acrescentam evidéncias
para o uso tradicional adequado de partes aéreas de F. indica por curandeiros locais em areas

endémicas de malaria e tém uma base cientifica bem documentada (Ashley et al., 2014).
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3.2- Artemisia annua L. (Compositae).

As drogas antimalaricas tém sido a base do controle e da profilaxia contra a malaria desde o
primeiro uso do quinino da arvore cinchona (Dondorp et al., 2009). Muitas drogas foram
desenvolvidas contra a malaria no século XX, sendo as mais importantes a cloroquina e a
artemisinina (Dondorp et al., 2009). No entanto, a capacidade do P. falciparum em particular
para desenvolver resisténcia a estes tratamentos tem ameacado a sua eficicia continua e
aumentou a importancia das combinagoes, bem como o desenvolvimento de novos fArmacos e
novos alvos (Grahame-Smith & Aronson, 2004 ). Estas plantas antimaléricas foram estudadas
exaustivamente, e a partir delas foram isolados compostos ativos contra o Plasmodium
(Dondorp et al., 2009). E importante ressaltar que a artemisinina e o quinino foram isolados
destas plantas, transformando-se nos principais agentes antimalaricos usados clinicamente,

por exemplo, Artesunato, Artemeter, Aloroquina e Primaquina (Dondorp et al., 2009).
3.2.1- Artemisia annua L. (Compositae).

A planta Artemisia annua (Artemisia) é conhecida por ser o tratamento antimaléarico mais
antigo, tendo sido utilizado na China ha mais de 2000 anos. Contém artemisinina, uma
substancia que elimina os parasitas da maléria mais rapidamente do que qualquer outra droga
e funciona bem contra as espécies de Plasmodium falciparum que sdo resistentes a outras
drogas. Esta droga produz radicais livres em contacto com o ferro, especialmente nos
eritrocitos (Grahame-Smith & Aronson, 2004). Este mecanismo é extremamente eficaz no

processo de destruicao de parasitas e causa efeitos adversos minimos ao hospedeiro.

Figura 7-Estruturadamoléculade artemisinina (O’Neill et al.,2010).

O tratamento com artemisinina pode proporcionar rapida recuperacao e levar a eliminacio de
parasitas, mas o reaparecimento da parasitémia é frequente, o que pode ser explicado pela

semi-vida do farmaco e a diminuicao das concentracées plasmaticas apés doses repetidas
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(Giao et al., 2001). Varios estudos demonstraram o envolvimento do stress oxidativo no
mecanismo de acao da artemisinina (Klonis et al., 2011; Giao et al., 2001). O mecanismo exato
de acdo da artemisinina continua ainda por esclarecer, embora tenha sido postulado estar
envolvido na interferéncia da desintoxicacdo do heme (Meshnick, 2002). A fracao
endoperoxido de artemisinina é clivada quando interage com o centro Fe (I1) de heme livre
libertado quando o parasita digere a hemoglobina no seu vactolo alimentar, resultando na
formacao de radicais livres que vao alquilar alvos macromoleculares no parasita (Jambou et
al., 2005). Verificou-se também que a artemisinina inibe o PfATP6, o que causa o
enfraquecimento do enrolamento das proteinas do parasita e a alteracao da homeostase do
calcio, causando a morte parasitaria (Eckstein-Ludwig et al., 2003; Jambou et al., 2005;
O'Neill, Barton & Ward, 2010). Outros mecanismos de acao elucidados até agora incluem
imunoestimulacao einterferéncia do transporte de eletroes mitocondriais (Eckstein-Ludwig et
al., 2003). Neste ultimo caso verifica-se a despolarizacao da membrana mitocondrial, levando
ao rompimento da sintese da pirimidina, que é necessaria para a producao de acido nucleico,

eventualmente resultando na morte do parasita (Golenser et al., 2006).

A A. annua contém cerca de 600 metabolitos secundarios de diversas classes quimicas,
predominantemente  terpendides (lactonas  sesquiterpénicas, monoterpeoides,
sesquiterpenoides, diterpenos, triterpenos e esterdis), fenilpropandides, flavonodides,
peptideos, hidrocarbonetosalifaticos, alcoois alifaticos e aroméaticos, aldeidos, cetonase acidos

(Brown, 2010). O principio mais ativo é a artemisinina sesquiterpeno endoperoxidico.
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Figura 8-Representacaodo mecanismo e alvosde acio das espécies radicalares formadas
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2008).
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O teor de artemisinina nesta espécie varia com base na variedade a cultivar. Um estudo
(Mannan et al., 2010) mostrou flores que folhas e de A. Annua continham a maior quantidade
de artemisinina em comparac¢ao com 13 outras espécies de artemisia do Paquistao. Também
foi reportado que a artemisinina esta presente na parte aérea, caules e raizes da planta
(Mannan et al., 2010). Foi verificado que as plantas aumentaram a atividade da artemisinina
in vitro, e algumas delas possuem atividade antipaltidica por si s6, embora em menor extensio
do que a artemisinina (Liu et al., 1992; Willcox, 2009). Outros constituintes como a casticina
e a artemitina tém efeitos sinérgicos semelhantes (Weathers & Towler, 2012). A artemisinina
é relativamente ndo polar e, portanto, pouco solivel em agua, o que explica a sua baixa
biodisponibilidade oral (aproximadamente 30%) (Titulaer et al., 1990). No entanto, a
biodisponibilidade da artemisinina é maior no extrato bruto do que no farmaco puro
(Weathers et al., 2011). A administracao oral da planta inteira seca, num modelo de malaria
de roedores, reduziu a parasitémia de 12 a 72 horas apds o tratamento em comparacao a
artemisinina pura. Possivelmenteisto deve-se a efeitos sinérgicos entre a artemisinina e outros
constituintes (por exemplo, flavonoides) na planta, atividade antimalaricaindividual de outros
constituintes e aumento da biodisponibilidade atribuida a inibi¢cdo das enzimas do citocromo
intestinal e hepatico P450 (CY P450) pelosflavonoéides ou outros compostos presentes (Elfawal

et al., 2012).

As infusdes de ervas foram mais comumente usadas em seis ensaios na Africa, onde as taxas
de eliminacdo do parasita foram de cerca de 70% a 100%, com até 39% de taxa de
recrudescimento (Willcox, 2011; Wright, 2005). Em ensaios clinicos na China, os extratos
desta planta foram testados contra P. vivax e foram muito eficazes na eliminaciao da
parasitémia e no alivio dos sintomas da malaria, incluindo alguns casos de malaria cerebral e
resistentes a cloroquina (Wright, 2005). No entanto, o recrudescimento ocorreu em alguns dos
pacientes 3 a 4 semanas ap0s o tratamento com artemisina. Isto deveu-se a curta meia-vida
(cerca de 2 horas) do composto (Willcox, 2011). A alta taxa de recrudescéncia também foi
observada em um ensaio alemao, apesar de provocar uma rapida resolucao dos sintomas e da

parasitémia (Mueller et al., 2004).

A dihidroartemisina, o metabolito ativo da artemisinina mostrou-se mais estavel e eficaz do
que artemisinina, com taxas mais baixas de recrudescimento (Tu, 2011). A partir da di-
hidroartemisinina, os derivados de éter (artemeter, arteéter) e éster (artesunato) foram
sintetizados para melhorar a formulacao e reduzir o nivel de resisténcia observado com o
compostode origem (artemisinina) (Mueller et al., 2004). Os compostos derivados tém grande
importancia na redu¢do do desenvolvimento de resisténcia, tendo em conta a semi-vida curta
da artemisinina (Tu, 2011). A artemisinina e os seus derivados nao devem ser utilizados como

monoterapia para a malaria, massim em conjunto com outro agente antipaladico. Atualmente,
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as terapias combinadas a base de artemisinina (ACTs) formam o tratamento de primeira linha
para a malaria por Falciparum nao complicada (incluindo em pediatria e mulheres lactantes)

(Fairhurst et al., 2012).

Uma porgao do P. falciparum em fase de anel parece entrar em um estagio dormente apos a
exposicao a artemisinina in vitro (Fairhurst et al., 2012). Estes, sobrevivem e reproduzem-se

em niveis detetaveis.

3.3-Casca da Cinchona (rubiaceae)

O quinino e a cinchonina foram isolados da casca da espécie cinchona por Pelletier e Caventou
(Lee 2002). Varios extratos brutos da casca da espécie cinchona foram usados no século XX. A
totaquina tipo I foi preparada dissolvendo os constituintes soluveis da casca em p6 de C.
Rubacieae em acido cloridrico e em seguida, adicionando hidroxido de sédio para precipitar

os alcaloides, que foram entao secos para obter o extrato (Lee, 2002).

O quinino é um esquizonticida sanguineo que atua no estagio maduro do trofozoito (Lee,
2002). O seu mecanismo exato de acao nao esta bem elucidado, mas acredita-se que ele inibe
a desintoxicacao do heme Figura:7, (Lee, 2002; OMS, 2010). Sendo uma base monoprotica,
acumula-se no vacuolo acidico do parasita através do aprisionamento i6nico (Muller & Hyde,
2010). O composto protonado entdo liga-se a hemozoina no vactolo alimentar para inibir o
processo espontaneo de polimerizacao de hemozoina. Também é gametocitocida em P. vivax,
P. ovale e P. malariae (Lee, 2002; OMS, 2010). A cloroquina também se acumula no vactolo
alimentar e complexos com hematina (Lee, 2002). Este complexo esta envolvido no bloqueio
do sequestro de heme toxico, incorporando-se no polimero em crescimento para determinar a

extensao da cadeia (Muller & Hyde, 2010).

A casca de Cinchona contém geralmente cerca de 7% a 12% de alcalbides (McCalley, 2002). O
conteddo varia com a espécie da casca usada. A C. pubescens contém quantidades quase iguais
de cinchonina, cinchonidina, quinidina e quinina; C. succirubra e C. calisaya contém todos os
quatro alcaldides; C. ledgeriana contém apenas quinina (embora em quantidades muito
maiores) e cinchonina; C. officinalis contém principalmente cinchonina, cinchonidina e uma
pequena quantidade de quinina; e C. micrantha contém cinchonina e cinchonina, mas nunca
quinina (Kacprzak, 2013). A cinchonina, a cinchonidina e a quinidina sao tao eficazes quanto

a quinina (Borris & Schaeffer, 1992).

Os quatro alcal6ides referidos no paragrafo anterior apresentam tém maior atividade juntos
do que isoladamente, possivelmente por sinergia (Wesche & Black, 1990). Sete alcalbides de
cinchona foram isolados de C. succirubra e C. ledgeriana pela primeira vez (Cheng et al.,

2014). Outros componentes nao alcalbdides da casca incluem taninos, chinovina, cinchona
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vermelha, flavonoides e antociandsidos (Kacprzak, 2013; Rajani & Kanaki, 2008; Willcox,

Bodeker & Rasoanaivo, 2005).

No século XIX, foram realizados os primeiros ensaios clinicos com quatro alcaléides:
Cinchonina; cinchonidina; quinina e quinidina, em mais de 3.000 pacientes. Todos os quatro
alcalbides tinham taxasde cura de 98%, com o desfecho principal de "cessacao dos paroxismos
febris" (Achan et al., 2011). Os ensaios sobre alcaloides individuais confirmam a sua eficacia
como antimalaricos. A quinidina é mais eficaz que o quinino em infecdes resistentes (Achan et
al., 2011). Num ensaio clinico de dosagem, em que os pacientes com malaria falciparum nao
tratada receberam tratamento com 400 mg ou 500 mg de uma combinacao de dose fixa de
quinina, quinidina e cinchonina, houve rapida resolu¢ao da parasitémia em todos os pacientes,
sem recrudescéncia durante o periodo de observacao, comparavel ao uso de quinina sozinha
(Sowunmi et al., 1990). A combinacao de farmacos também foi bem tolerada. Isso mostrou
uma possivel vantagem de se usar uma mistura de alcaldides em doses menores, ao contrario

de uma dose maior de um tnico alcalbide (Achan et al., 2011).

Os derivados sintéticos da quinina incluem a cloroquina, que é o farmaco mais seguro e barato
para a malaria, amodiaquina, bulaquina, mefloquina, piperaquina, primaquina e tafenoquina
(Aguiar et al., 2012). A maioria destes esta atualmente em uso para tratamento e prevencao

da malaria, com a exce¢do da bulaquina e da tafenoquina (Aguiar et al., 2012).

A resisténcia generalizada na maior parte do mundo, tornou a cloroquina ineficaz contra P
falciparum, embora ainda seja usado contra P. vivax, P. ovale e P. malariae (OMS, 2010).
Semelhante as outras 4-aminoquinolinas, a sua prescri¢cao nao resulta em uma cura radical
(Rajapakse et al., 2015). Deve ser tomado em combinacao com a primaquina na malaria vivax
e ovale sensivel a cloroquina, e como monoterapia em infe¢ées por P. malariae (OMS, 2010).
A quinina, quando usada em combinac¢iao com clindamicina, é usada como tratamento de
primeira linha da malaria falciparum no primeiro trimestre da gravidez e como alternativa as
artemisininas na malaria falciparum grave em adultos e criancas (Rajapakse et al., 2015). A
quinidina é mais cardiotoxica do que a quinina e, portanto, s6 deve ser usada se nao houver
outras drogas parenterais eficazes (OMS, 2010). A amodiaquina é eficaz contra algumas cepas
resistentes a cloroquina de P. falciparum, embora haja resisténcia cruzada (OMS, 2010). A

mefloquina é eficaz contra todas as formas de malaria (Rajapakse et al., 2015).

Aprimaquina é usada na malaria por P. vivax e P. ovale, juntamente com um esquizonticida
para parasitas no sangue (Rajapakse et al., 2015). E eficaz contra o estagio intra-hepético de
todas as formas de malaria e, portanto, previne recaidas (Aguiar et al., 2012). A piperaquina é
uma droga combinada com dihidroartemininina, utilizada como tratamento alternativo na

malaria falciparum nao complicada (Rajapakse et al., 2015). Tafenoquina e bulaquina visam
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as formas hepaticas incluindo hipnozoitos (Aguiar et al., 2012). A tafenoquina estd sendo
submetida a um estudo visando a cura radical da malaria por P. vivax, enquanto a bulaquina

esta aprovada para uso clinico na India (Rajapakse et al., 2015).

Os mecanismos de resisténcia do P. falciparum a cloroquina foram associados a uma maior
propensao ao efluxo de cloroquina, de tal forma que existem niveis insuficientes para inibir a
polimerizacao do heme (Rajapakse et al., 2015). Nao hé certeza se este mecanismo ocorre com

os outros derivados da quinoleina (Kabaghe et al., 2016).

A cinchonina é um inibidor da glicoproteina P (P-gp). Isto tem implicacGes no seu uso para
contornar o desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas, bem como para drogas que sao
substratos da P-gp (WHO, 2010). A Cinchonina, reverteu a atividade de resisténcia a m1ltiplas

drogas em malignidades linf6ides recidivantes (Solary et al., 2000).
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3.4-Copaifera reticulata Ducke (Fabaceae) “copaiba”

A Copaifera reticulata Ducke (Fabaceae), conhecida como “copaiba”, encontra-se distribuida
em toda a América Latina e Africa Ocidental (Sachetti et al., 2009). A sua oleorresina é uma
mistura de sesquiterpenos e diterpenos cujo principal composto é o -cariofileno, que possui
propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas e antifingicas (Junior & Pinto, 2002).
Outros componentes da oleorresina sao [-bisaboleno (com atividades anti-inflamatoéria e
analgésica), a-humuleno, a- e B-selineno, a-bisabolol, 3-elemeno, y-cadineno, a-cadinol etc
(Janior & Pinto, 2002). Além disso, o B-cariofileno provou ser nao-téxico para os rins, figado

ou baco em analises histopatologicas (Kamaraj et al., 2014).

A oleorresina de diferentes espécies de Copaifera também mostrou baixa toxicidade mesmo
em doses elevadas (Lee & Hufford, 1990). A auséncia de caracteristicas clinicas de toxicidade,
ou variac¢ao de peso, é importante principalmente porque no estado de malaria grave podem
ser apresentados alguns sintomas pertencentes a ambos os estados, como alteragoes da pele,

letargia e perda de peso que podem interferir nos resultados (Lee & Hufford, 1990).

As alteracoes fisiopatologicas induzidas pelo Plasmodium, dependem de varios fatores
envolvidos na relacao complexa entre parasita e hospedeiro (Lacerda, 2007). Assim, o estudo
das complicagoes hepaticas, renais e hematolégicas pode revelar o estado da infecao e
demonstrar a acao terapéutica do tratamento (Lee & Hufford, 1990). O tratamento com
oleorresina levou a um importante controlo da evolucao da parasitémia em animais infetados
em todas as doses testadas (Lacerda, 2007). A densidade de parasitas foi inversamente
correlacionada com os niveis glicémicos. A oleorresina promoveu reducao significativa dos
niveis de parasitémia, contribuindo para a reducao do estimulo de libertacao de insulina pelo
pancreas e reducao do consumo de glicose induzido pela doenca, melhorando os niveis
glicémicos dos animais tratados (Lee & Hufford, 1990). Os niveis de glicose tendem a
permanecer baixos durante a infecao por malaria devido ao consumo de glicose pelo parasita
e a alteracOes nas funcoes hepatica e renal que prejudicam a gliconeogénese (Lacerda, 2007).
Além disso, a fraqueza fisica pode influenciar os habitos alimentares dos pacientes com malaria
(Lacerda, 2007). Mehta et al. (2006) mostraram que os eritrocitos parasitados usam cerca de
100 vezesmaisglicose que os eritrocitos nao parasitados e este consumo coincide com o estagio
de trofozoitos do parasita, que é o periodo de sua maior atividade metabolica (Lee & Hufford,
1990). A reducao da parasitémia pode contribuir para a manutencao dos niveis glicémicos em

animais tratados com oleorresina (Lacerda, 2007).

Estudos de alteracdes organicas ocorrendo em humanos com malaria induzida por P.

falciparum mostraram que 84% dos pacientes apresentam muitas complicagoes simultaneas,
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como hiperparasitemia (40%) e dano hepatico (36%) (Tob6n Castafio et al., 2006). As infegoes

por P. berguei e P. falciparum causam danos semelhantes (Lacerda, 2007).

Alguns estudos demonstraram que o dano hepatico pode estar relacionado com a congestao
dos vasos hepaticos, infiltracao periportal e dilatacao sinusoidal, que promovem alteracoes
diretas no sistema hepatico, aumentando o risco de insuficiéncia hepatica ou potenciando

alteracoes metabdlicas nos niveis glicémicos (Marcelino et al., 2006).

Um aumento nos niveis de bilirrubina total e indireta é um indicador da insuficiéncia da
capacidade hepatica em metabolizar a bilirrubina e do aumento da hemo6lise promovida pelo
ciclo eritrécito do parasita (Amaral et al., 2003). A capacidade da oleorresina em reduzir a
parasitémia e, assim, reduzir os danos no figado, contribuiu diretamente para o aumento da
desintoxicacao do figado, reduzindo os niveis de bilirrubina total e indireta (Martelli, 2012). A
reducao desses parametros pode ter sido devido a uma reducao direta da parasitémia, com a
consequente reducao da destruicao dos eritrocitos, e isso, por sua vez, pode reduzir os niveis

de bilirrubina total e indireta circulantes (Martelli, 2012).

A infecdo da malaria também causa danos renais devido a alta paracidémia, que é quando os
eritrocitos parasitados se tornam duros, com reduzida deformabilidade e alteracoes na
conformacao (Amaral et al., 2003). Isso aumenta a viscosidade do sangue, diminuindo a
microcirculacao e alterando o fluxo sanguineo renal (Martelli, 2012). Além disso, a
citoaderéncia dos eritrocitos infetados altera a circulacdo local, agravando a lesdo renal
(Martelli, 2012). O tratamento com oleoresina reduz os niveis séricos de ureia e creatinina,
sugerindo que a oleorresina pode contribuir para um aumento da microcirculacao, reduzindo
a citoaderéncia dos eritrocitos, com uma diminuicao significativa da parasitémia (Amaral et
al., 2003). Estas informacoes estao de acordo com as de Brito et al. (2005), que detetaram
niveis reduzidos de ureia e creatinina em animais submetidos a sindrome de isquemia e

reperfusao renal e tratados com 6leo de Copaifera.

As alteragoes hematoldgicas sio comuns na malaria e estao intimamente relacionadas com a
morbimortalidade da doenca (Amaral et al., 2003). A infecao por P. berghei leva a um estado
grave de alteracdes nos pardmetros hematolégicos (Amaral et al., 2003). Os niveis de
hemoglobina foram superiores a 14,0 g / dL. nos grupos tratados com oleoresina, enquanto o
grupo com malaria nao tratada apresentou niveis inferiores a 7,0 g / dL, que sdo considerados
como correspondendo a anemia (Moreau et al., 2012). A anemia pode estar relacionada
diretamente com a hemolise mediada pelo agente infecioso (Moreau et al., 2012). Este agente
induz um potente processo inflamatorio nos eritrécitos, infetados e nao infetados,

contribuindo para o dano celular oxidativo e consequentemente para a hemolise (Amaral et
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al., 2003). Além disso, a inducao de apoptose também pode estar envolvida no mecanismo da

anemia (Totino et al., 2010).

O tratamento com oleorresina foi capaz de manter o nimero de hemacias semelhante ao
controlo, mostrando um resultado terapéutico semelhante ao do grupo tratado com
artemisinina 100 mg / kg (Amaral et al., 2003). O mesmo foi observado em relagao a
concentracaodehemoglobina, mostrando a eficacia do tratamento com oleoresina no aumento

dos principais parametros hematologicos (Totino et al., 2010).

A plaquetopenia também é frequentemente observada na infe¢cao por malaria, com um ntmero
de plaquetas inferior a 180.000 / uL (Amaral et al., 2003). Na malaria, a trombocitopenia esta
inversamente relacionada com o numero de parasitas, uma vez que o tratamento com

oleoresina induz um aumento no nimero de plaquetas (Amaral et al., 2003).

A analise dos globulos brancos revela um alto namero de leucocitos apos a infecao pelo
plasmodium, indicando uma tentativa do sistema imunoldgico de combater o parasita (Totino
et al., 2010). Nos mecanismosimunoldgicos envolvidos na infe¢ao pelo plasmodium, o sistema
imunolégico do hospedeiro desenvolve uma resposta contra o parasita, alterando todos os
componentes do sistema imunoldgico (Lamb et al., 2006). A reducao significativa no namero
de leucécitos de animais infetados com plasmodium tratados com oleorresina resulta na
reducao da resposta imunologica dos animais como consequéncia da reducao do niimero de

parasitas pela oleorresina (Amaral et al., 2003).

A anélise de animais infetados com P. berghet revelou que o tratamento com oleorresina ou
artemisinina, promoveu um aumento no tempo de sobrevivéncia independentemente da dose
utilizada quando comparado com animais nao tratados (Lamb et al., 2006). Concluiu-se que o
tratamento com oleoresina é capaz de melhorar os aspetos bioquimicos e hematologicos de
animais infetados com P. berghet, reduzindo diretamente a parasitémia (Amaral et al., 2003).
No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender o mecanismo de acao

antimalarico da oleorresina de C. reticulata (Lamb et al., 2006).
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3.5- Flueggea virosa e seu principal constituinte.

O surgimento global de cepas de P. falciparum resistentes a cloroquina tem condicionado o
aumento do namero de casos de malaria em quase todo mundo principalmente nas regioes

endémicas (Valecha et al., 2012).

Durante os estagios intra-eritrociticos do crescimento, o P. falciparum consome
extensivamente a hemoglobina hospedeira para seu o crescimento e, portanto, degrada -a para
libertar uma grande quantidade de heme livre de atividade redox (Scholl et al., 2005). Como o
heme livre (ferriprotoporfirina IX) referida no ponto 2.2.5 é altamente toxico para o parasita
da malaria (Becker et al., 2004), ele é rapidamente transformado em hemozoina como parte
do seu mecanismo de resgate. Além disso, a hemozoina atua como um agente quimiotatico
para a ativacao de mondcitos e macrofagos teciduais no hospedeiro, o que aumenta o nivel de
varias citocinas pr6 e antinflamatoérias (Moore et al., 2004). Um conjunto de drogas
antimalaricas, como a cloroquina, tem como alvoa via de formacao da hemozoina, através da
ligacao direta com as partes livres do heme (Biagini et al., 2003). Além disso, essas interacoes
também promovem dano oxidativo ao parasita, inibindo fortemente a sua rapida proliferacao,
levando a morte do parasita (Biagini et al., 2003). Portanto, a inducao do stress oxidativo no
parasita por qualquer meio é uma estratégia promissora no desenvolvimento de novas drogas

antimalaricas (Moore et al., 2004).

A Flueggea virosa é uma pequena arvore arbustiva que cresce naturalmente nas areas rurais e
tribais da India, bem como noutras partes do globo (Ngarivhume et al., 2015). Infusdes
preparadas a partir das folhas sdo efetivamente usadas pelos profissionais de saude
tradicionais e pela comunidade indigena para tratar a malaria e a febre (Ngarivhume et al.,
2015). Extratos brutos derivados das folhas e raizes de F. indica mostraram-se ativos contra o
parasita da malaria humana P. falciparum (Kaou et al., 2008). Além disso, em 2007, Muthaura
et al. Reportaram que extratos metanolicos e aquosos derivados de folhas de F. virosa foram
capazes de inibir o crescimento do parasita da malaria tanto em condig¢Oes in vitro quanto in
vivo em ratinhos (Muthaura et al., 2007). Estudos voltados para a caracterizacao quimica de
F. virosa, conduziram principalmente ao isolamento de terpenoéides antivirais (Chao et al.,
2016). A bergenina isolada como principal constituinte das folhas de F. virosa exibiu efeito
antiparasitario contra Trypanosoma brucei (Nyasse et al., 2004). Uma vez que os extratos
brutos derivados de diferentes partes de F. virosa demonstraram atividade anti-plasmodial

promissora (Muthaura et al., 2007).

Todas as fracoes derivadas do extrato hidro-etanodlico bruto de folhas de F. virosa
apresentaram potencial antiplasmodial in vitro contra a cepa sensivel a cloroquina (Kaou et

al., 2008). Adicionalmente, o extrato e fragoes sao nao citotdxicos para macrdfagos murinos
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(células primérias), sendo testados em condigoes in vivo a uma dose fixa de 500 mg / kg de
peso corporal, onde o extrato hidro-etanélico bruto e a fracao de acetato de etilo mostraram
ser mais eficazes (Kaou et al., 2008). Assim, juntamente com significativa atividade
antiplasmodial in vitro, a a¢ao antimalarica in vivo do extrato hidro-etandlico bruto (80%
etanol) fortalece ainda mais a alegacao de seu uso global como um remédio antimalérico
tradicional, onde é convencionalmente usado em infusao, para tratar a malaria e complicacoes
relacionadas (Ngarivhume et al., 2015; Kaou et al., 2008). Além disso, a fracao de n-butanol
exibiu potencial atividade antiplasmodial in vitro, mais nao conseguiu inibir a proliferacao
parasitaria da malaria in vivo, o que pode ser devido a fraca absor¢ao ou biodisponibilidade
dos compostos bioativos (Ngarivhume et al., 2015). A fracao de acetato de etilo foi a que

apresentou maior atividade (Kaou et al., 2008).

O aparecimento de anemia grave durante a infecao por malaria num individuo infetado é um
incidente patologico multifatorial que contribui para a degradacao das hemacias, diminuindo
o contetido de hemoglobina e aumentando a contagem de glébulos brancos (Mohan et al.,
1992). Além disso, a fracao de acetato de etilo melhorou significativamente essas anomalias
nos animais tratados com esta mesma fracao (Kaou et al., 2008). Estas observa¢oes podem ser
o resultado do dano dos eritrocitos, onde a proliferacdo do parasita ou a inibicao da via de
degradacao da hemoglobina (especifica as proteases do parasita) parece ser a principal causa
(Mohan et al., 1992). Um aumento no teor total de heme e diminuicao do teor de hemozoina
nos animais tratados valida a hipotese de inibi¢do da formac¢ao de hemozoina (Mohan et al.,
1992).Além disso, durante o evento de infecao, o sistema imunologico do hospedeiro medeia a
ativacao de neutroéfilos para impedir o crescimento do parasita e o parasita modula o seu
processo de polimerizacao do heme para eliminar a toxicidade do heme livre, o que facilita
coletivamente a carga oxidativa do hospedeiro (Becker et al., 2004; Leoratti et al.,, 2012;
Postma et al., 1996) como também evidenciado pelo aumento da peroxidacao lipidica sérica

nos animais tratados (Becker et al., 2004).

A reducao significativa da peroxidacao lipidica (menor nivel de MDA) nos animais tratados é
mais indicativa para a eficacia da fracao acetato de etilo para a melhoria do stress oxidativo
gerado durante a infecdo por malaria (Leoratti et al., 2012). Além disso, a redu¢do no nivel
sérico de MDA também pode ser devido a progressao tardia da infecao, devido a respostas
imunolobgicas (inflamatorias e fagociticas) moderadas do hospedeiro (Becker et al., 2004).
Parece provavel que o alto contetido de antioxidantes (flavondides e fendis) responsavel pelo
potencial de eliminacao de radicais livres também possa atenuar os efeitos deletérios das
espécies reativas de oxigénio geradas durante a interacao hospedeiro-patogeno (Leoratti et al,
2012). Além disso, numa experiéncia de toxicidade oral aguda, a fragdo ativa em uma dose de

2000 mg / kg de peso corporal ndo exibiu nenhum sinal de toxicidade e mortalidade em

39



ratinhos (Becker et al., 2004). Os parametros bioquimicos e hematologicos séricos também
foram observados dentro da faixa normal e, assim, endossando novamente o seu uso

tradicional contra a malaria e outras doencas (Becker et al., 2004).

A bergenina é considerada como um potencial inibidor da polimerizacdo heme in vitro. A
inibicdo da polimerizacdo do heme indica as possibilidades de interacao seletiva entre as
moléculas de heme livre e a bergenina (Bray et al., 2005). A cloroquina sendo um inibidor
padrao da polimerizacao do heme formou complexo com heme livre libertado da degradacao
proteolitica da hemoglobina que finalmente leva a inibicdo da formacaode hemozoina (Bray
et al., 2005). Assim, a forte afinidade de ligacdo da bergenina com as partes heme pode ser a
possivel causa para a inibigdo da polimerizacao do heme e, portanto, levando a toxicidade do
heme livre no parasita da maléria (Bray et al., 2005; Egan, 2008). Além disso, durante o inicio
da infecao pormalaria, as citocinasinflamatorias saolibertadasna circulacao pelos macrofagos
e monocitos ativados através de um mecanismo dependente das EROs (Leoratti et al., 2012;
Moore et al., 2004). O nivel dessas citocinas depende estritamente da gravidade da doenca.
Deste modo, um nivel baixo indica uma menor carga parasitaria no hospedeiro (Moore et al.,
2004). Animais tratados com bergenina possuem um nivel mais baixo de citocinas pré (TNF)
e anti-inflamatorias (IL-6) (Leoratti et al., 2012). Além disso, este dado ¢é indicativo da eficacia
da bergenina em normalizar a imunopatologia alterada do hospedeiro durante a infe¢ao por
malaria, portanto, pode ser um mecanismo protetor da bergenina para prolongar a
sobrevivéncia dos animais tratados, como observado durante a atividade antimalarica in vivo
(Leoratti et al., 2012). A identificacao de constituintes minoritarios adicionais presentes na
fragao ativa da bergenina pode esclarecer qual a sua contribuicao para a atividade antimalarica
observada (Bray et al., 2005; Egan, 2008). Como os produtos fitoterapicos sao globalmente
usados e validados com seguranca, o principal constituinte (bergenina) isolado das folhas de
F. virosa parece ser um candidato promissor para o programa de descoberta de drogas

antimalaricas (Leoratti et al., 2012).
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4-Conclusoes e perspetivas futuras

O papel do stress oxidativo na fisiopatologia da malaria é um fendmeno multifatorial e

representa um aspecto importante da intrinseca, e complexa, relacao parasita-hospedeiro.

A formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) € a principal responsavel pela ocorréncia
de danos celulares no organismo. Estas espécies reativas sio geralmente controladas pela
presenca de espécies antioxidantes, que ajudam a manter o equilibrio do ambiente. Contudo,
quando a acdo das espécies antioxidantes para com as EROs ja nao é eficaz ocorre um
desequilibrio homeostatico por aumento de espécies reativas, dando assim origem ao
aparecimento de um mecanismo denominado de stress oxidativo. O mecanismo de stress
oxidativo pode ser desencadeado por diversos fatores, sendo eles exd6genos ou endégenos, que
independentemente do tipo de fonte, vao ter uma acao prejudicial para o ser vivo. A principal
acao destas espécies reativas de oxigénio consiste no ataque a diversas moléculas importantes
do organismo, nomeadamente, a lipidos, proteinas e ao acido desoxirribonucleico (DNA), que
ao interferirem com estas moléculas vao comprometer o seu bom funcionamento, provocando
danos graves nas células e, por conseguinte, o aparecimento de um vasto leque de patologias
incluindo a malaria. De modo a perceber o mecanismo de acao das EROs é necessario recorrer
ametodologiasanaliticase amostrasbiol6gicas especificas para efetuara sua detecao e analise.
Porém, devido a instabilidade e reatividade caracteristica destas espécies, tornase dificil a sua
medicao e, consequentemente, a percecao da extensao do dano oxidativo causado. Assim, a
utilizagao de biomarcadores de stress oxidativo torna-se uma opg¢ao viavel para contornar o
problema de analise das espécies reativas de oxigénio, uma vez que estes marcadores
biolbogicos sio moléculas mais estaveis, especificas e sensiveis com a capacidade de serem
mensuraveis, e desse modo uteis para quantificar o stress oxidativo no organismo. Portanto,
estudos mais profundos sobre os sistemas redox do parasita serd também uma estratégia,

efetiva e realista, para desenvolver fAirmacos antimalaricos.

A abordagem realizada sobre as plantas medicinais usadas para o tratamento da malaria,
apesar de todas as suas propriedades com potencial terapéutico sao necessarios mais estudos
para que se consigam pesquisar novos compostos de origem vegetal com potencial para evitar
a progressao do parasita da malaria. Esta acdo pode constituir uma estratégia antimalarica

adjuvante muito mais eficaz que cause menos danos ao hospedeiro.
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