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RESUMO

MELLO, Graziela da Silva. Avaliagdo do potencial antimalérico de Norantea brasiliensis
Choisy (Marcgraviaceae) cultivada in vitro e in vivo. 2012. 89 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Vegetal) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

A maléria é uma doenca infecciosa causada por protozoarios do género Plasmodium,
transmitidos ao homem, principalmente, através da picada do mosquito infectado. O
tratamento é realizado por meio do uso de drogas, como a cloroguina, uma vez que ndo ha
vacina eficiente contra a doenca. Porém, a resisténcia dos parasitos aos medicamentos tem
levado a busca por novas substancias com atividade antimalarica, inclusive de origem vegetal.
Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antimalérica de
extratos metanolicos de Norantea brasiliensis cultivada sob condi¢des in vivo e in vitro,
espécie nativa ocorrente em restingas, com potencial medicinal ja comprovado para varias
atividades. Foram desenvolvidos protocolos de calogénese e cultura de raizes da espécie
visando a definicdo de um sistema de producdo de metabdlitos. Para a cultura in vitro,
explantes foram inoculados em meio liquido e solido contendo diferentes fitorreguladores e
concentragOes. A partir da cultura de tecidos, foram testados extratos do material produzido
biotecnologicamente para comparag¢do com o material botanico cultivado no campo. Os testes
sobre o potencial antimalarico foram realizados in vivo, utilizando-se camundongos infectados
pelo Plasmodium berghei ANKA, e in vitro utilizando o Plasmodium falciparum. Em seguida
foram administrados a cloroquina e 0s extratos vegetais. A parasitemia foi observada
seguindo os protocolos ja estabelecidos pelo Laboratério de Imunofarmacologia do Instituto
Oswaldo Cruz (I0C). Resultados mostraram que explantes foliares e caulinares de plantas
germinadas in vitro, inoculados em meio sélido B5 suplementado com 2,0 mg.mL™ de ANA,
sdo as melhores fontes para a producao de raizes, apresentando maiores valores de peso fresco
e peso seco, mostrando-se um sistema promissor para a producdo in vitro de metabolitos da
espécie. A avaliacdo da atividade antimalarica in vivo revelou seu potencial a partir de extrato
de raizes de planta cultivada in vivo, na concentracdo de 50 mg/kg apresentando reducdo
significativa da parasitemia quando comparada com o controle ndo tratado. Paralelamente,
nos testes in vitro a concentracdo de 100 pg/kg do extrato de raizes de planta cultivada in vivo
apresentou diferenca significativa quando comparada com as outras concentracfes testadas e
o0 controle negativo. Além disso, ha uma tendéncia de aumento do efeito inibitorio conforme o
aumento da concentracdo do extrato. Os resultados indicam o potencial de atividade
antimalarica em raizes de N. brasiliensis, sendo este estudo o primeiro realizado para a
espécie.

Palavras-chave: Planta medicinal. N. brasiliensis. Cultura in vitro de raizes. Atividade
antimalarica



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium,
transmitted to humans primarily through the bite of an infected mosquito. The treatment is
accomplished through the use of drugs such as chloroquine, since there is no effective vaccine
against the disease. However, the resistance of parasites to drugs has led to the search for new
antimalarial substances, including vegetable. In this context, this study aimed to evaluate the
antimalarial activity of methanol extracts of Norantea brasiliensis grown under conditions in
vivo and in vitro, native species occurring in salt marshes, with proven medicinal potential for
various activities. Protocols were developed callus and culture of roots of species in order to
define a system for production of metabolites. For in vitro culture, explants were inoculated in
liquid and solid media containing different growth regulators and concentrations. From the
tissue culture material were tested extracts biotechnologically produced for comparison with
plant material grown in the field. Tests on the potential in vivo antimalarial were performed
using mice were infected by Plasmodium berghei ANKA, and in vitro using the Plasmodium
falciparum. They were then administered chloroquine and plant extracts. The parasitemia was
observed following the protocols established by the Laboratory of Immunopharmacology of
the Oswaldo Cruz Institute (I0C). Results showed that stem and leaf explants of in vitro
germinated seedlings were inoculated on B5 solid medium supplemented with 2.0 mg.mL™
ANA, are the best sources for the production of roots, with highest values of fresh weight and
dry weight and proved to be a promising system for in vitro production of metabolites of the
species. The assessment of antimalarial activity in vivo has shown its potential to extract from
plant roots grown in vivo at a concentration of 50 mg/kg showing significant reduction of
parasitemia when compared with the untreated control. Similarly, in in vitro tests the
concentration of 100 pg/kg of extract of roots of plants grown in vivo showed a significant
difference  when compared with other tested concentrations and negative control.
Furthermore, there is a tendency to increase the inhibitory effect with increasing extract
concentration. The results indicate the potential for antimalarial activity in roots of N.
brasiliensis, which is the first study conducted for the species.

Keywords: Plant medicinal. N.brasiliensis. In vitro roots culture. Antimalarial activity.
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INTRODUCAO

Malaria: um problema mundial da satude publica

A maléria, popularmente conhecida como maleita ou paludismo, é uma das principais
doencas infecciosas do mundo, matando anualmente duas vezes mais que a AIDS (do inglés
Acquired Immunodeficiency Syndrome), seqgundo CAMARGO (2003). De acordo com dados
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), anualmente cerca de 500 milhGes de novos casos
ocorrem em todo o globo, em mais de 90 paises, pondo em risco 40% da populacdo mundial,
causando alto impacto econémico e elevada morbidade (MURPHY et al., 2001; MARIATH
et al., 2009).

Endémica principalmente em regides tropicais e subtropicais que apresentam oS
maiores indices de infec¢do, esta enfermidade parasitaria € tipicamente classificada como uma
doenga do mundo subdesenvolvido, pois acarreta problemas socioambientais contribuindo
para um menor desenvolvimento dos paises afetados (CARRILLO-ROSARIO et al., 2005).

Estimativas recentes mostram que 80% dos casos clinicos de malaria ho mundo
restringem-se ao continente africano (HAY et al., 2004). Desses casos, 75% ocasionam 0bitos
de criangas, 0 que estatisticamente quer dizer que uma crianga morre a cada 30 segundos
(WONGSRICHANALAI et al., 2002). Os demais 20% dos casos estdo distribuidos entre o

Sudoeste Asiatico, a América Latina e a Oceania (Figura 1).

Em 1998, uma parceria entre a OMS, o Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia, o
Programa de Desenvolvimento das Nag¢6es Unidas (UNDP) e o Banco Mundial, permitiu a
criacdo de um programa global de combate e erradicacdo da malaria, conhecido como Roll
Back Malaria (RBM). Atualmente, o programa conta com mais de 500 parceiros, incluindo
paises endémicos, instituicdes académicas e de pesquisa, € tem como um de seus objetivos
que até 2015 a doenca ndo seja mais uma das principais causas de mortalidade e obstaculo ao

desenvolvimento econdmico e social em todo 0 mundo (RBM, 2010).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica da malaria no mundo. Fonte: OMS, 2009.
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A malaria no Brasil

No Brasil, os primeiros relatos de malaria datam do século XVI, indicando o seu
surgimento como consequéncia da colonizacdo Europeia. A primeira grande epidemia de
malé&ria no pais ocorreu na regido amazobnica, no final do século XIX e aconteceu
concomitantemente com a migracdo macica de individuos, vindos principalmente da regido
Nordeste, que foram em busca de trabalho na extracdo de latex na Amazénia, conhecida com
“Império da borracha” (COURA et al., 2006). Ainda em funcdo da exploracdo da borracha,
com a construcdo da Estrada de Ferro Madeira-Mamoré para dar vazdo ao latex boliviano,

ocorreu a segunda grande epidemia amazonica de malaria (CAMARGO, 2003).

No inicio do século XX, a malaria estava presente em todas as capitais brasileiras,
sendo endémica no pais e, somente ap6s a Segunda Guerra Mundial, a doenga se concentrou
na Amazonia (CAMARGO, 2003). Atualmente, a Regido Amazénica é a que registra a maior
incidéncia da doenca (Figura 2), com cerca de 100% dos casos, e este fato se deve,
principalmente, as condi¢cBes ambientais e socioculturais que favorecem a expansdo de sua

transmissao (Ministério da satde, 2008).
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Figura 2 - Regides e risco da transmissao de maléria no Brasil em 1999 (esquerda) e
em 2008 (direita). Fonte: Ministério da Saude, 2008.

Em 2003, 407.691 casos da doenca foram notificados na Amazo6nia Legal, divisdo
politica do territério nacional que engloba nove estados: Amazonia, Acre, Amapa, Maranhao,
Mato Grosso, Pard, Ronddnia, Roraima e Tocantins. Destacaram-se os estados do Amazonas,
Rond6nia e Para, responsaveis por cerca de 50% da totalidade das ocorréncias, com uma
incidéncia parasitaria anual, respectivamente, de 46,3/1.000 habitantes, 64,4/1.000 habitantes
e 17,6/1.000 habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Com a finalidade de reduzir e eliminar o risco de adoecer ou morrer de maléria, desde
1993, por recomendacdo da Conferéncia Ministerial de Amsterdd, o Brasil faz uso da
Estratégia Global de Controle Integrado da Mal&ria, uma ag&o entre 0 governo e a sociedade,
que tem por objetivo diminuir a mortalidade e reduzir as perdas sociais e econémicas
provocadas pela doenga (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O agente etioldgico e seus vetores

Os parasitos da maléria sdo protozoarios que pertencem a familia Plasmodiidae e ao
género Plasmodium (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Atualmente sdo

conhecidas quatro espécies que parasitam o homem: Plasmodium vivax, P. falciparum, P.
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ovale e P. malariae, os quais se diferem em relacdo a morfologia e aspectos imunobioldgicos,

além de sua distribuicdo geografica e suas respostas as drogas (SNOW et al., 2004).

O Plasmodium vivax é responsavel pelo maior niUmero de registros da doenca, e tem
sido destacado como o responsavel por cerca de 300 milhdes de novos casos por ano, onde
70% dos casos se concentram na América Central e América do Sul, incluindo o Brasil
(MENDIS et al., 2001; PRICE et al., 2007). Entretanto, P. falciparum é o mais letal, tendo
como peculiaridade infecgdes graves, podendo inUmeras vezes evoluir para a malaria cerebral,
onde o parasito pode comprometer progressivamente o sistema nervoso (FRANCA et al.,
2008), sendo geralmente fatal em criancas e jovens (MARIATH et al.; 2009).

A transmissdo do Plasmodium causador da malaria se da, principalmente, através da
picada da fémea, do mosquito infectado, do género Anopheles (VERONESI, 1991).
Entretanto, pode ser transmitido acidentalmente por transfusdo de sangue (Sangue
contaminado com o plasmddio), pelo compartilhamento de seringas, havendo ainda a

possibilidade de transmiss@o neonatal.

Existem cerca de 400 espécies de Anopheles no mundo, dos quais 60 sdo vetores da
malaria sob condic¢es naturais, sendo 30 de grande importancia epidemioldgica (SNOW et
al., 2004; AMINO et al., 2006). No Brasil, os principais transmissores da malaria sdo
classificados em: Anopheles darlingi, A. aquasalis, A.albitarsis, A. cruzi e A.bellator,
merecendo destaque para A. darlingi que é o Unico anofelino brasileiro no qual foram
detectadas infeccBes naturais pelas trés espécies que causam a malaria humana nas Américas:
P. vivax, P. falciparum e P. malariae (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Manifestagdes clinicas, tratamento e resisténcia

A doenca se caracteriza por apresentar uma fase inicial composta por febre alta, dores de
cabeca, calafrios e sudorese, que ocorrem em padrdes ciclicos, de acordo com a espécie do
plasmaddio (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Ap6s essa fase inicial, febres intermitentes sdo
caracteristicas e dependentes dos ciclos eritrociticos de cada espécie de plasmdédio: 48 horas
para o Plasmodium falciparum e P. vivax (maléria ter¢d) e 72 horas para P. malariae (maléria
quartd), entretanto essa regularidade é pouco comum atualmente (MINISTERIO DA SAUDE,
2008).
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O tratamento da malaria é complexo, longo e muitas vezes ineficaz devido a reinfeccéo
do paciente, muito comum em regides endémicas da doenca (FRANCA et al., 2008). Além
disso, a falta de uma vacina eficaz, a ineficiéncia no controle dos vetores, o desinteresse das
indUstrias farmacéuticas em desenvolver farmacos baratos e acessiveis e a falta de programas
de educacdo nas regides de risco sdo apenas alguns dos problemas enfrentados para que a

maldria deixe de ser uma questéo de saude publica mundial (OMS, 2009).

Outro aspecto relevante € que as especies de protozoarios foram desenvolvendo
resisténcia as drogas usadas devido, principalmente, ao uso indiscriminado dos antimalaricos,
como a cloroquina (GOLENSER et al., 2006). Ainda nesse contexto, a utilizacdo de um unico
farmaco no tratamento ocasiona uma selecdo e espalhamento de parasitas mutantes resistentes
enguanto que o uso de maltiplos farmacos, em longo prazo, leva ao aparecimento de cepas de
parasitas multi-resistentes (FRANCA et al., 2008). Sabe-se, por exemplo, que o P. falciparum
é resistente a cloroquina, sulfadoxina-pirimetamina, quinino e outros derivados (Tabela 1)
(WONGSRICHANALAI et al., 2002; FERNANDES et al., 2007).

Tabela 1 - Data de introducdo e primeiros registros de resisténcia de P. falciparum aos
antimaléaricos mais utilizados.

Farmaco Introduzido em Primeiro registro de Diferenca (anos)
resisténcia

Quinino 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanil 1948 1949 1
Sulfodoxina-pirimetamina 1967 1967 0
Mefloquina 1977 1982 5
Atovaquona 1996 1996 0
Artemisinina e derivados 1980 - -

Fonte: Adaptado de WONGSRICHANALAI e colaboradores (2002).



22

Este fato tem levado a comunidade cientifica a buscar novas substancias bioativas com
atividade antimalarica, onde a pesquisa com matéria-prima vegetal ganha cada vez mais

espaco.
Plantas como fonte de substancias medicinais

O uso de plantas medicinais é registrado desde 2.600 A.C., na regido da Mesopotamia
(GURIB-FAKIM, 2006), e até hoje as plantas tém sido consideradas importante fonte
terapéutica usada por populagdes de todo o mundo com o intuito de tratar e curar diversas
enfermidades. Geralmente considerados como alternativa ou forma complementar aos
medicamentos sintéticos (SOUSA et al., 2008), o uso de produtos naturais a base de plantas
surgiu principalmente devido a crenca de que os fitoterapicos séo isentos de efeitos colaterais
ou os apresentam de forma reduzida; além disso, os medicamentos sintéticos geralmente sdo
caros, ndo sendo acessiveis a todas as pessoas. Atualmente, estima-se que entre 65 a 80 % da

populagdo mundial faz uso de plantas medicinais (AGRA, 2008).

No que diz respeito ao setor econémico, os fitoterapicos apresentam uma parcela
significativa no mercado de medicamentos. Movimenta globalmente cerca de US$ 21,7
bilhdes por ano, sendo que no Brasil ndo existem dados oficiais atualizados, mas estima-se
que o mercado gira em torno de US$ 160 milhdes por ano. O fator de atracéo é tdo grande que
o0 ritmo de crescimento das vendas internamente é de mais de 15% anuais, contra apenas 4%

do que evoluem as vendas dos medicamentos sintéticos (CARVALHO et al., 2008).

Sabe-se que, em relacdo a espécies tropicais, apenas 1% teve seu potencial medicinal
investigado, sendo essas espécies vegetais considerado um verdadeiro dep6sito de moléculas
bioativas (GURIB-FAKIM, 2006; JACHAK & SAKLANI, 2007). Tais moléculas,
conhecidas como metabdlitos secundarios ou especiais, desenvolvem diversos papéis na
protecdo e adaptacdo da planta a0 ambiente, sendo consideradas essenciais a sobrevida de
muitos vegetais, e com importantes atividades que justificam sua pesquisa e uso no tratamento
e cura de doengas (VERPOORTE et al., 2002; KARUPPUSAMY, 2009).

Em relacdo as plantas com atividade antimalarica, a primeira molécula a ser isolada de
vegetais foi a quinina, um alcal6ide aminoquinolinico, encontrado em cascas de Cinchona sp.,
planta nativa da Ameérica do Sul. A quinina constitui uma das drogas mais antigas usadas até
hoje contra a malaria, e por quase trés décadas foi o unico principio bioativo eficaz contra o
Plasmodium falciparum (ANDRADE-NETO et al., 2008; BATISTA et al., 2009). Segundo
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FRANCA e colaboradores (2008) os farmacos antimalaricos sdo baseados em produtos

naturais ou compostos sintéticos desde a década de 40.

Pesquisas recentes realizadas em roedores mostraram a diminui¢do da parasitemia da
maléria quando utilizados extratos oriundos de espécies vegetais da flora brasileira. Dentre as
plantas utilizadas estdo Ampelozyziphus amazonicus (Rhamnaceae), Picrolemma sprucei
(Simaroubaceae), Aspidoperma desmanthum (Apocynaceae), Aspidosperma vargasii
(Apocynaceae) e Pothomorphe peltata (Piperaceae) (ANDRADE-NETO et al.,, 2007;
ANDRADE-NETO et al., 2008).

Cultura de tecidos para a producao de plantas medicinais

A extincdo de espécies vegetais tem assumido valores crescentes e se tornado um
problema mundial. A drastica reducéo das florestas esta relacionada a diversos fatores, tais
como pecudria, agricultura, desmatamento e extracdo ilegal para fins comerciais, e mesmo
considerando a extingdo natural, estima-se que 0 homem tenha elevado a taxa de extincdo de
100 a 1.000 vezes (MEDEIRQOS, 2003), fazendo-se necessaria a adocdo de politicas e acdes

de conservacao das espécies vegetais.

Nesse sentido, a cultura de tecidos vegetais representa uma importante ferramenta
biotecnoldgica, que aparece como alternativa aplicavel a producdo de plantas que podem ser
utilizadas em programas de reflorestamento, bem como servir como fonte potencial na
producdo de plantas e substancias as industrias alimenticia, téxtil e farmacéutica. As
crescentes descobertas na area de cultivo vegetal in vitro tém impulsionado as pesquisas para
0 uso destes recursos na producdo de moléculas bioativas em grande escala e sob condicdes
controladas (KARUPPUSAMY, 2009).

Baseada no cultivo in vitro de células, tecidos, protoplastos ou 6rgdos de especies
vegetais em condicOes assepticas, a cultura de tecidos abrange diversas técnicas, sendo a
propagacao in vitro ou micropropaga¢do uma das mais utilizadas. Isso se deve ao fato de a
técnica apresentar diversas vantagens, tais como, producdo de plantas livres de patdgenos,
geneticamente uniformes, que podem ser cultivadas em pequeno espaco fisico (GUERRA et
al., 1999). Além disso, quando ha interesse na produgdo de metabolitos secundéarios, estes
podem ser produzidos in vitro, ndo havendo interferéncia das sazonalidades climaticas
(KARUPPUSAMY, 2009).
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A cultura de 6rgdos, € uma técnica da cultura de tecidos vegetais bastante indicada
quando o metabdlito de interesse é produzido em regides ou 6rgdos especificos da planta,
como 0 caso de saponinas que sdo produzidas apenas em raizes de Panax ginseng (CHOI et
al., 2005; LANGHANSOVA et al., 2005), sendo atualmente produzidas por meio de culturas
in vitro, em escala comercial (KARAPPUSAMY, 2009).

Especialmente em relacédo as raizes, alguns estudos indicam que geralmente sdo nelas
gue se concentram as mais altas taxas de substancias bioativas (YANIV & BACHRACH,
2002). Este fato pode estar associado a alta estabilidade das condicGes fisico-quimicas do
6rgdo e a capacidade de acumular grandes quantidades de metabolitos secundarios nos
espacos intercelulares, que podem ser facilmente isolados (SIVAKUMAR, 2006), tornando as

raizes valiosas fontes de substancias medicinais.

O interesse por sistemas de cultura in vitro de raizes com a finalidade de produzir
metabdlitos de interesse comegou a aumentar com o desenvolvimento das técnicas de cultura
de raizes transformadas (hairy roots), onde o explante é infectado com Agrobacterium
rhizogenes (PASQUA et al., 2005). Porém, existe também a cultura de raizes adventicias ndo
transformadas que apresenta vantagens devido as facilidades no cultivo e a auséncia de
modificaces genéticas da planta (MARTIN et al, 2008, SIMOES et al., 2009).

Considerando os recursos da cultura de tecidos vegetais para a producdo de
substancias de importancia medicinal, torna-se relevante os estudos fitoquimicos e

biotecnoldgicos de espécies nativas ainda pouco exploradas sob este aspecto.

Norantea brasiliensis Choisy

Norantea brasiliensis, conhecida popularmente como ‘“agarrapé”, “rabo-de-arara”,
“chinelo-de-anjo”, “pente-de-macaco” (FERREIRA, 1995; ZAMITH & SCARANO, 2004),
pertence a familia Marcgraviaceae, que compreende cerca de cinco géneros e 120 espécies
(BARROSO, 1978). E uma espécie nativa de distribuico neotropical, sendo encontrada do
nordeste ao sul do Brasil, geralmente em restingas, ambientes que vém sofrendo com a acéo
antropica, onde tem sido registrado alto indice de degradacdo (BARROS, 2009). Porém
também é encontrada em matas litoraneas ou pluviais, bem como em regiGes paludosas
(FERREIRA, 1995).
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A espécie é arbustiva (Figura 3) ou pode formar arvoretas que variam de trés a oito
metros de altura. Seu florescimento ocorre durante o verdo e suas flores s&o hermafroditas,
protandricas e auto-incompativeis, estando organizadas em inflorescéncias terminais.
Possuem fase masculina e feminina, sendo que na primeira as flores sdo planas, com a face
interna das anteras voltada para cima, enquanto na segunda a flor constitui-se apenas de célice
e gineceu com estigma papiloso, Umido e interno. Apresenta nectarios e atraente
inflorescéncia (Figura 4) para os polinizadores, tendo sido registrada a presenca de péssaros
(ROCCA et al., 2006 e 2008). Seu fruto de formato globoso e deiscéncia basal contém

sementes de forma semilunar, nem sempre viaveis ou em alta producdo (FERREIRA, 1995).

Aspectos relacionados a sua fenologia, bem como em relacdo ao ambiente onde a
espécie geralmente é encontrada, associados ao seu uso como planta ornamental, acarretaram
a insercao de N. brasiliensis na lista de espécies ameacadas de extingdo no municipio do Rio
de Janeiro (SECRETARIA MUNICIPAL DO MEIO AMBIENTE, 2000).

Estudos fitoquimicos realizados com N. brasiliensis revelaram a presenca de
triterpenos pentaciclicos que exibiram as atividades analgésica, anti-inflamatoria, antitumoral
e tripanocida (ROCHA, 2002). A atividade protetora do DNA também foi detectada a partir
de extratos etanolicos do caule (AGRIPINO et al., 2004). Os testes realizados com
Trypanossoma cruzi (ROCHA, 2002) indicaram 100% de inibicdo para o protozoario. Nesse
contexto, os resultados estimulam estudos sobre outras doencas causadas por protozoarios,

como a malaria, para a qual ndo existem relatos com a espécie em questao.

Este trabalho constitui o primeiro relato sobre o potencial de atividade antimalarica
para N. brasiliensis, tanto para material cultivado in vivo quanto material produzido por

técnicas biotecnoldgicas, validando outros estudos para a espécie.
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Figura 3 - Habitus arbustivo de Norantea brasiliensis. Foto: Graziela da Silva
Mello. Local: Condominio Peninsula - Barra da Tijuca - Rio de Janeiro. Data:
10/02/2011. Barra: 1,0 cm.

Figura 4 - Detalhe da inflorescéncia de Norantea brasiliensis exibindo nectarios. Foto:
Graziela da Silva Mello. Local: Condominio Peninsula - Barra da Tijuca - Rio de
Janeiro. Data: 10/02/2011. Barra: 1,0 cm.
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