Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro

Centro de Biociéncias e Biotecnologia

Efeito in vivo Anti-Plasmodium chabaudi do Metalocomplexo FeBS

Amanda Mello da Silva Oliveira

Fevereiro de 2026






Efeito in vivo Anti-Plasmodium chabaudi do Metalocomplexo FeBS

AMANDA MELLO DA SILVA OLIVEIRA

Dissertagcdao apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtencgao do titulo de
Mestre em Biociéncias e Biotecnologia
sob a orientagdo do Prof. Dr. Sergio

Henrique Seabra.

Orientador: Sérgio Henrique Seabra

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
2026



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

048 Oliveira, Amanda Mello da Silva.

"Efeito in vivo Anti-Plasmodium chabaudi do Metalocomplexo FeBS". / Amanda Mello da
Silva Oliveira. - Campos dos Goytacazes, R), 2026.

54 f. il
Inclui bibliografia.

Dissertacao (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia) - Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Biociéncias e Biotecnologia, 2026.
Orientador: Sergio Henrique Seabra.

1. Quimioterapia . 2. Maldria . 3. Metalocomplexo. 4. Plasmodium. 5. Protozoario. I.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. II. Titulo.

CDD - 570




Efeito in vivo Anti-Plasmodium chabaudi do Metalocomplexo FeBS

AMANDA MELLO DA SILVA OLIVEIRA

Aprovada em 11 de Fevereiro de 2026:

Dissertacao apresentada ao Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte
das exigéncias para obtencao do titulo de
Mestre em Biociéncias e Biotecnologia
sob a orientagdo do Prof. Dr. Sergio

Henrique Seabra.

Documento assinado digitalmente

ub VALDIRENE MOREIRA GOMES
g Data: 13/07/2026 09:37:06-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof? Dr? Valdirene Moreira Gomes (Examinador)

Documento assinado digitalmente

ub FELIPE FIGUEIROA MOREIRA
g Data: 13/07/2026 09:51:47-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dr. Felipe Figueiroa Moreira (Examinador)

Documento assinado digitalmente

ub JULIANA DEARAUJO PORTES
g Data: 13/07/2026 08:53:20-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Dr2. Juliana Portes (Examinador)

Documento assinado digitalmente

ub SERGIO HENRIQUE SEABRA
g Data: 14/07/2026 16:46:57-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Sergio Henrique Seabra (Orientador)



A minha mae, in memoriam.



AGRADECIMENTOS

A toda forga superior que me rege e guia.

A minha mée, in memorian, sei que esta orgulhosa de mim de onde descansa.

Ao meu pai, Marcos, e irméaos, Débora, Thiago e Raissa que sempre confiaram em
mim.

A minha avé Regina, por todo cuidado e carinho, pelas palavras de conforto, por
estar presente em minha vida.

Aos meus amigos Kaio, Lucas e Leticia, o grupo “KALL” € a nossa conexao e minha
ponte para deixar a vida mais leve, com mais risos e alegria.

A Nicolly, obrigada por todo apoio e carinho.

A minha psicoéloga Francielly, por me guiar no caminho de uma mentalidade estavel
e realista.

Aos amigos que a UENF presenteou-me ao longo do mestrado: Marcos, Taymara,
Licia, Ana Beatriz, Giullia, Renata e Lucas. Ter vocés comigo foi necessario para
deixar tudo mais leve, saibam que é daqui para vida.

As técnicas Bia e Adriana, obrigada por toda paciéncia e aprendizagem.

Ao grupo Seabra por toda troca cientifica e pessoal, por cada conhecimento
compartilhado, sugestdes dadas e apoio. Estendo o agradecimento ao grupo Da
Matta.

Ao professor Seérgio Henrique Seabra, eu agrade¢co de todo meu coragdo a
confianga depositada em mim, toda palavra de incentivo e por acreditar em meu
potencial quando até eu desacreditava.

Ao Pedro e Felipe, eu ndo tenho nem palavras para descrever o quanto vocés foram

importantes durante meu mestrado e o quanto todo aprendizado e conselhos que



vocés me passaram foram essenciais para eu chegar até aqui, e tenho certeza que
irdo me ajudar ainda mais na minha nova fase académica.

A todos os colaboradores que fizeram possivel a pesquisa.

A UENF, PGBB e 6rgaos de foment

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeigoamento

de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001”



RESUMO

A malaria, causada por protozoarios do género Plasmodium, permanece como um
importante problema de saude publica mundial, agravado pelo surgimento de cepas
resistentes aos antimalaricos disponiveis. O metalocomplexo FeBS ja demonstrou
atividade antiparasitaria contra Toxoplasma gondii, 0 que motivou a investigagao de
seu potencial antimalarico. Neste estudo, avaliou-se o efeito do FeBS em um
modelo experimental de infeccdo por Plasmodium chabaudi (cepa AJ) em
camundongos Balb/c. Os animais foram tratados por via intraperitoneal com FeBS
nas doses de 500 e 750 pg/kg, sendo comparados aos grupos controle negativo
(PBS) e controle positivo (cloroquina). Foram avaliadas a parasitemia, a
sobrevivéncia e as alteracdes histopatoldgicas no figado e no bago. Na analise de
sobrevivéncia, todos os animais do grupo controle morreram até 216 h pds-infecgao,
enquanto a cloroquina prolongou a sobrevivéncia até 312 h. O tratamento com
FeBS aumentou o tempo de sobrevida, com mortalidade final observada em 288 h,
sendo a dose de 750 pg/kg a que apresentou melhor desempenho. Em relagao a
parasitemia, o grupo controle apresentou progressao continua até 264 h, enquanto
a cloroquina retardou o crescimento parasitario até 336 h. O FeBS reduziu a
progressdo da parasitemia a partir de 120 h em ambas as doses avaliadas. As
analises histopatoldgicas demonstraram preservagao mais evidente da arquitetura
hepatica e esplénica nos grupos tratados com FeBS, especialmente na dose de 750
Mg/kg, associada a reducdo de infiltrado inflamatorio e de estruturas compativeis
com pigmento malarico. Os resultados indicam que o FeBS apresenta efeito
antimalarico parcial, retardando a progresséo da infecgao, preservando estruturas
hepaticas e esplénicas e prolongando a sobrevida dos animais, evidenciando seu

potencial para investigagdes futuras.

Palavras-chave: Quimioterapia; Metalocomplexo; Plasmodium.



ABSTRACT

Malaria, caused by protozoa of the genus Plasmodium, remains a major global
public health problem, exacerbated by the emergence of strains resistant to
available antimalarial drugs. The metal complex FeBS has previously demonstrated
antiparasitic activity against Toxoplasma gondii, prompting an investigation into its
antimalarial potential. In this study, the effect of FeBS was evaluated in an
experimental model of Plasmodium chabaudi (strain AJ) infection in BALB/c mice.
Animals were treated intraperitoneally with FeBS at doses of 500 and 750 ug/kg and
compared with negative control (PBS) and positive control (chloroquine) groups.
Parasitemia, survival, and histopathological changes in the liver and spleen were
assessed. Survival analysis showed that all animals in the control group died within
216 hours post-infection, whereas chloroquine extended survival to 312 hours.
FeBS treatment increased survival time, with final mortality observed at 288 hours;
the 750 pg/kg dose showed the best performance. Regarding parasitemia, the
control group exhibited continuous progression up to 264 hours, while chloroquine
delayed parasite growth until 336 hours. FeBS reduced the progression of
parasitemia starting at 120 hours at both doses tested. Histopathological analyses
revealed better preservation of hepatic and splenic architecture in the FeBS-treated
groups—yparticularly at the 750 ug/kg dose—associated with reduced inflammatory
infiltration and fewer structures consistent with malarial pigment. These results
indicate that FeBS exhibits a partial antimalarial effect by delaying infection
progression, preserving hepatic and splenic structures, and extending animal

survival, highlighting its potential for future research.

Keywords: Chemotherapy; Metallocomplex; Plasmodium.
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1 INTRODUGAO

A malaria é uma doencga infecciosa parasitaria com grande impacto global,
provocada por protozoarios do género Plasmodium e transmitida principalmente
pela picada da fémea contaminada do mosquito Anopheles (WHO, 2023) . Embora
haja progressos no diagndstico, tratamento e prevengao, a doenga continua sendo
um dos maiores desafios de saude publica em areas tropicais e subtropicais,
impactando principalmente grupos vulneraveis em paises de média e baixa renda
(WHO, 2024). De acordo com informag¢des da Organizagao Mundial da Saude, séo
registrados anualmente centenas de milhdes de casos, com alta taxa de
morbimortalidade, principalmente entre criangcas com menos de cinco anos (WHO,
2023).

O surgimento e a propagacdao da resisténcia do Plasmodium aos
medicamentos antimalaricos disponiveis tém prejudicado consideravelmente os
esforgos globais no combate a malaria (Guiguemde et al., 2012). A diminuicdo da
eficacia da cloroquina e, mais recentemente, a resisténcia parcial aos derivados da
artemisinina constituem um desafio terapéutico significativo, colocando em risco os
progressos alcangados nas ultimas décadas (Witkowsi et al., 2017). Esse contexto
destaca a limitagdo das abordagens terapéuticas tradicionais e enfatiza a
necessidade urgente de novos compostos com mecanismos de agao inovadores e
maior eficacia contra cepas resistentes ( Guiguemde et al., 2012).

Nesse cenario, a pesquisa e o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas tém focado em compostos com potencial anti-malaria (Tisato et al.,
2018). Os metalocomplexos, particularmente os que sdo baseados em metais de
transicao, tém mostrado um alto potencial antiparasitario, sendo os complexos com
ferro os mais destacados (Lobana et al., 2017). Esses compostos possuem
caracteristicas quimicas e bioldgicas distintas, como capacidade redox, estabilidade
estrutural e interacdo com biomoléculas do parasita, o que pode afetar processos
metabolicos fundamentais, como a detoxificacdo do heme e a formagdo da
hemozoina (Komada et al., 2018).

Plasmodium, em especial, tem uma grande necessidade bioldgica de ferro,
pois o parasita depende fortemente do metabolismo do heme para digerir a
hemoglobina nos eritrécitos (Costa et al., 2020). Complexos de ferro tém mostrado
capacidade de induzir estresse oxidativo seletivo no parasita e amplificar os efeitos

toxicos intracelulares, o que justifica seu uso como centro metalico em novas



abordagens terapéuticas (Botini et al., 2021). Pesquisas recentes indicam que
metalocomplexos a base de ferro podem operar por mecanismos diferentes dos
antimalaricos tradicionais, diminuindo a chance de resisténcia cruzada (Moreira et
al., 2021).

A utilizacdo de modelos experimentais bem estabelecidos é fundamental para
avaliar a eficacia de novos compostos antimalaricos (Borges et al., 2015). Dentro
deste cenario, o Plasmodium chabaudi se destaca como um modelo murino
frequentemente utilizado em pesquisas in vivo, devido a semelhanga de seu ciclo
eritrocitico com o de P. falciparum, a consisténcia da infeccdo e a capacidade de
realizar uma avaliagdo especifica da parasitemia, resposta imunoldgica e toxicidade
do tratamento. Esse modelo possibilita a avaliagcdo conjunta dos efeitos
farmacoldgicos e fisiopatoldgicos dos compostos em teste, servindo como uma
ferramenta solida para pesquisas pré-clinicas (Stephens et al., 2012).

Nesse contexto, este estudo propée avaliar in vivo a atividade
anti-Plasmodium do metalocomplexo FeBS, verificando sua capacidade de reduzir a
parasitemia em camundongos infectados por Plasmodium chabaudi. Ao investigar
um composto a base de ferro com potencial mecanismo de acgao inovador, o estudo
pretende ampliar o conhecimento sobre metalofarmacos aplicados a malaria e
subsidiar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e
sustentaveis para o enfrentamento da malaria, cuja persisténcia reflete iniquidades

estruturais e limitagdes no acesso a diagnostico, prevengao e tratamento.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Malaria

A malaria € uma doenca infecciosa aguda provocada por protozoarios do
género Plasmodium, sendo transmitida principalmente por meio da picada da fémea
contaminada do mosquito Anopheles. A doenca € vista como um dos maiores
desafios de salude publica nos paises tropicais, particularmente na regido da Africa
Subsaariana, na Asia e na América do Sul. A forma mais grave da infeccdo é
causada pelo Plasmodium falciparum, que pode levar a complicagdes neurolégicas,
insuficiéncia renal e morte (WHO, 2024). Por outro lado, o Plasmodium vivax, que é
predominante no Brasil, causa recorréncias frequentes devido a formacdo de
hipnozoitos no figado (CDC, 2024).



De acordo com o mais recente relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), publicado em 2024, estima-se que em 2022 houve cerca de 249 milhdes de
casos de malaria e 608 mil 6bitos, o que representa um aumento consideravel em
comparagao com o0 ano anterior. A maior parte das mortes acontece em criangas
com menos de cinco anos, sobretudo na Africa. Além disso, em varias areas, a
resisténcia aos tratamentos tradicionais, a dificuldade de acesso aos servigcos de
saude e as condicdbes ambientais propicias a multiplicacdo do vetor tornam o
controle da doenga mais desafiador (Thipubon et al., 2015).

A eliminacdo da doenca ainda encontra grandes desafios, apesar dos
esforcos de iniciativas globais como o Roll Back Malaria (RBM) Partnership to End
Malaria, maior plataforma global de agdo coordenada contra a malaria, e o Global
Fund, fundo global de combate a AIDS, tuberculose e malaria. A erradicagao é
dificultada pela grande variabilidade genética do parasita, sua habilidade de
desenvolver resisténcia a medicamentos e inseticidas, além dos obstaculos
logisticos em regides endémicas. Assim, o desenvolvimento de novas vacinas,
estratégias terapéuticas e métodos de diagndstico rapido € essencial para combater

a malaria nas proximas décadas (Guiguemde et al., 2012; Van Rijt; Sadler, 2009)

2.2 Classificagao Taxonémica

O género Plasmodium, causador da malaria, faz parte do Reino Protista, Filo
Apicomplexa, Classe Aconoidasida, Ordem Haemosporida, Familia Plasmodiidae e
Género Plasmodium. Essa classificagdo taxondmica possui aspectos morfoldgicos,
genéticos e do ciclo de vida dos seres vivos. O filo Apicomplexa engloba
protozoarios parasitas que vivem dentro das células hospedeiras de forma
obrigatéria, possuindo um complexo apical (Figura 1) que auxilia na penetracao

dessas células (Komada et al., 2018; Delpe Acharige et al., 2018).

Figura 1: Diagrama da ultraestrutura do merozoito de Plasmodium.
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Fonte: Adaptado de Wheeler (2009) (Originalmente do CDC, dominio publico).

Cinco espécies de Plasmodium sao identificadas como responsaveis pela
malaria em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi. A
espécie P. falciparum é a mais mortal entre elas e causa a maioria das mortes. P.
vivax, apesar de menos agressivo, tem a habilidade de criar hipnozoitos hepaticos
dormentes, que séo responsaveis pelas recaidas da doenca (Borges et al., 2015;
Thipubon et al., 2015). Além das espécies que infectam humanos, ha aquelas que
afetam aves (P. relictum), répteis (P. rhadinurum) e roedores (P. chabaudi). Este
ultimo € frequentemente usado em modelos experimentais murinos por sua

semelhanga com o ciclo sanguineo humano do P. falciparum (Stephens et al., 2012).

2.2.1 Plasmodium chabaudi como modelo experimental murino

Plasmodium chabaudi € uma espécie de protozoario do filo Apicomplexa que
infecta roedores e tem sido frequentemente usada como modelo experimental in
vivo para pesquisas sobre malaria (Stephens et al., 2012). Esse parasita exibe
propriedades bioldgicas e patoldgicas que imitam aspectos significativos da infecgao
por Plasmodium falciparum em humanos, incluindo a dindmica da parasitemia e a
progressdo da anemia (Langhorne et al., 2019). Além disso, a infecgdo por P.
chabaudi possibilita a analise das respostas inflamatdrias sistémicas relacionadas a
gravidade da doencga, fazendo dele um modelo amplamente reconhecido para
pesquisas fisiopatologicas (Lamb et al., 2015).

Uma das principais vantagens do uso de P. chabaudi é a capacidade de
monitorar de maneira controlada a evolugdo da infeccdo em camundongos
imunocompetentes, o que possibilita analises detalhadas da resposta imunologica
do hospedeiro e da eficacia de novos compostos antimalaricos (Biot et al., 2011).
Esse modelo exibe um ciclo eritrocitico bastante sincronizado, o que simplifica a
analise temporal da parasitemia e a relagdo com os efeitos farmacolégicos
observados in vivo (Moore et al., 2011). Assim, P. chabaudi é frequentemente
empregado em estudos pré-clinicos para a triagem inicial de potenciais farmacos
antimalaricos (Hunt et al., 2024).

O modelo murino com P. chabaudi também é frequentemente utilizado em
pesquisas sobre a imunopatogénese da malaria, pois permite o estudo dos

processos de ativagdo das células imunolégicas e da producdo de citocinas



inflamatadrias relacionadas ao controle da infeccao e a patologia da doenga (Lamb et
al., 2015). Pesquisas indicam que esse modelo desempenha um papel importante
na compreensdo das interagdes entre parasito e hospedeiro, além de ajudar na
identificacado de alvos terapéuticos relevantes (Langhorne et al., 2019).

Embora oferega vantagens experimentais, o uso de P. chabaudi tem suas
limitacbes, pois é um parasita especifico de roedores e nao reproduz
completamente todas as manifestacbes clinicas vistas em infeccbes humanas
(Stephens et al., 2012). Apesar disso, esse modelo € amplamente reconhecido na
literatura cientifica como uma ferramenta sélida e ética para estudos experimentais
in vivo, oferecendo dados importantes sobre a eficacia terapéutica e seguranca de
novos compostos antimalaricos, como os metalocomplexos (Hunt et al., 2024).

Camundongos da linhagem BALB/c sao frequentemente usados como
hospedeiros em pesquisas de malaria murina, devido ao seu perfil imunolégico bem
definido e a suscetibilidade controlada a infecgéo por P. chabaudi (Langhorne et al.,
al.,, 2019). Essa linhagem exibe uma resposta imune adaptativa previsivel,
possibilitando a avaliagdo consistente da evolugdo da parasitemia, da resposta
inflamatdria e dos efeitos terapéuticos de novos compostos antimalaricos (Stephens
et al, 2012). Além disso, o uso de camundongos BALB/c favorece a
reprodutibilidade dos resultados in vivo, sendo amplamente reconhecido como
modelo experimental em pesquisas pré-clinicas de eficacia e seguranga

farmacolégica (Hunt et al., 2024).

2.3 Ciclo Biolégico

O ciclo biolégico do Plasmodium é complexo e requer dois hospedeiros:
humanos e fémeas do mosquito Anopheles (Figura 2). A infecgcdo comega quando o
mosquito transfere esporozoitos para a corrente sanguinea humana durante a
picada. Estes esporozoitos se deslocam rapidamente para o figado, onde invadem
os hepatdcitos e se transformam em esquizontes hepaticos, um processo
denominado fase exoeritrocitica. Depois de amadurecer, os esquizontes liberam
milhares de merozoitos, que invadem os eritrocitos e iniciam a fase eritrocitica
(CDC, 2024; Batista et al., 2015).

Na fase eritrocitica, o parasita transita por diversas formas: anel, trofozoito e
esquizonte. Os sintomas clinicos da malaria, como febre e calafrios ciclicos, sao

causados pela ruptura dos eritrocitos e liberagcdo de novos merozoitos. Uma parte



dos parasitas se transforma em gametécitos, que representam as formas sexuais do
parasita. Ao picar uma pessoa infectada, o mosquito consome os gametdcitos, que
se desenvolvem em seu intestino. O ciclo sexual é finalizado com a produgao de
esporozoitos, que se deslocam para as glandulas salivares do inseto (Menard &
Djalle, 2022; Aly et al., 2023).

Figura 2: Ciclo de vida do Plasmodium.
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Fonte: NEVES, D. P. Parasitologia humana. 13. ed. Rio de Janeiro: Atheneu, 2016.

Espécies como P. vivax e P. ovale tém uma caracteristica tipica: alguns
esporozoitos podem ficar inativos no figado, dando origem aos chamados
hipnozoitos, que podem ser reativados semanas ou meses depois da infeccao
inicial, causando recaidas. Essa particularidade torna o tratamento e a gestdo da
transmissdo mais desafiadores. Em modelos murinos, como o P. chabaudi, o ciclo
eritrocitico € claramente estabelecido, com um pico de parasitemia entre o quinto e
0 sétimo dia apods a infecgao. Esse modelo € amplamente utilizado em experimentos

in vivo para avaliar compostos antimalaricos (Biot et al., 2011).



2.4 Morfologia do Plasmodium

Os estagios de desenvolvimento do parasita em seus hospedeiros séo
representados pelas diferentes formas morfoldgicas do Plasmodium. O parasita se
encontra no interior do mosquito na forma de esporozoito, uma estrutura alongada e
movel que ¢é transmitida ao hospedeiro vertebrado durante a alimentagao
sanguinea. No figado humano, os esporozoitos se convertem em esquizontes
hepaticos, estruturas com multiplos nucleos que liberam merozoitos, dando inicio a
infeccdo no sangue (Borges et al., 2015; Thipubon et al., 2015).

Os merozoitos sao formas pequenas e ovais que invadem os eritrécitos.
Dentro das hemacias, eles se desenvolvem primeiramente em trofozoitos, que tém
forma de anel. Em seguida, crescem e se transformam em esquizontes maduros.
Quando esses esquizontes rompem os eritrocitos, liberam novos merozoitos. Esse
ciclo se repete e esta diretamente ligado aos sintomas ciclicos da doenga. Algumas
formas se transformam em gametdcitos, as formas sexuais que o mosquito vetor
ingere (Franga et al., 2008).

Além do mais, a produgdo de hemozoina se destaca. Esse pigmento é
formado pela biocristalizagao do heme toxico, que é liberado durante a digestao da
hemoglobina. Esse processo acontece principalmente em P. falciparum e é um dos
principais alvos de tratamento. A hemozoina se apresenta como granulos escuros
no vacuolo digestivo do parasita, constituindo um relevante aspecto morfolégico
para o diagndstico microscopico. Em modelos murinos, como o P. chabaudi, essas
mesmas caracteristicas s&o evidenciadas, o que confirma sua aplicagcdo em

pesquisas pré-clinicas (Heppner et al., 1988; Stephens et al., 2012).

2.5 Meios de transmissao e sintomatologia

A picada da fémea infectada do mosquito Anopheles é a principal forma de
transmissdo da malaria, que injeta esporozoitos de Plasmodium na corrente
sanguinea do hospedeiro. Além disso, embora menos frequentes, a transmissao
pode ocorrer por meio de transfusdo de sangue, uso de seringas contaminadas ou
da mae para o feto durante a gestacdo. No Brasil, o principal vetor é a espécie
Anopheles darlingi, particularmente na regido amazénica (CDC, 2024).

Os primeiros sintomas da malaria costumam aparecer de 10 a 15 dias apds a
infeccao e incluem febre alta, calafrios, sudorese, dor de cabega, mialgia, nauseas e

vomitos. Esses sintomas sao inespecificos e podem ser confundidos com outras



doencgas infecciosas, o que torna o diagndstico precoce mais dificil. A frequéncia da
febre é definida pelo ciclo de multiplicagao dos globulos vermelhos pelo parasita: 48
horas em P. falciparum e P. vivax, e 72 horas em P. malariae (Stephens et al., 2012).

As manifestacbes mais graves da doencga incluem malaria cerebral, anemia
intensa, edema pulmonar e insuficiéncia renal. Se nao for tratada a tempo, a malaria
causada por P. falciparum pode levar a morte de forma rapida. Infecgdes por P.
vivax, apesar de geralmente n&o serem fatais, podem levar a morbidade
prolongada, recaidas e efeitos sociais consideraveis. A identificagdo precoce e o
inicio imediato do tratamento sdo fundamentais para prevenir complicagcbes e

diminuir a transmissao (Kannan et al., 2019).

2.6 Epidemiologia

A malaria continua sendo uma das doencas infecciosas mais comuns e
mortais do planeta. Segundo o relatério mais recente da Organizagdo Mundial da
Saude (2024), em 2022 foram registrados cerca de 249 milhées de casos (Figura 3)
e 608 mil Obitos. Aproximadamente 95% dessas mortes ocorrem na Africa
Subsaariana, com criangas menores de cinco anos sendo o grupo mais afetado. A
pobreza, a instabilidade politica, o acesso restrito a cuidados de saude e as
condigdes ambientais propicias a multiplicagdo do vetor sdo algumas das causas
(WHO, 2024).

Figura 3: Numero estimado de casos de malaria mundial em 2022, segundo a

Organizagdo Mundial da Saude.
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O Brasil é o pais sulamericano com o maior numero de casos, sendo mais
comum na regido amazoénica (Figura 4). P. vivax é responsavel pela maior parte das
infeccbes registradas, embora haja casos de P. falciparum, principalmente em
regides de fronteira com paises como Venezuela e Guiana. Iniciativas como o Plano
de Eliminagdo da Malaria no Brasil (PEM) visam diminuir a incidéncia por meio de
medidas de diagndstico precoce, tratamento agil e controle de vetores (Ministério da
Saude, 2023).



Figura 4: Situagao da malaria nas Américas.
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Fonte: Adaptado da Organizagdo Pan-Americana da Saude (PAHO/OPAS).
Disponivel em: https://www.paho.org/pt/topicos/malaria. Acesso em:Acesso em: 08
jan. 2026.

Embora tenham ocorrido avangos consideraveis nos ultimos 20 anos, o
progresso no combate a malaria estagnou a partir de 2015. O surgimento de
resisténcia aos medicamentos antimalaricos, alteragbes climaticas, migracdes
populacionais e diminuicdo do financiamento internacional sédo indicados como
fatores desse retrocesso. A pesquisa por novas vacinas e estratégias terapéuticas

continua sendo uma prioridade global (Prenen; Van Den Steen, 2025).

2.7 Estratégias atuais de tratamento contra malaria

A espécie do Plasmodium, a gravidade da condicdo clinica, a regido onde a
infeccao foi contraida e a existéncia de resisténcia medicamentosa sao fatores que
determinam o tratamento da malaria. No momento, a Organizagcdao Mundial da
Saude indica o uso de terapias combinadas com artemisinina (ACTs) como
tratamento de primeira linha para infec¢gdes por P. falciparum. Essas combinagdes
incluem arteméter-lumefantrina, artesunato-amodiaquina, artesunato-mefloquina,
entre outras (WHO, 2024).
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As ACTs combinam uma derivada da artemisinina, que atua de forma rapida
e potente, com outro medicamento de meia-vida mais longa, que elimina os
parasitas remanescentes e previne recaidas. Pesquisas indicam que esse
tratamento diminui consideravelmente a mortalidade e a parasitemia em regides
endémicas, inclusive em pacientes com formas graves da doenga (Ferrer et al.,
2012; Castberg et al., 2018).

Além das ACTs, sdao empregados outros medicamentos como cloroquina
(ainda eficaz contra P. vivax em certas areas), primaquina (para eliminar hipnozoitos
hepaticos), quinina, atovaquona-proguanil e sulfadoxina-pirimetamina (Tabela 1). No
Brasil, o tratamento segue as diretrizes do Ministério da Saude, que recomenda
terapias combinadas especificas para P. vivax e P. falciparum, com um esquema
supervisionado para assegurar a adesdo. No entanto, a crescente resisténcia do
parasita aos medicamentos tradicionais torna urgente a necessidade de novos
agentes antimalaricos com mecanismos de acgé&o distintos (Guiguemde et al., 2012;
(Van Rijt; Sadler, 2009).

Tabela 1: Principais farmacos antimalaricos.

Farmaco Indicagao

Cloroquina Tratamento e quimioprofilaxia da infecgcdo por

parasitas sensiveis.

Primaquina Cura radical e profilaxia terminal das infeccbes por P.
vivax e P. ovale; quimioprofilaxia alternativa para

todas as espécies.

Quinina Tratamento oral e intravenoso das infecgbes por P.
falciparum.

Atovaquona-proguanil Tratamento e quimioprofilaxia da infeccdo por P
falciparum.

Sulfadoxina-pirimetamina | Tratamento das infec¢gdes por algum P. falciparum

resistentes a cloroquina, incluindo combinagdées com
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artesunato; terapia preventiva intermitente das

regides endémicas.

Artemisininas (ACTs) Tratamento das infecgdes por P. falciparum, terapias
combinadas orais para a doengca nao complicada;

artesunato intravenoso para doengas graves.

Fonte: Adaptado de KATZUNG, B. G.; TREVETHAN, P. Farmacologia Basica e
Clinica. 12. ed. Rio de Janeiro: McGraw-Hill, 2014.

2.8 Metalocomplexos

O uso de metalocomplexos na terapia antimalarica tem se destacado como
uma abordagem promissora diante do aumento da resisténcia as drogas
tradicionais. Esses compostos, que incluem metais de transicdo coordenados a
ligantes bioativos, apresentam propriedades distintas, como atividade redox
ajustavel, estabilidade estrutural e habilidade para interagir com biomoléculas do
parasita. Varios estudos mostram que complexos com ferro, cobre, ruténio, ouro e
zinco exibem uma atividade antiplasmddica consideravel, até mesmo contra cepas
resistentes (Komada et al., 2018; Delpe Acharige et al., 2018).

Um dos exemplos mais estudado é a ferroquina, um composto de ferroceno
originado da cloroquina, que demonstra eficacia contra cepas resistentes de P.
falciparum. A incorporagao do nucleo metalico eleva a lipofilicidade, aprimora a
penetracdo nas membranas celulares e facilita a producédo de espécies reativas de
oxigénio, as quais prejudicam as estruturas intracelulares do parasita. Ademais, a
formagao da hemozoina pode ser diretamente afetada pelo ferro, o que intensifica a
toxicidade do heme acumulado nas hemacias contaminadas (Fricker, 2007).

Além da atividade antiparasitaria, os metalocomplexos apresentam uma
ampla variedade de efeitos bioldgicos que despertam interesse farmacologico. A
presenca de um centro metalico coordenado a ligantes organicos pode modificar
propriedades como lipofilicidade, estabilidade quimica, biodisponibilidade e
interacdo com biomoléculas celulares. Essas caracteristicas permitem que os
metalocomplexos atuem em diferentes alvos bioldgicos, incluindo proteinas,
enzimas, membranas celulares e acidos nucleicos. Em consequéncia, diversos

compostos metalicos tém sido investigados quanto as suas atividades
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antimicrobiana, antifungica, antiviral, antitumoral e antiparasitaria (Ndagi et al., 2017;
Frei, 2020).

No contexto das doencas parasitarias, os metalocomplexos apresentam
potencial para interferir em processos metabdlicos essenciais dos protozoarios,
incluindo mecanismos relacionados ao estresse oxidativo, metabolismo energético e
manutencdo da homeostase celular. Estudos demonstram que a coordenacao de
moléculas bioativas a metais de transicado pode aumentar a eficacia antiparasitaria
quando comparada aos ligantes livres, além de favorecer a superagcdo de
mecanismos de resisténcia observados para alguns farmacos convencionais
(Gasser; Metzler-Nolte, 2012; Navarro et al., 2017).

Diversos metalocomplexos vém sendo avaliados especificamente contra
espécies de Plasmodium. Complexos contendo ferro, ruténio, cobre, ouro e zinco
demonstraram atividade antiplasmédica significativa em modelos in vitro e in vivo,
incluindo cepas resistentes aos tratamentos convencionais (Biot et al., 2011). Entre
esses compostos, destacam-se os derivados ferrocénicos, como a ferroquina, que
apresentaram elevada eficacia contra Plasmodium falciparum resistente a
cloroquina (Chibale et al., 2003). Os resultados sugerem que a incorporacédo de
centros metalicos pode potencializar a atividade antimalarica por meio da
interferéncia no metabolismo do heme, geracdo de espécies reativas de oxigénio e
alteragdes na homeostase redox do parasito (Delhaes et al., 2022).

Nesse trabalho, o complexo FeBS se apresenta como um possivel candidato
a medicamento antimalarico, devido a presenca de ferro em sua estrutura central e
um ligante com potencial atividade bioativa. Pesquisas in vivo utilizando modelos
murinos infectados por P. chabaudi podem possibilitar a analise de sua eficacia na
diminuicdo da parasitemia, além de sua toxicidade e seletividade (Adepoju et al.,
2022). Estudos anteriores sugerem que complexos de ferro semelhantes
apresentam forte atividade antiplasmédica e baixa toxicidade em mamiferos,
destacando a relevancia de investigar de forma sistematica compostos como o
FeBS (Chuljerm et al., 2022).

2.8.1 Possiveis mecanismos de acao de compostos antimalaricos e
metalocomplexos de ferro
Os farmacos atualmente utilizados no tratamento da malaria atuam por

diferentes mecanismos sobre o parasito. A cloroquina, por exemplo, acumula-se no
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vacuolo digestivo do Plasmodium e interfere na conversdao do heme livre em
hemozoina. Como o heme liberado durante a digestdo da hemoglobina é altamente
téxico, sua acumulagao provoca danos celulares e leva a morte do parasito. Ja os
derivados da artemisinina atuam principalmente por meio da geragao de espécies
reativas de oxigénio apos interacdo com ferro proveniente do metabolismo da
hemoglobina, causando danos oxidativos a proteinas, membranas e outros
componentes celulares essenciais do parasito (Wellems; Plowe, 2001; Tu, 2011).

Outros antimalaricos, como atovaquona-proguanil e primaquina, atuam em
alvos distintos. A atovaquona interfere na cadeia respiratoria mitocondrial do
parasito, enquanto a primaquina apresenta atividade sobre formas hepaticas e
gametdcitos, contribuindo para a interrupcdo da transmissdo e prevengao de
recaidas associadas a espécies formadoras de hipnozoitos. A diversidade de
mecanismos de agao demonstra a complexidade biolégica do parasito e evidencia a
necessidade continua do desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
capazes de contornar os fenbmenos de resisténcia farmacolégica (Goodman;
Gilman, 2018; WHO, 2024).

Embora o mecanismo de acdo do FeBS nao tenha sido investigado
diretamente no presente estudo, a literatura sugere que complexos de ferro podem
exercer atividade antiplasmddica por diferentes vias. Entre os mecanismos
propostos destacam-se a geragao de espécies reativas de oxigénio, a interferéncia
na detoxificacdo do heme, alteragées no equilibrio redox intracelular e possiveis
interacbes com biomoléculas essenciais ao metabolismo do parasito. A presenga do
centro metalico pode favorecer reacdes de oxidacdo-reducdo capazes de
intensificar o estresse oxidativo, levando a danos celulares incompativeis com a
sobrevivéncia do Plasmodium (Fricker, 2007; Chuljerm et al., 2022).

Além disso, complexos de ferro podem apresentar propriedades
fisico-quimicas que favorecem sua internalizacdo celular e interagdo com
compartimentos intracelulares do parasito. Estudos envolvendo compostos
ferrocénicos demonstram que a incorporacdo do metal pode aumentar a
lipofilicidade molecular e potencializar a atividade antiparasitaria quando comparada
aos compostos organicos correspondentes. Dessa forma, os efeitos observados
para o FeBS neste estudo podem estar relacionados a mecanismos semelhantes,
hipétese que devera ser investigada em estudos futuros voltados a elucidagao de

seus alvos moleculares e vias de agao.
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2.8.2 Resisténcia do Plasmodium aos antimalaricos

A resisténcia aos antimalaricos representa atualmente um dos principais
desafios para o controle global da malaria, comprometendo a eficacia dos
tratamentos disponiveis e dificultando os esforgos de eliminagdo da doenga (Ashley
et al., 2014). Esse fendmeno resulta da capacidade adaptativa do parasito frente a
pressao seletiva exercida pelo uso continuo dos farmacos, favorecendo a
sobrevivéncia e a disseminacao de linhagens resistentes (Wellems; Plowe, 2001).

A cloroquina foi um dos primeiros antimalaricos amplamente afetados por
esse processo (Wellems; Plowe, 2001). A resisténcia de Plasmodium falciparum a
cloroquina esta associada principalmente a mutagées no gene pfcrt (Plasmodium
falciparum chloroquine resistance transporter), responsavel por codificar uma
proteina transportadora localizada na membrana do vacuolo digestivo do parasito
(Fidock et al., 2000). Essas alteragdes reduzem o acumulo intracelular do farmaco
no local onde exerce sua atividade, diminuindo sua eficacia terapéutica (Fidock et
al., 2000).

Além da cloroquina, casos de resisténcia também foram descritos para outros
antimalaricos, incluindo sulfadoxina-pirimetamina, mefloquina e atovaquona (White,
2004). Em muitos casos, a resisténcia esta relacionada a mutagbes em
proteinas-alvo ou em sistemas de transporte que reduzem a concentragao
intracelular dos farmacos, permitindo a sobrevivéncia do parasito mesmo durante o
tratamento (White, 2004).

Nas ultimas décadas, a introducdo das terapias combinadas a base de
artemisinina (ACTs) representou um importante avango no tratamento da malaria
(WHO, 2024). Entretanto, relatos de atraso na depuragido parasitaria apds o
tratamento com derivados da artemisinina foram inicialmente observados no
Sudeste Asiatico, levantando preocupagdes quanto ao surgimento de resisténcia
parcial a essa classe de medicamentos (Ashley et al., 2014). Estudos demonstraram
associagao entre esse fendbmeno e mutacbes no gene kelch13, atualmente
considerado um importante marcador molecular de resisténcia a artemisinina (Ariey
et al., 2014).

Embora a resisténcia completa as ACTs ainda n&o esteja amplamente
disseminada, a expansdo geografica de cepas com sensibilidade reduzida
representa uma ameagca significativa a saude publica mundial (WHO, 2024). Nesse

contexto, o desenvolvimento de novos compostos com mecanismos de agao
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distintos torna-se fundamental para ampliar o arsenal terapéutico disponivel e
reduzir o impacto da resisténcia farmacolégica sobre o controle da malaria
(Guiguemde et al., 2012).

Os metalocomplexos surgem como uma alternativa promissora nesse
cenario, uma vez que frequentemente apresentam multiplos alvos celulares e
mecanismos de acdo distintos daqueles observados nos antimalaricos
convencionais (Gasser; Metzler-Nolte, 2012). Essa caracteristica pode dificultar o
estabelecimento de mecanismos de resisténcia pelo parasito, além de possibilitar
atividade contra linhagens resistentes aos tratamentos atualmente disponiveis (Biot
et al., 2011; Delpech-Acharige et al., 2018). Dessa forma, a investigagcdo de novos
metalocomplexos, incluindo compostos a base de ferro, representa uma estratégia
relevante para o desenvolvimento de futuras abordagens terapéuticas contra a

malaria.

2.8.3 Potencial antiparasitario do metalocomplexo FeBS

Entre os metalocomplexos de ferro investigados pelo grupo de pesquisa,
destaca-se o FeBS, um complexo de Fe(lll) coordenado ao ligante HL1, cuja
caracterizagao estrutural, espectroscopica e quimica foi previamente descrita por
Cardoso et al. (2022).

O metalocomplexo [Fe(HL1)Cls], denominado FeBS, foi criado como parte de
uma abordagem para investigar compostos de coordenagdo com possivel atividade
antiparasitaria. O complexo é constituido pela coordenagao do ligante tridentado
HL1 (N-2[(piridin-2-ilmetil)Jamino]etanol) ao ion Fe(lll), em combinagdo com trés ions
cloreto, o que leva a uma estrutura de coordenacgao hexacoordenada (Figura 5 - A).
A sintese foi realizada pela reagdo do HL1 com FeCls-6H:O em metanol (Figura 5 -
B), sob refluxo, resultando em cristais amarelos claros com rendimento de 26%
(Cardoso et al., 2022).

A difragao de raios X de monocristal confirmou a caracterizacao estrutural do
FeBS (Figura 5 - C, D), mostrando uma geometria octaédrica distorcida ao redor do
ion Fe(lll). O ferro central se coordena ao nitrogénio piridinico (N1), ao nitrogénio da
amina secundaria (N2) e ao grupo hidroxila (O1) do HL1, bem como a trés ions
cloreto (CI1, CI2 e CI3). As distancias entre Fe e ligantes variaram de 2,149 A
(Fe-N1) a 2,349 A (Fe-Cl1), e os angulos internos confirmaram a distor¢édo da

geometria ideal (CARDOSO et al., 2022). A espectroscopia de Mdssbauer confirmou
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esses dados, revelando um duplo paramagnético com leve desdobramento
quadrupolar, o que € compativel com um complexo de Fe(lll) em estado de alto
spin.

Além da caracterizagcdo estrutural, o FeBS passou por analises
espectroscopicas e eletroquimicas, como espectros UV-Vis, espectroscopia de
massa ESI(+)-MS e voltametria ciclica. Os dados coletados confirmam a
estabilidade do complexo em solugdo e sugerem uma interagado relevante entre o
centro metalico e o ligante HL1. A combinag¢ao do ferro com o HL1 proporciona ao
complexo caracteristicas vantajosas, como maior lipofilicidade, estabilidade quimica
e capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio. Essas propriedades justificam
sua analise como composto modelo nesta dissertagdo, com o objetivo de verificar
sua eficacia in vivo contra Plasmodium chabaudi (CARDOSO et al., 2022). Devido a
sua estabilidade quimica e propriedades estruturais favoraveis, esse composto
apresentou atividade bioldgica promissora frente ao protozoario Toxoplasma gondii,
reduzindo significativamente a proliferacdo do parasito e demonstrando baixa
citotoxicidade em células hospedeiras, o que reforgou seu potencial como candidato
para o desenvolvimento de novos agentes antiparasitarios (Cardoso et al., 2022).

Embora, até o momento, ndo existam estudos descrevendo a atividade do
FeBS contra espécies do género Plasmodium, as evidéncias disponiveis para esse
composto, associadas aos resultados obtidos para outros metalocomplexos de ferro
com atividade antiplasmaddica, sustentam a hipétese de que o FeBS possa atuar
sobre alvos celulares importantes para a sobrevivéncia do parasito. Dessa forma,
considerando o potencial biolégico previamente demonstrado contra T. gondii € o
crescente interesse na aplicagdo de metalocomplexos como agentes antimalaricos,
o presente estudo buscou investigar, pela primeira vez, o efeito do FeEBS em um

modelo experimental de infecgcédo por Plasmodium chabaudi.

Figura 5: Representagcoes estruturais do complexo [Fe(HL1)Cl:] obtidas por
diferentes abordagens. (A) Estrutura cristalografica do complexo, evidenciando o
ambiente de coordenagédo do atomo central de ferro. (B) Esquema reacional de
sintese do complexo [Fe(HL1)Cl:] a partir do ligante HL1. (C) Modelo estrutural
tridimensional do complexo, destacando a geometria de coordenagao e a disposigao
espacial dos atomos. (D) Representacao esquematica do complexo com numeragao

dos atomos para fins de identificagcao estrutural.
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Fonte: Adaptado de Journal of Molecular Biology, v. 435, p. 167783, 2022,
“Structural and mechanistic insights into coordination of Fe(lll) by HL1: synthesis,

crystal structure, spectroscopy and biological evaluation”, ScienceDirect, ELSEVIER.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito in vivo do metalocomplexo FeBS sobre a infeccdo por
Plasmodium chabaudi em camundongos Balb/c, considerando aspectos
parasitologicos, de sobrevivéncia, manifestagcbes clinicas e mudangas

histopatolégicas no figado.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito do tratamento com FeBS sobre a parasitemia em
camundongos Balb/c infectados por Plasmodium chabaudi.

e Comparar a sobrevivéncia dos animais tratados com FeBS aos grupos
controle negativo (PBS) e controle positivo (cloroquina).

e Avaliar o efeito do tratamento com FeBS sobre as manifestacdes clinicas da
infecgao.

e Avaliar as alteragbes histopatologicas e a deposicdo de pigmento malarico
nos tecidos dos animais experimentais.

e Comparar os efeitos observados entre os tratamentos com FeBS e

cloroquina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparagao do farmaco

O metalocomplexo FeBS foi sintetizado e caracterizado pelo grupo de
quimica analitica da Universidade Federal de Santa Catarina, coordenado pelos
professores Dr. Adolfo Horn Jr e Dra. Christiane Fernandes que observaram a
possivel aplicagdo bioldégica do composto. No laboratério, o farmaco soluvel em
agua foi solubilizado em PBS na concentragédo de 1g/1mL, filtrado com filtro de 0,22

micrémetros e armazenado a -20 °C (Moreira et al., 2021).

4.2 Experimentacgao in vivo

A pesquisa foi realizada com camundongos Mus musculus da linhagem
BALB/c, machos adultos (8 a 10 semanas), pesando aproximadamente 20-30 g,
provenientes do Biotério da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura,
umidade e ciclo claro/escuro (12 h/12 h) controlados, com acesso irrestrito a ragao e
agua. A infecgdo experimental foi realizada por inoculagédo intraperitoneal de
Plasmodium chabaudi (cepa AJ — letal). Apés 48 h de infecgao, iniciou-se o
tratamento, com os animais distribuidos em quatro grupos (n = 10 por grupo). Os
grupos tratados receberam o farmaco FeBS por via intraperitoneal, em volume final
de 100 pL, com solugdes preparadas na concentragao de 1 mg/mL, sendo o volume
ajustado de acordo com o peso corporal dos animais para obtengao das doses finais
de 500 e 750 pg/kg, administradas a cada 12 h, nos horarios de 7:00 e 19:00. O
grupo controle (PBS) e o grupo cloroquina, na concentragdo de 1 mg/mL com dose
final de 500 pg/kg, também receberam tratamento pelo mesmo esquema de
administragao, volume e horarios. A sobrevivéncia dos camundongos foi monitorada
por um periodo de até 15 dias apds a infecgdo. As condicbes de saude foram
avaliadas diariamente por meio da observacio de sinais clinicos, aspectos fisicos e
mobilidade dos animais durante o periodo experimental (Hunt et al., 2024; Moore et
al., 2011). Apesar da ampla utilizacdo das terapias combinadas a base de
artemisinina (ACTs) na pratica clinica, a cloroquina permanece como um dos
antimalaricos mais estudados experimentalmente, devido ao seu mecanismo de
acao bem caracterizado, ampla disponibilidade e histérico consolidado de uso em
modelos experimentais de infecgdo por Plasmodium. Em estudos pré-clinicos, a

cloroquina é frequentemente empregada como controle positivo para comparagao
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da atividade de novos compostos candidatos, permitindo a avaliagdo do potencial
antimalarico relativo das moléculas investigadas. Além disso, sua agdo sobre o
metabolismo do heme constitui um importante pardmetro de referéncia para a
investigacdo de compostos que possam atuar por mecanismos semelhantes ou
complementares (Wellems; Plowe, 2001; Biot et al., 2011).

Tabela 2: Preparagao das solug¢des e volumes administrados aos camundongos nos

diferentes grupos experimentais

GRUPO Composicao da solugao administrada (100 pL)

Controle (PBS) 100 pL de PBS

Cloroquina 500 ug/kg 1,95 pL de Cloroquina 1mg/1mL
98,04 de PBS

T 500 ug/kg FeBS 12,5 L de FeBs 1mg/1mL
87,5 uL de PBS

T 750 pg/kg FeBs 18,7 yL de FeBs 1mg/1mL
81,3 yL de PBS

Fonte: autor.

4.3 Analise de Sobrevivéncia

O método de Kaplan-Meier foi empregado na analise de sobrevivéncia,
visando comparar o tempo de vida dos diversos grupos experimentais de
camundongos infectados com P. chabaudi. As curvas de sobrevivéncia foram
elaboradas com o auxilio do software GraphPad Prism, versdao 9.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Esse mesmo software foi utilizado para a analise
estatistica dos dados, empregando os testes Log-rank (Mantel-Cox) e
Gehan-Breslow—Wilcoxon, levando em conta o nivel de significancia previamente

determinado (Kaplan e Meier, 1958).
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4.4 Avaliagao da parasitemia e parametros clinicos

A parasitemia foi determinada em esfregagcos sanguineos finos corados por
Pandtico Rapido, mediante a contagem de 200 eritrécitos por lamina,
considerando-se como infectados aqueles que apresentavam qualquer forma
intraeritrocitaria do Plasmodium. A parasitemia foi expressa em porcentagem e
classificada como baixa (<1%), moderada (1-10%) ou alta (>10%), conforme as
diretrizes do Manual de Diagndstico Laboratorial da Malaria do Ministério da Saude
(BRASIL, 2019).Também foram considerados parametros clinicos, como peso
corporal, temperatura, hematdcrito e sobrevivéncia dos animais até o 15° dia apés a
infeccdo (OMS, 2020).

4.5 Analise histolégica dos 6rgaos

Camundongos que vieram a o6bito durante o experimento foram separados
para coleta de coragao, bago e figado que foram fixados em solu¢ao de formalina
10% em tampao fosfato 0,1 M. Apds 24 horas de fixacdo, as amostras foram
desidratadas em solugéo seriada de etanol (40% - 50% - 60% - 70% - 80% - 90% -
100% - 100%) em tempos de 3 horas e em solugédo de etanol com xileno (2:1, 1:1,
1:2 e 100%) em tempos de 2 horas. Posteriormente, as amostras foram incluidas
em parafina liquida (600C) e em xilol (2:1, 1:1, 1:2 e 100%) em tempos de 12 horas
cada. Amostras emblocadas em parafina foram cortadas em micrétomo, hidratadas,
coradas com hematoxilina e eosina e montadas em Iaminas contendo balsamo do
Canada. As laminas prontas foram observadas e analisadas por contagem direta no
microscopio optico Axioplan - ZEISS. (BEM et al., 2010).

4.6 Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC)

Cortes histolégicos do figado dos camundongos Balb/c foram analisadas por
Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial (Differential Interference
Contrast — DIC), utilizando objetiva de 100%, com o objetivo de avaliar a presenca de

pigmento malarico (Sullivan et al., 1996).

5 RESULTADOS
5.1 Curva de Sobrevivéncia (Kaplan—-Meier)
A analise de Kaplan-Meier mostrou que o grupo controle que recebeu PBS

apresentou uma reducao significativa na taxa de sobrevivéncia, com mortalidade
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comecgando precocemente e alcangando 0% antes do décimo dia apds a infecgao
(Fig. 6). Em comparagado ao grupo controle, o grupo tratado com cloroquina 500
Mg/kg apresentou um leve aumento na sobrevivéncia, com mortes ocorrendo de
maneira gradual até cerca do 12° dia (Fig. 6). Os animais tratados com
metalocomplexo FeBS nas doses de 500 ug/kg e 750 pug/kg demonstraram maior
taxa de sobrevivéncia em comparagdo ao grupo controle, com um efeito mais
evidenciado na dose de 750 pg/kg, que preservou uma maior quantidade de animais
vivos por um periodo maior (Fig. 6). A analise estatistica das curvas de
sobrevivéncia mostrou diferencas relevantes entre os grupos experimentais, como

evidenciado pelos testes de Log-rank (p = 0,0342) e Gehan—Breslow (p = 0,0353).

Figura 6: Avaliagao da sobrevivéncia de camundongos machos Balb/c
infectados com Plasmodium chabaudi por quinze dias em 4 grupos
experimentais (n = 10 animais por grupo). Curva de sobrevivéncia entre os 4
grupos experimentais, mostrando os valores estatisticos de p = 0,0342 (LongRack)
e p = 0,0353 (Gehan-Breslow).

Curva de Sobrevivéncia Kaplan—Meier de
camundongos infectados por Plasmodium chabaudi
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Fonte: autor.

Ao comparar cloroquina 500 ug/kg e FeBS 500 pg/kg (Fig. 7A), notou-se um

perfii de sobrevivéncia semelhante entre os grupos, com uma diminui¢ao
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progressiva na probabilidade de sobrevivéncia a partir do 7° dia pds-infecg¢ao, sendo
que a mortalidade total ocorreu aproximadamente no 11°-12° dia. Na comparagao
entre cloroquina 500 ug/kg e FeBS 750 ug/kg (Fig. 7B), o grupo que recebeu a
maior dose de FeBS mostrou uma maior quantidade de animais sobreviventes nos
primeiros dias apds o inicio da mortalidade. Isso indica um aumento no tempo de
sobrevivéncia em comparagdo com o grupo tratado com cloroquina, mesmo que

ambos os grupos tenham alcangado mortalidade total ao final do experimento.

Figura 7 - Avaliagao da sobrevivéncia de camundongos machos Balb/c
infectados com Plasmodium chabaudi durante quinze dias em 4 grupos
experimentais (n = 10 animais por grupo). (A) Avaliagdo da sobrevida entre os
grupos tratados com cloroquina e com 500 ug/kg de FeBS. (B) Avaliagao da
sobrevida entre os grupos tratados com cloroquina e com 750 pg/kg de FeBS.
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Curva de Sobrevivéncia (Kaplan-Meier):
Cloroquina 500ug/Kg x T 750 ug/Kg FeBS
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5.2 Parasitemia

Ao avaliar o desenvolvimento da parasitemia foi notado que o grupo controle
tratado com PBS mostrou um aumento gradual da parasitemia a partir de 72 horas
apos a infecgao, alcangando niveis elevados nos momentos finais analisados (Fig.
8). O grupo que recebeu cloroquina 500 pg/kg mostrou niveis de parasitemia mais
baixos do que o grupo controle nos estagios iniciais (Fig. 8). No entanto, houve um
aumento significativo nos niveis de parasitemia nos estagios mais avangados,
especialmente apos 168 horas (Fig. 8). Os animais tratados com metalocomplexo
FeBS na dose de 500 ug/kg apresentaram niveis de parasitemia mais baixos
durante todo o experimento, mantendo esses valores reduzidos até os momentos
finais analisados (Fig. 8). De maneira similar, o tratamento com FeBS na dose de
750 ug/kg levou a contencado do crescimento parasitario em comparagdo com o
grupo controle, embora os valores tenham sido superiores aos registrados para a

dose de 500 pg/kg em determinados momentos (Fig. 8).

Figura 8 - Niveis de parasitemia no sangue de camundongos machos Balb/c
infectados com P. chabaudi em diferentes momentos da infecgdao em grupos
experimentais (n=10 por grupo) tratados com 500ug/kg e 750ug/kg de FeBS,
grupo controle negativo (PBS) e grupo controle positivo (500ug/kg de
cloroquina).

Parasitemia (%) = (Eritrocitos infectados / Eritrocitos totais) x 100.
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5.3 Manifestagoes clinicas

Durante o experimento, foi observado que o grupo controle tratado com PBS,
apresentou de forma precoce os primeiros sinais clinicos da doenca, com a
presenca de hematuria iniciando apos 72 horas, seguida por apatia, pelos
arrepiados e letargia a partir de 96 horas (Tabela 3). O grupo que recebeu
cloroquina 500 pg/kg mostrou um atraso no aparecimento de apatia, hematuria e
letargia, que comegaram a ser notadas a partir de 120 horas (Tabela 3). Por outro
lado, a presenga de pelos arrepiados foi observada 96 horas apds a infecgdo. Em
animais tratados com o metalocomplexo FeBS na dose de 500 pg/kg, a hematuria
foi identificada apds 96 horas, enquanto apatia e letargia foram registradas ap6s 120
horas. A manifestacdo de pelos arrepiados permaneceu constante por 96 horas
(Tabela 3). Da mesma forma, o tratamento com FeBS na dose de 750 pg/kg levou a
um atraso na manifestacdo da maioria dos sinais clinicos avaliados, sendo notavel

que a letargia ocorreu apenas 144 horas apo6s a infecgao (Tabela 3).
Tabela 3: Manifestagoes clinicas apresentadas por camundongos machos

Balb/c infectados com P. chabaudi em quatro grupos experimentais (n=10),

dentro de 144 horas apoés a infecgao.
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Grupos / Controle Cloroquina T 500 pg/kg T 750 pg/kg
Sintomas (PBS) 500 pg/kg FeBS FeBS
Apatia 96h 120h 120h 120h
Pelos 96h 96h 96h 96h
arrepiados

Hematuria 72h 120h 96h 96h
Letargia 96h 120h 120h 144h

Fonte: autor.
5.4 Histologia do figado e bago

Ao analisar o bago do grupo controle tratado com PBS, notou-se uma
desorganizagdo na estrutura esplénica, evidenciada pela expansao da polpa
vermelha e pela diminuicdo da delimitacdo da polpa branca (Fig. 9 A e B). Em
comparagao ao grupo controle, o grupo tratado com cloroquina 500 ug/kg exibiu
uma leve preservagao estrutural do tecido esplénico, apesar de ainda ser notavel a
mudanca na distribuicdo entre as regides da polpa branca e vermelha (Fig. 9 C e D).
Em animais tratados com o metalocomplexo FeBS na dose de 500 ug/kg, notou-se
uma polpa branca mais bem definida e com menor desorganizagédo tecidual em
comparagao aos grupos controle e cloroquina (Fig. 9 E e F). De maneira similar, o
tratamento com FeBS na dose de 750 ug/kg levou a uma preservagao mais
significativa da arquitetura esplénica, como demonstrado por uma organizagdo mais
uniforme da polpa branca e da polpa vermelha, particularmente nas imagens obtidas

com maior aumento (Fig. 9 G e H).
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Figura 9: Cortes histologicos do bagco de camundongos Balb/c infectados com
P. chabaudi. Imagens obtidas por microscopia Optica de campo claro com

aumentos de 10x e 40x. Seta: Polpa vermelha. Asterisco: Polpa branca.
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Fonte: autor.
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Na avaliacdo a histologia do figado, o grupo controle tratado com PBS, notou-se
uma desorganizagédo significativa do parénquima hepatico, caracterizada pela
presenca de infiltrado celular inflamatério difuso e mudangas na morfologia dos
hepatdcitos, particularmente visiveis nas imagens de maior aumento (Fig. 10 A e B).
Em comparagéo ao grupo controle, o grupo tratado com cloroquina 500 pg/kg exibiu
uma reducdo parcial dessas mudancgas, embora ainda fossem observaveis areas
com infiltracdo inflamatéria e desorganizacéo celular (Fig. 10 C e D). Em animais
tratados com o metalocomplexo FeBS na dose de 500 ug/kg, notou-se uma redugao
na gravidade das alteracbes histolégicas, com uma preservagao mais eficaz da
arquitetura hepatica e diminuicdo do infiltrado inflamatorio (Fig. 10 E e F). Da
mesma forma, o tratamento com FeBS na dose de 750 ug/kg levou a uma
preservagao mais significativa do parénquima hepatico, como demonstrado pela
organizacao mais uniforme dos hepatdcitos e menor comprometimento estrutural,

particularmente nas imagens obtidas com maior aumento (Fig. 10 G e H).

28



Figura 10: Cortes histologicos do figado de camundongos Balb/c infectados
com P. chabaudi. Imagens obtidas por microscopia éptica de campo claro com

objetivas de 40x e 100x.
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Fonte: autor.
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5.5 Microscopia DIC de figado de camundongo Balb/c infectado com P.
chabaudi.

Na analise do figado utilizando a microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC) com objetiva de 100x, foi observado uma alta quantidade de
estruturas compativeis com pigmentos malaricos dispersos no parénquima hepatico
no grupo controle (Fig. 11A). Igualmente, o grupo cloroquina (Fig. 11B) exibiu
acumulo de pigmentos, embora com uma distribuicdo aparentemente menor em
comparagao ao controle. Em animais tratados com o metalocomplexo FeBS na dose
de 500 ug/kg (Fig. 11C), notou-se uma diminuigao na quantidade dessas estruturas,
0 que indica uma menor deposicdo de pigmentos no tecido hepatico. De forma
consistente, o tratamento com FeBS na dose de 750 pg/kg (Fig. 11D) levou a uma
reducdo ainda mais significativa dessas estruturas, indicando uma melhor

preservacao tecidual em comparagao com os grupos controle.

Figura 11- Micrografias de microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC) com objetiva de 100x do figado de camundongos balb/c
infectados com P. chabaudi. (A) Controle negativo - PBS. (B) Controle positivo -
cloroquina. (C) Tratado com 500 ug/kg de FeBS. (D) Tratado com 750 ug/kg de
FeBS.
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6 DISCUSSAO

A infeccado induzida por Plasmodium chabaudi em camundongos da linhagem
Balb/c resultou em alta taxa de mortalidade e avango da doenga no grupo de
controle, o que comprova a eficacia desse modelo animal para investigar a malaria
em sua fase sanguinea (Lamb et al., 2015). Esse fendbmeno é amplamente
documentado na literatura, onde a evolugdo da infecgdo por P. chabaudi esta ligada
ao rapido aumento da parasitemia, a ativagao significativa da resposta imunolégica
e ao surgimento de alteragdes sistémicas que podem levar a morte na auséncia de
um tratamento eficaz (Langhorne et al., 2019). Nesse cenario, a avaliagdo das
curvas de sobrevivéncia revelou diferengcas consideraveis entre os grupos
experimentais, sugerindo que os tratamentos aplicados influenciaram diretamente
no desenvolvimento da infecgao.

Os grupos que receberam o metalocomplexo FeBS mostraram um aumento
na taxa de sobrevivéncia em comparagdo ao grupo controle, especialmente na
dosagem de 750 ug/kg, que garantiu uma maior porcentagem de animais vivos por
um tempo mais extenso. Esse efeito pode estar associado a diminuigdo da carga de
parasitas e a modulagdo da resposta inflamatéria, ambos considerados fatores
cruciais para a sobrevivéncia em modelos murinos de malaria (Haque et al., 2018;
Gowda & Wu, 2018). Apesar de a cloroquina ser um medicamento tradicional no
combate a malaria, investigagdes recentes indicam que sua eficacia pode variar de
acordo com o modelo experimental e as caracteristicas imunologicas do hospedeiro,
o que pode justificar o desempenho semelhante ou inferior em certos parametros
quando comparado ao FeBS (Wicht et al., 2020).

Os resultados de sobrevivéncia observados neste estudo sdo compativeis
com aqueles descritos para outros metalocomplexos com atividade antiplasmaodica.
A ferroquina, derivado ferrocénico da cloroquina, demonstrou elevada atividade
contra cepas resistentes de Plasmodium falciparum e aumento da sobrevida em
modelos experimentais, sendo considerada um dos exemplos mais promissores da
aplicagcao de compostos organometalicos na terapia antimalarica (Biot et al., 2011).
De forma semelhante, complexos de ferro descritos por Chuljerm et al. (2022)
apresentaram redugdo da progressdo da infeccdo e melhora dos parametros
clinicos em modelos experimentais, sugerindo que compostos contendo ferro
podem contribuir para o controle da doenga por mecanismos distintos daqueles

observados nos antimalaricos convencionais.
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A avaliacdo da parasitemia corroborou esses resultados, pois 0s animais que
receberam o tratamento com FeBS, especialmente a dose de 500 pg/kg,
apresentaram uma redug¢ao nos niveis de parasitemia durante todo o experimento.
Estudos anteriores indicam que o controle da parasitemia em infecgdes por P.
chabaudi nao depende apenas dos efeitos diretos dos antiparasitarios, mas também
da eficacia da resposta imunoldgica mediada por células do bago e do figado, que
desempenham um papel fundamental na eliminagao de eritrécitos infectados e na
contencado da proliferacdao do parasita (Langhorne et al.,, 2017; Perez-Mazliah &
Langhorne, 2015). Portanto, a redugcdo do crescimento parasitario observada nos
grupos tratados com FeBS pode estar relacionada a manutengéo da fungéo desses
Orgaos.

A redugao da parasitemia observada nos grupos tratados com FeBS também
encontra suporte em estudos envolvendo outros metalocomplexos antimalaricos.
Compostos contendo ferro, ruténio e cobre tém demonstrado capacidade de reduzir
a multiplicagdo de formas eritrociticas do parasito, tanto em ensaios in vitro quanto
em modelos in vivo, frequentemente associada a interferéncia no metabolismo do
heme e a indugao de estresse oxidativo intracelular (Delpech-Acharige et al., 2018;
Komada et al., 2018). Embora os mecanismos envolvidos ndo tenham sido
investigados diretamente neste trabalho, a diminuicdo da parasitemia observada
sugere que o FeBS possa atuar por vias semelhantes as descritas para outros
metalocomplexos bioativos.

Os sinais clinicos identificados confirmam as informagdes sobre a
sobrevivéncia e a parasitemia. O fato de os grupos que receberam tratamento
apresentarem um atraso na manifestacdo de sintomas como apatia, letargia e
hematuria sugere um impacto sistémico reduzido da infeccdo. Em estudos com
modelos de malaria em roedores, o desenvolvimento desses sintomas esta
intimamente ligado ao nivel de parasitemia, a anemia hemolitica e a liberagdo de
substancias inflamatérias, como as citocinas (Haque et al., 2015; Stevenson & Riley,
2017). Assim, o atraso dos sinais clinicos nos grupos tratados com FeBS indica um
curso da doenga menos agressivo.

A analise histopatolégica do bago mostrou uma maior preservagdo na
estrutura esplénica nos grupos tratados com FeBS, particularmente na dose de 750
Mag/kg. O baco desempenha um papel fundamental na resposta imunoldgica contra o

Plasmodium, pois é responsavel pela filtragem de eritrécitos infectados e pela
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coordenacao das respostas imunes celulares (Buffet et al, 2018). Pesquisas
indicam que a desorganizacdo da polpa branca e da polpa vermelha esta
relacionada a severidade da malaria e a dificuldade do hospedeiro em controlar a
infeccdo, corroborando a importancia dos resultados encontrados neste estudo
(Safeukui et al., 2015).

O mesmo foi observado na histopatologia hepatica, onde o 6rgdo revelou
uma desorganizagao reduzida do parénquima hepatico e uma diminuigdo do
infiltrado inflamatério nos grupos tratados com FeBS. Durante a fase sanguinea da
malaria, o figado tem um papel fundamental na imunidade inata, contribuindo para a
fagocitose de eritrocitos infectados e na modulagdo da inflamagédo sistémica
(Protezer et al., 2019). Em estados mais graves da doenga, o figado apresenta
alteragdes significativas, o que ressalta a importancia da preservacado estrutural
vista nos grupos tratados.

Resultados semelhantes foram descritos para outros metalocomplexos
contendo ferro avaliados em doencgas parasitarias. Estudos demonstram que esses
compostos podem promover redugao do infiltrado inflamatério e menor grau de
lesao tecidual, mesmo quando a eliminagdo completa do parasito ndo € observada
(Adepoju et al., 2022; Chuljerm et al., 2022). Esse perfil sugere que parte do efeito
biolégico dos complexos metalicos pode estar relacionada ndo apenas a atividade
antiparasitaria direta, mas também a modulacdo dos processos inflamatérios
associados a infeccao. Nesse contexto, a preservacao hepatica observada nos
grupos tratados com FeBS reforga o potencial biolégico desse composto como
candidato para futuras investigagoées antimalaricas.

Ainda na analise hepatica, a microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC) mostrou um aumento no acumulo de estruturas semelhantes a
pigmentos malaricos nos grupos controle e cloroquina, enquanto que os grupos
tratados com FeBS exibiram uma reducgédo significativa dessas estruturas. O
acumulo de hemozoina é amplamente considerado um indicador da atividade
parasitaria, estando relacionado a ativacao intensificada de macréfagos e ao dano
tecidual em 6rgaos como figado e bago (Gowda et al., 2021; Tyberghein et al.,
2022). Logo, a reducdo dessas estruturas nos grupos tratados indica uma menor
carga parasitaria nos tecidos.

No geral, os resultados desta pesquisa indicam que o tratamento com o

metalocomplexo FeBS promoveu redugao da parasitemia, atraso das manifestacoes
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clinicas, preservacao da arquitetura hepatica e esplénica e aumento da sobrevida
dos animais infectados por P. chabaudi. Esses achados sido consistentes com
resultados previamente descritos para outros metalocomplexos com atividade
antiplasmoddica, especialmente compostos contendo ferro, que tém demonstrado
potencial para atuar tanto no controle do crescimento parasitario quanto na redugéo
dos danos teciduais associados a infecgéo (Biot ef al., 2011; Chuljerm et al., 2022).
Embora os mecanismos de agdo do FeBS ainda necessitem de investigagcéo
adicional, os resultados obtidos reforcam o potencial desse composto como
candidato promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

contra a malaria.
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7 CONCLUSAO

O tratamento com o metalocomplexo FeBS reduziu a progressado da
parasitemia em camundongos BALB/c infectados por Plasmodium chabaudi.

O FeBS retardou o aparecimento das manifestagdes clinicas associadas a
infecgdo malarica, indicando um efeito benéfico sobre a evolugao da doenga.

Os animais tratados com FeBS apresentaram aumento da sobrevida em
comparagao ao grupo controle, com destaque para a dose de 750 pg/kg.

O tratamento promoveu maior preservagdo da arquitetura histoldégica do
bagco, sugerindo manutencdo da integridade estrutural desse 6rgado durante a
infecgao.

O FeBS contribuiu para a preservacédo do tecido hepatico e para a redugao
do acumulo de estruturas compativeis com pigmento malarico.

Os resultados obtidos sugerem que o FeBS exerce efeitos associados ao
controle da carga parasitaria e a reducdo dos danos teciduais decorrentes da
infecgao.

Em conjunto, os achados deste estudo indicam que o metalocomplexo FeBS
apresenta potencial como candidato para futuras investigagdes voltadas ao

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra a malaria.
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