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AVALIAGAO DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA IN VIVO E IN VITRO DE EXTRATO
OBTIDO POR FLUIDO SUPERCRITICO DE Cecropia pachystachya TRECUL

RESUMO

As doengas tropicais negligenciadas sdo um grupo diversificado de doengas
transmissiveis que afetam milhdes de pessoas, sendo consideradas um grande
problema de saude publica e de elevada incidéncia em paises subdesenvolvidos.
Dentre as doengas tropicais negligenciadas inclui-se a doenga de Chagas, causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi, o qual € transmitido por meio da picada de
triatomineos, acidentes laboratoriais, verticalmente e pela ingestéo oral que apresenta
as formas aguda e crénica da doenga. O unico medicamento disponivel para o
tratamento da doengca de Chagas € o Benzonidazol, que possui diversos efeitos
colaterais, dificultando a adesao dos pacientes. Plantas e seus extratos tém sido muito
utilizados na busca por alternativas nos tratamentos para diversas doencas e sao
importantes para a industria, pois podem servir como fonte de matérias-primas para
novos medicamentos. A utilizagdo das plantas do género Cecropia estdo dentre
aquelas com alto potencial medicinal, apresentando diversos componentes bioativos
com distintas atividades bioldgicas, sendo utilizados para o tratamento de inumeras
patologias. A espécie Cecropia pachystachya trécul pertence a familia Urticaceae, é
conhecida popularmente como embauba e apresenta em sua composicado diversos
compostos como taninos, flavonoides, alcaloides, entre outros. Devido a agao
antimicrobiana ja detectada em extratos de embauba, buscou-se avaliar sua agao in
vitro e in vivo anti-Trypanosoma cruzi de um extrato das folhas de C. pachystachya
obtido por CO- supercritico. Foram avaliados a citotoxicidade sobre macréfagos
peritoneais de camundongos e atividade tripanocida do extrato sobre diferentes
formas do T. cruzi in vitro. Foi analisado se o extrato também teria acao sobre os
parasitas se administrado via oral em animais infectados com formas tripomastigotas.
Os macrofagos e os parasitas receberam tratamento com diferentes concentracdes
(5, 10, 15, 25, 50, 100, 150, 175, 200, 300 pug/mL) do extrato diluido em meio. Nao
houve alteracdo na viabilidade celular, porém o extrato teve acao contra as formas
epimastigotas com uma Concentragéo inibitéria de 50% dos parasitas (Clso) de 17,9
e indice de Seletividade (IS) de 22,33 e para os tripomastigotas a Clso foi de 26,73 e
o IS de 14,96 comparados com o Benznidazol (medicamento de referéncia) onde os
Clsoforam de 3,13 e 7,30, respectivamente e os IS de 22,33 e 14,96, respectivamente.
Nos experimentos in vivo verificou-se que os extratos via oral pioraram o quadro dos
animais, com maior parasitemia e menor sobrevivéncia, quando comparados aos
animais nao tratados. O extrato providenciou um quadro anti-inflamatério nos animais
infectados e tratados, com maior presenca de IL-10 plasmatica e menor produgao de
oxido nitrico pelos macrofagos peritoneais. Ainda, esses animais tiveram acentuada a
resposta de perfil Th2, com maiores niveis de IL-4. Assim, o extrato de embauba
obtido por extracao por CO2 supercritico mostrou atividade tripanocida in vitro, porém
nao demonstrou agao in vivo, na qual sua agao anti-inflamatéria acarretou uma piora
no quadro de infecgao.

PALAVRAS-CHAVE: tripanossomiase, embauba, atividade antiparasitaria.



EVALUATION OF IN VIVO AND IN VITRO TRIPANOCIDAL ACTIVITY OF
EXTRACT OBTAINED BY SUPERCRITICAL FLUID FROM Cecropia
pachystachya TRECUL
ABSTRACT

Overlooked Tropical diseases are a various group of transmittable diseases that affect
millions of people, they are considered as a huge public health issue with strong
emphasis in underdeveloped countries. Between the overlooked tropical diseases,
includes the Sore disease or well known as Chagas disease, caused by the protozoan
Trypanosoma cruzi, that is transmitted by the triatomines pic, laboratory accidents,
vertically or by oral intake, and it causes the acute and chronic forms of the disease.
The only available medication for Chagas disease treatment is the benzinidazole,
which has several side effects, hindering the patient compliance. Plants and their
extracts have been used in pursuit of alternatives of treatment for a large amount of
diseases, and are important to the industry, because they can serve as source of raw
materials to new medications. The use of herbs of the sort Cecropia, are among those
with high medical potential, showing several bioactive components with distinct
biological activities, being used for the treatment of many pathologies. The species
Cecropia pachystachya belongs to the Family Urticaceae, is popularly known as
baobab, and has in its composition tannin compounds, flavonoids, alkaloids and more.
Due to the antimicrobial action already detected in baobab extracts, sought to evaluate
its action in vitro and in vivo anti- Trypanosoma cruzi of an extract from the leaves of C.
pachystachya, obtained by supercritical carbon dioxide. Were assessed the
cytotoxicity on mice peritoneal macrophages, and the extract’s trypanocidal activity on
different forms of T. cruzi in vitro. It was analyzed whether the extract would also act
on parasites if taken orally by animals infected with trypomastigotes. Macrophages and
parasites were treated with different concentrations (5, 10, 15, 25, 50, 100, 150, 175,
200, 300 pg/mL) of the extract diluted in half. There was no change in cell viability, but
the extract had action against the epimastigotes forms with an Inhibitory concentration
of 50% of the parasites (Clso) of 17,9 and Selectivity Index of 22,33 and for
trypomastigotes the CI50 was 26.73 and the Selectivity Index was 14,96 compared to
Benznidazole (reference medicine) where the CI50 were 3,13 and 7,30 respectively
and the Selectivity Indexes were 22,33 and 14,96 respectively. In the in vivo
experiments it was found that the orally administered extracts worsened the animals'
condition, with higher parasitemia and lower survival, compared to untreated animals.
The extract provided an anti-inflammatory condition in infected and treated animals,
with a higher presence of plasma IL-10 and lower nitric oxide production by peritoneal
macrophages. Furthermore, these animals had an accentuated Th2 response, with
higher levels of IL-4. Thus, the baobab extract obtained by supercritical CO2 extraction
showed trypanocidal activity in vitro, but showed no action in vivo in which its anti-
inflammatory action led to a worsening of the infection.

KEYWORDS: trypanosomiasis, embauba, anti-parasitic activity.
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1 INTRODUGAO

As doencgas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doengas
endémicas e crbnicas que afetam, principalmente, populacbes de paises
subdesenvolvidos que vivem em situacdes precarias, em situacao de pobreza, sem
saneamento adequado e em contato com vetores infecciosos.

Dentre as DTNs esta a causada pelo protozoario do género Trypanosoma,
responsavel pela forma aguda e cronica da doenca de Chagas. O Trypanosoma cruzi
pertence a familia Trypanosomatidae e é transmitido para os seres humanos através
da picada do triatomineo, da transfusdo sanguinea, oralmente, de forma congénita e
em acidentes laboratoriais causando a doenga de Chagas. Esta acomete milhares de
pessoas em toda a América, sendo uma das principais causas de morte entre as
doencgas causadas por parasitas.

Para o tratamento da doenga de Chagas, possuimos limitada disponibilidade
de medicamentos e utilizamos como tratamento o Benzonidazol, descoberto nos anos
setenta, sendo o mais utilizado e o mais eficaz. Outro fator que dificulta é a adesao
dos pacientes ao tratamento devido aos efeitos adversos.

Assim, considerando o quantitativo de pessoas que sao afetadas pela doenca
e a escassez de opgodes de tratamento, a pesquisa por novas drogas antiparasitarias
contra as diversas formas do agente torna-se importante. Ademais, tendo em vista a
diversidade de espécies vegetais brasileiras e que estas sao importantes fontes na
busca por substancias bioativas, entende-se a necessidade de busca por novos
tratamentos na flora brasileira.

A espécie Cecropia pachystachya Trécul, conhecida como embauba, esta
dentro das plantas com potencial medicinal, sendo encontrada nas regides de Mata
Atlantica e possui diversas atividades bioldgicas relacionadas a presenca de
compostos bioativos, os quais exercem varios efeitos. Ha estudos relacionados com
a planta e suas atividades contra os agentes das Leishmanioses, sendo que estes
parasitas pertencem a mesma familia (Trypanosomatidae) que o Trypanosoma cruzi.
Nesse contexto, € pertinente a investigagcdo da atividade tripanocida e citotoxica do
extrato obtido a partir das folhas desta planta.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo é avaliar a atividade tripanocida contra o parasita
Trypanosoma cruzi a partir do extrato obtido por fluido supercritico das folhas de

embauba.

2.2 Objetivos especificos

° Analisar o efeito dos extratos sobre a viabilidade celular e a producao de éxido
nitrico por macrofagos peritoneais murinos;

o Avaliar a agao do extrato contra as formas epimastigotas e tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi in vitro;

o Avaliar a agdo do extrato de embauba aplicado via oral em camundongos
infectados com Trypanosoma cruzi, comparando com animais nao-tratados por meio
da parasitemia e sobrevivéncia dos mesmos;

o Analisar os animais infectados com Trypanosoma cruzi e tratados com o extrato
com relacao ao numero de hemacias, leucdcitos, producao de citocinas e 6xido nitrico

em comparagao com os nao-tratados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Doencgas tropicais negligenciadas

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) define as DTNs como um grupo
diversificado de doencas transmissiveis que prevalecem em condi¢cdes tropicais e
subtropicais em 149 paises e afetam mais de um bilhdo de pessoas (WHO, 2019).

As DTNs sao doencgas trataveis e evitaveis através de intervengdes de saude
publica relativamente simples e estdo concentradas em paises mais pobres, afetando
negativamente sobre a vida das populagdes mais vulneraveis (KUPER, 2019). Sao
compostas por um grupo de doengas causadas por agentes infecciosos ou parasitas
que afetam pessoas que vivem com menos de U$ 2 dolares por dia, causando milhdes
de mortes e condigdes de invalidez anualmente, dentre elas estd a doenga de Chagas
(VASCONCELOS et al., 2015).

As razbes para o maior acometimento da populacdo de paises
subdesenvolvidos é consequéncia de condigdes socioecondmicas, culturais e
ambientais, estando diretamente ligada a vulnerabilidade social e a pobreza (ARRAIS
et al., 2019).

Estima-se que 8 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo Trypanosoma
cruzi em todo mundo, principalmente na América Latina, onde a doenga de Chagas
continua sendo um dos maiores problemas de saude publica causando incapacidade
e mais de 10 mil mortes por ano (WHO, 2019).

Essa incapacidade causa alto impacto na populagao acometida, que pode ser
determinado pelo indice “Anos de Vida Ajustado por Incapacidade” (DALY). Esse
indicador representa a soma dos anos de vida perdidos devido a morte prematura e
anos de vida vividos com incapacidade, ou seja, anos de vida perdidos devido a
incapacidade causada por uma doenga (MOTA et al., 2014).

Ha uma relagado direta entre a elevada prevaléncia das DTNs com o baixo
indice de Desenvolvimento Humano (IDH). Tendo em vista a mudanca desse cenario,
o Ministério da Saude (MS) do Brasil aderiu ao Plano Global para o Combate das
Doencas Tropicais Negligenciadas, proposto pela OMS, a fim de reduzir a carga das
doengas no Brasil (BRASIL, 2018). Para isso, recomenda-se cinco estratégias de

salde publica para a prevengao e o controle: medicacao preventiva, intensificacdo da
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gestdo de casos, controle de vetores, provimento de agua limpa e saneamento,
higiene e saude publica animal (OPAS, 2020).

Para além do Plano Global, outro aspecto de preocupacao constante da OMS
€ o aumento das DTNs. Na 10? reunido do Grupo Consultivo Estratégico e Técnico
para Doencgas Tropicais Negligenciadas, a OMS atualizou a lista existente, passando
agora para 21 doengas em todo o mundo, sendo que cada pais possui pelo menos
uma delas de forma endémica. Dentre essas doencgas ha as infecgdes causadas por
virus, bactérias, protozoarios ou helmintos. Dentre as patologias causadas por

protozoarios esta a Doenca de Chagas (WHO, 2019).

3.2 Doenga de Chagas

Cerca de 65 milhdes de pessoas que vivem em 21 paises endémicos das
Américas correm o risco de contrair a doenga de Chagas, uma infecgao parasitaria
que atinge 12 mil pessoas a cada ano (OPAS/WHO, 2019).

Descoberta em 1909 pelo cientista Carlos Chagas, a tripanossomiase
americana, também chamada de doenga de Chagas, caracteriza-se por uma doenga
cronica e negligenciada que acomete principalmente a regidao Norte e Nordeste do
Brasil (BRASIL, 2017).

Destaca-se dentre as doencgas crénicas por acometer 1,2 milhdes de pessoas
no Brasil e configura-se a quarta causa de morte entre as doengas infecto-parasitarias
na faixa etaria acima dos 45 anos de idade (CAVALCANTI et al., 2019).

Por muitos anos a doenga de Chagas se manteve como uma doenga
particularmente rural, mas devido aos fatores socioecondmicos, éxodo rural,
urbanizagdo e desmatamento levou a mudangas desse perfil epidemioldgico,
tornando-se uma enfermidade que acomete &areas urbanas especialmente as
periferias, onde estdo as pessoas de menor renda e marginalizadas pela sociedade
(ARRAIS et al., 2019).

Através das campanhas de combate aos principais vetores, houve diminuicao
da prevaléncia dos triatomineos que sado popularmente conhecidos como barbeiros,
dentre os quais as espécies de maior importancia no Brasil sdo Triatoma infestans e
Rhodnius prolixus (NIELEBOCK et al., 2017).
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De acordo com Nielobock et al. (2017), a diversidade de espécies
transmissoras e a grande variedade de hospedeiros vertebrados possibilitaram que a
doencga apresentasse multiplicidade de habitats, como tronco e copas das arvores,
tocas de animais, buracos no solo, entre outros. Nas habitacbes humanas tem sido
encontrado nos quartos junto as camas, escondidos em entulhos deixados nos cantos
de paredes e, principalmente, nas rachaduras de paredes .

A doencga de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi(T. cruzi)
e pode ser transmitida por aproximadamente 130 espécies de triatomineos
(hematdfagos) da familia Reduviidae (DINIZ et al., 2019). E transmitida por
transfusdes de sangue, de mae para filho, durante a gestagédo ou parto e por
alimentos. Estima-se que 28 mil novos casos ocorram por transmissao vetorial e
outros 8 mil por transmissao congénita anualmente (OPAS/WHO, 2019).

A transmissdo transfusional com sangue infectado, contaminagdo por
transplantes de 6rgéos contaminados e transmissdo cruzada s&o importantes meios
de propagacgao da doenga em paises ndo endémicos como Estados Unidos, Espanha,
Japéao e Australia (FONSECA-BERZAL et al., 2018).

Em relagdo ao protozoario hemoflagelado T. cruzi, esse pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma, apresenta ciclo
bioldégico heteroxénico, passando por uma fase interna no caso do hospedeiro
vertebrado e externo no vetor. O protozoario apresenta como formas evolutivas:
tripomastigota, amastigota e epimastigota e inclui dois tipos de hospedeiros, uminseto
hemiptero e hematofago e um mamifero (TAKAMIYA et al., 2019).

No tubo digestivo do triatomineo se encontram as formas epimastigotas
(forma replicativa) e as amastigotas sdo observadas no interior das células dos
mamiferos. As formas tripomastigotas metaciclicos (forma infecciosa) s&o
encontradas nas fezes e urina do inseto vetor e os tripomastigotas circulantes no
sangue de mamiferos (BRASIL, 2017).

Segundo Echeverria & Morillo (2019), quando a transmissao ocorre através
dos triatomineos, as tripomastigotas metaciclicas infectam humanos via excrecéo dos
triatomineos, que possuem o habito de defecar enquanto se alimentam, com o
parasita penetrando pela pele lesada, provocada por arranhdes enquanto sao
mordidas ou através de membranas mucosas. Ao infectar o hospedeiro humano,
invade o tecido local, figado, intestino, bago, ganglios linfaticos, sistema nervoso
central, musculos esqueléticos e cardiacos onde a forma amastigota se multiplica

dentro das células, invadindo células adjacentes com a forma tripomastigota e se
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espalhando através do sistema linfatico e corrente sanguinea. O inseto durante o
repasto sanguineo adquire as formas tripomastigotas, que no seu trato digestivo, as
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas (forma multiplicativa) que se
distingue na forma infecciosa no tergo final do sistema digestorio do triatomineo, o que

pode ser visualizado através da Figura 1.
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Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi.
Fonte: Centro de Controle e Prevencgdo de Doengas (CDC 2019).

Outra forma de transmissao € a via oral, a qual no caso do homem ocorre por
meio de alimentos contaminados com o parasita a partir de triatomineos. As formas
tripomastigotas metaciclicas sao ingeridas através do consumo de frutas
comercializadas in natura ou semi-industrializadas, o que reflete na questido de
vigilancia sanitaria em relagao a segurancga alimentar e boas praticas de manipulagao
de alimentos (LOYANE; CARVALHO, 2018).

A transmiss&o oral geralmente se manifesta da forma aguda, estudos de
Bermudez et al. (2016) mostram que as formas tripomastigotas metaciclicas invadem
o epitélio mucoso gastrico, induzindo niveis mais altos de parasitemia, mortalidade,

alteragdes no figado e citocinas pré-inflamatérias (IFN-y e TNF-a). Esses estudos tém

demonstrados também que o local de entrada do parasita afeta fortemente a resposta

imune do hospedeiro e desfecho da doenga. Clinicamente a doenga de Chagas
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apresenta duas formas: aguda e crénica, sendo bastante distintas entre si. A principal
caracteristica da fase aguda é a parasitemia microscopicamente detectavel e no local
da picada a lesdo (chagoma) de inoculagdo. Os sintomas incluem febre variavel,
linfoadenopatia, mal-estar, hepatoesplenomegalia, que geralmente sao sinais e
sintomas nao observados em criangas. Em uma porcentagem pequena dos casos
agudos, também observa-se edema unilateral nas palpebras (sinal de Romafa).
Porém, a maioria das infecgbes apresenta poucos sintomas ou os infectados sao
assintomaticos, 70% das infeccbes crbnicas sdo assintomaticas, 20 a 30%
apresentam manifestagdes irreversiveis, como cardiopatia chagasica, alteragdes no
trato digestivo (megacodlon e megaes6fago) e mudangas neuroldgicas que colocam
em perigo a vida ou até mesmo levam a casos fatais (OPAS/WHO, 2019; TARLETON,
2016).

A cardiopatia chagasica crbnica é importante causa de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALYs) em individuos jovens economicamente ativos. No
hemisfério ocidental esse valor chega em 7,5, valor tdo elevado quanto o da malaria.
Isso gera um grande impacto social e econdmico na saude publica dos paises
endémicos. No Brasil sdo registrados mais de 5 mil ébitos anuais relacionados a
doenga de Chagas, a maior parte devido a complicagdes cardiacas (NIELEBOCK et
al., 2017; TEIXEIRA, 2015).

3.3 Interagao com sistema imune do hospedeiro

A acgao do sistema imune frente a infeccdo € um dos principais fatores que
determinam as diferentes manifestagdes clinicas da doenga de Chagas. A imunidade
inata tem um papel fundamental no controle da multiplicacdo do parasita na fase
aguda e atua determinando a patogenia na fase crénica (PAVANELLI, 2008).

Na fase aguda da doenga de Chagas ha a presenga de parasitas circulantes
no sangue, podendo ser diagnosticada por métodos parasitologicos diretos, como
exame de sangue a fresco, gota espessa ou esfregago sanguineo. Assim como a
titulagéo de IgM anti - T. cruzi, quando encontrado no sangue periférico € considerado
indicativo da fase aguda, principalmente associado as alteragdes clinicas e
epidemiolégicas (BRASIL, 2016; REIGOTA; OLIVEIRA, 2017).
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No inicio da infe¢do, os parasitas podem estimular as células do hospedeiro
a produzirem mediadores que desencadeiam respostas inflamatérias. Esses
estimulos ocorrem via células dendriticas, que sao derivadas da medula éssea e
pertencem ao grupo de células apresentadoras de antigenos (APC), que quando
imaturas, possuem uma gama de receptores inatos que permitem o reconhecimento
de patégenos por meio de seus receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs),
dentre elas, proteinas denominadas de receptores tipo Toll (TLR) (GIL-JARAMILLO et
al., 2016).

Quando as células APCs (mondcitos, macréfagos e células dendriticas) séo
ativadas, primariamente ocorre a produgdo de moléculas efetoras mediadas por
linfécitos T CD4" podendo se diferenciar em Th1 e Th2. Citocinas do padrao Th1 (IFN-
y e TNF-a) agem em conjunto induzindo a ativagdo de macrofagos, aumentando a
producéo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) envolvidas na
resposta local e sistémica, atuam na eliminagao do parasita. As citocinas do padrao
Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) bloqueiam as citocinas do padrdo Th1, permitindo a
sobrevivéncia do T. cruzi (PAVANELLI, 2008).

Os macréfagos, ativados via citocinas originadas das células Th1, levam a
morte dos parasitas ao induzir o aumento das ROS e NO, atuando na destruigao
parasitaria intracelular. Em contrapartida, os parasitas atuam geralmente reduzindo
essa resposta, alterando a atividade da enzima NADPH oxidase, que regula a
producdo de ROS a fim de favorecer o parasitismo (GONZALEZ; CUELLAR; J.
PUERTA, 2018).

A invasao dos macrofagos pelos parasitas leva a secregao de IL-12, que ativa
as células NK a produzirem IFN-y. A producdo dessa citocina na fase aguda da
infeccao por T. cruzi esta associado a resisténcia do parasitismo e a depleg¢ao de IFN-
Yy agrava a parasitemia, resultando no aumento da mortalidade em camundongos
infectados. Assim, a resposta Th1 e auséncia da resposta Th2 fornece controle ideal
contra infecgdo por T. cruzi (KUMAR; TARLETON, 2015; SANTILIANO; ALMEIDA,
2012; SOARES et al., 2012).

Com o passar do tempo, a parasitemia diminui e os antigenos persistem,
gerando infiltrado inflamatdrio difuso e miocardite. Durante a fase crénica ainda ha
resposta imune Th1 exagerada, com liberagéo de IFN-y e TNF-a. O IFN-y além de
controlar os parasitas contribui com a patogénese cardiaca, pois lesiona o miocardio

através de mecanismos celulares que geram a disfungcdo miocardica e ocorre a
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diminuicao de IL-10 e supressao de citocinas relacionadas a resposta Th2, como a
IL-4 (SANTOS; MENEZES FALCAO, 2020; IMPROTA-CARIA; ARAS, 2021).

Em pacientes com infecgdo cronica ha aumento das metaloproteinas 2
(MMP2) e 9 (MMP9) em neutréfilos e mondécitos comparados com individuos nao
infectados. Essas enzimas participam do remodelamento tissular, podendo também
estar associadas ao dano cardiaco. Em criangas na fase inicial assintomatica o
nuamero de ceélulas NK e mondcitos inflamatérios é aumentado (GONZALEZ,;
CUELLAR; J. PUERTA, 2018).

Essas respostas sdo importantes para o controle tecidual e da parasitemia,
mas nao sao capazes de eliminar a infec¢ao parasitaria, sendo que o sucesso da
infecgao reside principalmente em sua capacidade de resistir ao ataque oxidativo das

células imunologicas do hospedeiro, levando a doenca cronica (GIRARD et al., 2018).

3.4 Doencga de Chagas experimental

O modelo animal ainda é bastante utilizado quando se trata de experimentos
in vivo, porém, dependendo das cepas utilizadas, do peso do animal, sexo e idade,
resultados inteiramente diferentes podem ser observados (KONAR, 2015).

Assim como em 1978, onde foi demonstrado que camundongos da linhagem
BALB / ¢ e C57BL / 6, infectados com o mesmo indculo (1 x 10*) de tripomastigotas,
obtiveram resultados de mortalidade e parasitemia diferentes, ou seja, a combinagao
de camundongos e as cepas dos parasitas produziram resultados variados (JELICKS;
TANOWITZ, 2011).

As cepas Y do T. cruzi possuem alto parasitismo pelas células do baco e
figado, em contrapartida, possui baixo parasitismo por células do musculo cardiaco.
Enquanto a cepa CL age de maneira oposta. Essa diferenga pode estar relacionada
com a variagao de receptores de superficie celular (CAMPBELL; WESTENBERGER;
STURM, 2004).

As cepas Y sé&o inoculadas em camundongos BALB / ¢, na sua maioria
apresentam pico de parasitemia entre o 7° e o0 8° dia apds a infeccao. Variagoes
podem ser encontradas dependendo da dose inoculada, mas a letalidade dessa cepa
€ sempre alta (BARBOSA et al., 2019).
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Segundo estudos de Tatakihara et al. (2008), os camundongos da linhagem
BALB / ¢ infectados com cepa Y do T. cruzi foram mais sucetiveis do que a linhagem

C57BL / 6, alcangando nivel mais elevado de parasitemia e mortalidade.

3.5 Tratamento da Doenga de Chagas

Ainda ha uma lacuna significativa nas pesquisas dedicadas as DTNs. Entre
2012 e 2018 apenas 6, de 256 novos produtos farmacéuticos, visavam essas
doengas, ou eram drogas reaproveitadas, ou novas formulagdes ou novos produtos
biolégicos (BATISTA et al., 2019).

Em relagdo ao tratamento da doenga de Chagas, os unicos medicamentos
aprovados foram langados no inicio de 1970, Benzonidazol (BZN) e Nifurtimox®
(NFX). Ambos os compostos possuem melhor tolerancia quando administrados em
criangas, maior efetividade durante a fase aguda, porém, maior toxicidade em adultos.
Os tratamentos prolongados, os efeitos colaterais, a resisténcia dos parasitas e nao
adesao dos pacientes dificultam o tratamento da doenca de Chagas (BERMUDEZ et
al., 2016).

O BZN ¢é o medicamento de primeira escolha, atuando na sintese proteica e
por isso prejudicam a formagao do parasita (DINIZ et al., 2019). O tratamento melhora
os resultados clinicos em adultos cronicamente infectados e previne novas futuras
infecgdes, no entanto, deve ser iniciado antes das complicagdes cardiacas, ja que
ap6s se torna menos eficaz (BATISTA et al., 2019). E recomendado
independentemente de como a doenga foi adquirida, ndo sendo indicado para
gestantes, lactentes, etilistas e pacientes com histéricos de insuficiéncia hepatica
(TAKAMIYA et al., 2019).

O BZN apresenta eficacia na fase aguda e na fase crénica da doenga, sendo
que cerca de 80% dos pacientes ndo apresentam sinal do parasita no sangue apés
12 meses do término do tratamento, que dura 60 dias. Apesar dos beneficios, o
tratamento possui alguns efeitos colaterais como: intoleréncia gastrica, erupg¢des
cuténeas ou problemas neuromusculares, entre outros (DNDi, 2019).

A apresentacao farmacéutica para adultos consiste em comprimidos de 100
mg, sendo a posologia utilizada, doses de 5 mg/Kg/dia por via oral durante 60 dias em

duas ou trés tomadas diarias. Entretanto, forma farmacéutica dificulta a adesdo ao
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tratamento para criangas até 2 anos de idade, apds o surgimento da apresentagao
pediatrica comprimidos de 12,5 mg dispersiveis, houve aumento da adesdo dos
pacientes, visto que a maioria nasce com a infec¢cdo, com o tratamento adequado, ha
90% de chance do parasita ser eliminado se tratados no primeiro ano de vida. A
administracdo para essa faixa etaria é de até trés comprimidos, dependendo do peso
da crianga, onde a dose recomenda € de 5 - 10 mg/Kg/peso/dia (DNDi, 2019; BRASIL,
2016).

No Brasil, 0 uso do NFX ndo esta mais disponivel. Sua comercializagao esta
suspensa devido ao surgimento de cepas resistentes ao medicamento nas regides
endémicas do pais e por sua alta toxicidade sobre o sistema nervoso central,
genotoxicidade e eficacia reduzida (GIL-JARAMILLO et al., 2016).

O DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative) realizou ensaios e estudos,
concluindo que doses mais baixas de BZN, em combinacdo com o Fosravuconazol,
mostraram-se eficazes na eliminacdo do T. cruzi (DNDi, 2019).

Considerando a necessidade de novas terapias para o tratamento da doenca
de Chagas, estudos com extratos de plantas, que possam possuir uma agao contra o

parasita da doenga de Chagas se tornam tao relevantes.

3.6 Cecropia pachystachya Trécul

O género Cecropia pertencente a familia Urticaceae e compreende
aproximadamente 100 espécies. Cecropia pachystachya Trécul popularmente
conhecida como embauva, embauba, imbauba, umbauba, arvore da preguiga ou toré.
E uma arvore arbérea e frutifera com finalidade ornamental e medicinal, utilizada na
medicina populacional. Possui crescimento rapido, tem maior ocorréncia na regido Sul
e Sudeste do pais, em especial na zona da Mata Atlantica (Figura 02) (PACHECO et
al., 2014; SOUZA et al., 2014).
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Fonte: Emilio Ruiz, Compéndio Online Gerson Luiz Lopes. Laboratério de Manejo Florestal.

Na medicina popular a embauba é utilizada como diurético, tdénico, anti-
hemorragico, adstringente, antiasmatico, antitussigeno, para episddios de taquicardia,
bronquite, hipertensao arterial, tuberculose, feridas, febre, entre outras finalidades (DA
SILVA et al., 2010).

Essa espécie tem sido objeto de varios estudos fitoquimicos, com foco em
preparacdes foliares. Os extratos possuem compostos fendlicos, que inclui
flavonoides C-glicosilados, vitexina (DA SILVA MATHIAS; RODRIGUES DE
OLIVEIRA, 2019), acido clorogénico, isoorientina, orientina, catequina, epicatequina,
procianidina, isoquercitrina, isovitexina, (-sitosterol, a-amirina e acidos ursoélicos,
pomdlicos e oleandlico (PACHECO et al., 2014). Esses constituintes estao
relacionados as propriedades biolégicas, como anti-inflamatérias, atividade
leishmanicida e hipoglicemiantes, entre outras (UCHOA et al., 2010).

Estudos mostram que os flavonoides C-glicosilados tém associagao a efeitos
anti-inflamatérios e antinociceptivos, efeitos que podem ser observados através das
diferentes concentracdes de isovitexina nos extratos (STRADA et al., 2017). A
isovitexina é um isdbmero da vitexina e ambos exercem efeitos similares, devido as
suas estruturas quimicas semelhantes (HE et al., 2016).

O composto isoorientina apresentou acao anti-inflamatdria através da inibicao
da IL-6 e pela inibicdo da produgdo de oOxido nitrico (NO) em macrofagos de
camundongos (WEDLER et al., 2014). Ainda, o estudo de Maquiaveli et al. (2014)
mostrou que o tratamento com Cecropia pachystachya promoveu a redugdo da
hipertensdo melhorando a fungao renal em animais que foram associados a redugao

da inflamagé&o induzida por angiotensina |l e aumento na produgéo de NO.
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Os extratos de embauba parecem afetar os mecanismos de producédo dos
mediadores inflamatérios, possuindo altos niveis de polifendis que sao antioxidantes,
atuando na eliminagdo de radicais livres e inibindo enzimas da cascata pro-
inflamatéria (DAGA; AYALA; MENOLLI, 2020).

Tasdemir e outros (2006) mostraram que os compostos catequina e
epicatequina, presentes nos extratos da embauba, apresentaram-se microbicidas
contra as formas amastigotas de Leishmania donovani. Assim como a ornitina também

apresentou essa agao (CRUZ et al., 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extrato

4.1.1 Material vegetal

As folhas da embauba foram coletadas em pontos aleatdrios da arvores
localizada na cidade de Quatro Pontes, Parana (S 24°35'40,56” e O 53°57°46,60”). A
planta foi identificada e uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (no. 3000). Os experimentos foram conduzidos com
pressao e temperatura controlados, através do espectrémetro de massa GC-MS
QP2010 SE (Shimadzu).

4.1.2 Extragao por fluido supercritico e identificagdao do composto

As folhas colhidas foram secas em estufa de circulacédo de ar a 40 °C por 72
horas. Apds secas, foram moidas em triturador de facas. Esse processo foi realizado
no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos e de Separagdo, no Departamento de
Engenharia Quimica, da Universidade Estadual do Oeste do Parana — Campus Toledo
e cedido para a realizacao deste trabalho.

O extrato foi primeiramente diluido em dimetilsulféxido (DMSO) para a
realizacdo dos ensaios. Foi preparada uma solucdo-mae na concentragcao de 40
mg/mL do extrato testado. A partir da solugdo-méae foram feitas diluicbes em meio de
cultura (RPMI ou LIT) para obter as concentragdes de 5, 10, 15, 25, 50, 100, 150, 175,
200 e 300 pg/mL.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos BALB / c, fémeas, com aproximadamente 2
meses de idade, mantidos no biotério, em caixas plasticas, a temperatura de
aproximadamente 23 + 2 °C e ciclo claro / escuro de 12 horas, com acesso livre a

agua e racao comercial. Todos os procedimentos deste trabalho seguiram as
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Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e a Utilizacao de Animais para fins Cientificos e
Didaticos, sendo devidamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Unioeste sob o numero 21-11, 29/19 e 02-21 (ANEXO I).

4.2.1 Manutencgao da cepa Y de T. cruzi

Os parasitas foram obtidos através de repiques, em animais mantidos no
biotério, de acordo com o ltem 4.2. As formas tripomastigotas foram coletadas por
puncgao cardiaca apos anestesia do animal com xilazina (30 mg/Kg) e quetamina (270
mg/Kg). As formas moveis do parasita foram contadas (5 x 102 ou 1 x 10%) e injetadas
via intraperitoneal em camundongos BALB / c, previamente anestesiados. Esse
processo foi repetido a cada 9 ou 11 dias. Dependendo da necessidade experimental,
uma aliquota de sangue contendo os parasitas foi coletada para realizagdo dos

devidos experimentos.

4.3 Obtencao de macréfagos peritoneais

Os macroéfagos peritoneais foram obtidos através de camundongos BALB / ¢
previamente eutanasiados com excesso de anestésico. Realizou-se a assepsia da
regiao abdominal com lodopovidona (PVPI), alcool 70% e, entdo, a camada serosa
do periténio foi exposta, seguida de infusdo de 10 mL de solugao salina tamponada
(PBS) estéril a 4 °C. Em seguida, realizou-se a massagem na regido peritoneal para
obtengcdo dos macrofagos. O PBS foi retirado com a propria agulha e seringa de
inoculagdo, a suspensao resultante transferida para um tubo estéril cbénico e
centrifugado a 1500 rotagdes por minuto (rpm) por 06 minutos, a 4 °C.

As células obtidas ap6s centrifugagédo foram ressuspensas em 1 mL de meio
RPMI, contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL
de estreptomicina. O numero de células foi determinado pela contagem em Camara
de Neubauer e ajustadas na concentragdo de 2 x 10° células por pogo.
Posteriormente, estas células foram entdo plaqueadas, em placas de 96 e incubadas
por 2 horas a 37 °C sob 5% de didéxido de carbono (CO2) para aderéncia. As células

ndo aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37 °C e, em seguida, foi
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adicionado 200 yL de meio de cultura e incubado novamente por 12 horas. Apds, foi
retirado o sobrenadante e lavado os pocos com PBS a 37 °C e tratado com meio de
cultura contendo o extrato da embauba nas concentracdes estabelecidas. O tempo de

incubagao das células com o extrato foi de acordo com cada experimento.

4.4 Dosagem da producgao de 6xido nitrico (NO)

Para a dosagem da produgao de NO foi realizado de acordo com o ltem 4.3,
apos 48 horas de incubagao, em seguida 100 puL do sobrenadante foram utilizados
para reagir com 100 uL do reagente de Griess (solugao 1:1 de naftiletilenodiamino
0,1% (p/v) em acido fosférico 5% (v/v) e sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em
acido fosférico 5% (v/v)) e aguardaram-se 10 minutos para a estabilizagdo da
formagao do produto (composto azo), sendo entdo realizada a leitura em leitor de
microplaca (BIOTEK modelo EPOCH) a 550 nm.

Para a producao de NO, utilizou-se como controle positivo lipopolissacarideo
(LPS) a 1 pg/mL e DMSO (0,6%) como controle branco. O NO foi determinado
indiretamente pela quantificagdo do nitrito (NO72) e os dados foram expressos em
micro molar (uM), através de curva-padrdo, obtida com concentragbes molares

conhecidas de nitrito de sédio (NaNO2) em meio RPMI, variando de 5 a 100 pM.

4.5 Determinagao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Os macrofagos peritoneais coletados de acordo com o item 4.3 foram
plaqueados a 2 x 10° células por poco, em placas de 96 pocos, deixando-se aderir a
37° C, sob 5% de COg, por 2 horas. Apos o tempo de aderéncia dos macréfagos, o
meio de cultura RPMI foi retirado e a placa lavada com PBS estéril a 37 °C, entao
adicionado em cada pogo as diferentes concentracdes do extrato, somente meio de
cultura RPMI como controle negativo, RPMI + DMSO (0,6%), como controle branco e
lipopolissacarideo (LPS) a 1 ug/mL, como controle positivo.

As células ficaram em tratamento a 37° C, sob 5% de COy, por 48 horas. Em

seguida, o sobrenadante foi retirado e separado para a realizagdo de dosagem de
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oxido nitrico (Item 4.7 metodologia descrita abaixo), e os pogos foram lavados
novamente com PBS estéril 37° C e em seguida, adicionados 200 yL de HBSS
(solugao balanceada de Hank) com MTT (brometo de (3-metil-[4-5-48 dimetiltiazol-2-
il]-2,5 difeniltetrazolio) a 5 mg/mL, e incubados a 37° C, sob 5% de COq, por 3 horas.
Apds isso, o sobrenadante foi removido e o cristal de Formazan formado foi dissolvido
em DMSO (150 uL por pogo).

Apds 10 minutos para a total solubilizacdo dos cristais de Formazan, foi
realizada a leitura em leitor de microplaca (BIOTEK modelo EPOCH), a 550 nm. Os
dados foram expressos em porcentagem e possibilitaram determinar a concentragao
citotéxica do extrato, necessaria para causar a morte de 50% das células viaveis
(CCsp). O CCsxo foi calculado através do programa GraphPad Prism 8.0, utilizando-se

modelo logaritmico de regressado nao-linear.

4.6 Avaliagao da atividade tripanocida sobre formas epimastigotas

Formas epimastigotas de T. cruzi foram mantidas em meio LIT (/iver infusion
triptose) através de repiques semanais. Ademais, foram submetidas na quantidade de
1 x 10° parasitas/pogo a diferentes concentragdes do extrato (5, 10, 15, 25, 50, 100,
150, 175, 200 e 300 upg/mL) durante 96 horas, sendo realizada a contagem dos
parasitas a cada 24h, em camara de Neubauer. Somente o meio LIT, sem extrato, foi
utilizado como controle, assim como o meio mais DMSO (0,6%), para verificar sua
interferéncia. Avaliou-se o efeito do extrato, por meio do percentual de inibicido do
crescimento dos protozoarios, comparando-se ao crescimento do parasita frente as
concentracoes de extrato. O farmaco padrao utilizado como controle positivo foi o BZN
(50 pg/mL).

As diferentes porcentagens de inibicdo, obtidas das concentragdes,
possibilitaram determinar a concentracao inibitéria do extrato necessaria para causar
a inibicao do crescimento de 50% dos parasitas (Clso). O Clso foi calculado através do
programa GraphPad Prism 8.0, utilizando-se modelo logaritmico de regressao nao-
linear. Com os valores de CCso e Clso foi possivel determinar o indice de seletividade
(IS) do extrato sobre a forma epimastigota do T. cruzi, utilizando a seguinte férmula:
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CC50
CI50

4.7 Cultivo das células Vero

Células Vero foram mantidas a -80 °C, em solugdo de congelamento,
contendo 10% de DMSO e 90% de SFB. Para os ensaios, as células foram
descongeladas em banho maria a 37° C e foram transferidas para frasco de 25 cm?
contendo meio RPMI suplementado com 10% de SFB, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL). Em seguida, as células foram armazenadas em estufa e
incubadas a temperatura de 37° C, contendo 5% de CO», as mesmas foram avaliadas
diariamente através do auxilio de microscépio invertido, modelo Nikon — Eclipse
TS100 e o meio RPMI foi trocado rotineiramente a cada 2 dias.

Ap0os atingir confluéncia superior a 80%, as células foram removidas do frasco
utilizando tripsina-EDTA 0,25%, transferidas para um tubo estéril cénico e
centrifugadas a 1500 rpm por 05 minutos, em temperatura ambiente. Apds o descarte
do sobrenadante, as células foram homogeneizadas em 1 mL de meio RPMI a 10%

de SFB para realizacao de subcultivos.

4.8 Avaliagao da atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas

Formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram mantidas por meio de
repiques semanais e os parasitas foram coletados por puncdo cardiaca, para a
realizacao dos ensaios de atividade tripanocida, conforme descrito no Item 4.2.1. Apos
a coleta, o sangue contendo os parasitas foram repassados para as garrafas contendo
as células Vero e incubados a temperatura de 37° C, contendo 5% de CO-. As células
foram infectadas pelas formas tripomastigotas e acompanhadas diariamente. A troca
do meio de cultura RPMI se dava a cada dois dias. Ele era retirado da garrafa com
auxilio de uma pipeta estéril, passado para um tubo Falcon e centrifugado por 20
minutos a 3000 rpm. O sobrenadante era descartado e o pellet contendo algumas

células que rotineiramente se desprenderam da garrafa, sendo que os parasitas eram
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contados em camera de Neubauer e devolvidos a garrafa e novo meio RPMI
acrescentado.

Apds os parasitas infectarem as células Vero ocorre o processo de
multiplicagéo, a visualizagao das formas amastigotas, que posteriormente rompem as
células e passam a infectar novas células Vero. Nesse processo ha aumento do
numero de formas tripomastigotas.

Para a realizacdo do experimento, utilizou-se concentracdo de 1 x 10°
parasitas por mL, que foram incubados em placa de 24 pogos contendo as diferentes
concentragdes do extrato (5 - 300 ug/mL) em RPMI. Apds 24 e 48 horas de incubagao,
0os parasitas viaveis foram contados em camara de Neubauer, empregando-se
microscopio Optico com aumento de 400 vezes. O efeito do extrato foi avaliado por
meio do percentual de inibicdo da viabilidade dos parasitas obtido ao compar o nimero
de tripomastigotas sob agao do extrato versus, o numero no meio puro. O farmaco
padréo utilizado como controle positivo foi o BZN (50 pg/mL).

As diferentes porcentagens de inibicdo, obtidas das concentragdes,
possibilitaram determinar a concentracao letal do extrato necessaria para causar a
morte de 50% dos parasitas (CLsp). O CLso foi calculado através do programa
GraphPad Prism 8.0, utilizando modelo logaritmico de regressao nao-linear. Com os
valores de CCso e CLso foi possivel determinar o indice de seletividade (IS) dos

extratos sobre a forma tripomastigota do T. cruzi, por meio da seguinte férmula:

CC50

IS = —%50

4.9 Experimento in vivo

4.9.1 Infecgao com Trypanosoma cruzi e tratamento com extrato de embauba

Os animais mantidos no biotério, de acordo com o item 4.2, foram separados
em dois grupos de seis animais, sendo ambos infectados com formas tripomastigotas,
obtidas conforme item 4.2.1. Os animais do Grupo 01 foram tratados por gavagem
oral com extrato de embauba (100 mg/Kg/dia), durante 10 dias, iniciando-se 4 dias

apos a infecgdo, ja os animais do Grupo 02 receberam RPMI contendo DMSO com
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concentracao igual ao usado no extrato (0,6%). Este experimento foi realizado duas
vezes, com 5 replicatas em cada uma delas, sendo que na primeira os camundongos
receberam 1 x 10° parasitas e no segundo experimento 5 x 102 parasitas. Os animais
infectados com a maior concentragcdo foram observados até o vigésimo dia de
infecgao, para se verificar a curva de sobrevivéncia dos mesmos sob uma dose letal.
Ja os animais infectados com a menor concentragao foram sacrificados com excesso
de anestésicos, no 14° de infecgdo. A dose de extrato de embauba escolhida para
esses experimentos foi baseada em dados da literatura.

Grupo 01: Animais tratados com extrato (T); Grupo 02: Animais tratados com
RPMI (Controle - NT).

4.9.2 Curva de parasitemia

A parasitemia foi avaliada utilizando a técnica de Brener e colaboradores (
1963), realizada através de 5 pL de sangue, obtidos da cauda do animal e analisado
50 campos entre lamina e laminula (22 mm x 22 mm) a cada dois dias, do quarto ao
ultimo dia de infecgdo. A curva foi determinada utilizando a média da contagem de

parasitas dos animais inoculados nos dois grupos.

4.9.3 Contagem de leucécitos e eritrécitos

Os leucécitos e eritrocitos dos camundongos foram coletados sob anestesia
por um pequeno corte na extremidade da cauda. O sangue periférico foi diluido com
PBS e liquido de Turk, para contagem de leucécitos 1/10 e para contagem de
eritrécitos 1/100 em camara de Neubauer. As analises foram realizadas no 1°, 4°, 8°

e 14° dias pos-infecgao.

4.9.4 Determinacao de citocinas e avaliagao da produgao de 6xido nitrico

Para essa analise os macréfagos peritoneais, células do bago e sangue foram

obtidos de animais eutanasiados no 14° dia.
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O sangue foi coletado em seringa heparinizada por pungao cardiaca do
animal anestesiado e o plasma foi obtido por centrifugagado do sangue a 3000 rpm por
10 minutos. Apds esse procedimento, uma nova dose de anestésico foi aplicada para
fim de eutanasia dos camundongos. Os niveis de IL-10 e TNF-a no plasma foram
medidos por kits comerciais de ELISA (Peprotech® Inc.) seguindo as instrugdes do
fabricante.

Os macrofagos peritoneais foram coletados de acordo com o item 4.3 e a
dosagem de NO foi realizada de acordo com o item 4.4. Os niveis de IL-10 e TNF-a
nos sobrenadantes foram quantificados como descrito anteriormente.

Os bagos foram removidos dos animais e dissociados suavemente em meio
RPMI 10% de SFB, usando triturador de tecido. Os glébulos vermelhos do bago foram
lisados por choque hipotbénico (PBS / agua 1:10, v/v) e o numero de esplendcitos
viaveis foi determinado em hemocitdmetro apds adicdo de azul de tripan 0,2% em
PBS. As células vidveis foram plaqueadas, 1 x 108 células por pogo, em microplacas
de 24 pogos e incubadas a 37° C sob 5% de diéxido de carbono (COz2). Apos 48 horas
de incubacao, os sobrenadantes foram coletados e a producdo de NO foi medida
como indicado anteriormente. Os niveis de IL-4 e IFN-y nos sobrenadantes foram
medidos por kits comerciais de ELISA (Peprotech® Inc.) seguindo as instru¢gdes do

fabricante.

4.9.5 Analise histopatolégica

Animais de ambos os experimentos tiveram os coragoes retirados para os
achados histoldgicos, sendo os mesmos fixados com solugéo de formaldeido 10% em
agua destilada durante 24 horas. Posteriormente, o material ficou em agua corrente
durante 48 horas e entdo foi estocado em alcool 70% até a inclusdo em parafina.

O material foi processado em cortes histoldgicos seriados de 5 micrometros.
A lamina com o material cortado, ainda em parafina, foi fixada em estufa a 80 °C
durante 24 horas. Apds isso, a lamina foi desparafinada, hidratada e corada pela
técnica de coloragdo Hematoxilina — Eosina (ANEXO II).

A técnica histolégica utilizada seguiu o protocolo do laboratério de Histologia

da Unioeste.
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4.10 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a estatistica analitica para comparacao das
meédias, através do teste de ANOVA foi utilizado pds-teste de Tukey. Para tanto,
adotou-se o nivel de confianca de 95%, adotando-se como significativo um p<0,05.
Utilizou-se o programa GraphPad Prism®, versao 8.0 e Microsoft Excel, ambos para
plataforma Windows 10 da Microsoft.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagcao do extrato

A extracao foi realizada em escala laboratorial por extracdo supercritica com
diéxido de carbono puro (CO2) e n-hexano como solvente, obtendo rendimento de
1,48%. O Material foi seco em forno a 40° C, por 3 dias, e posteriormente moido. O
tamanho médio das particulas (720 um) das folhas foram determinadas utilizando um
analisador de particulas Master Sizer (Malvern Instrument LTDA). O teor de umidade
das folhas (2,94 + 0,03% em peso) foi obtido utilizando o método gravimétrico para a

amostra a 105° C até a estabilizacdo da massa.

As folhas de embauba sido conhecidas devido a sua alta composicao de
flavonoides. No extrato de Hoscheid et al. (2020) foram identificados varios compostos
como esqualeno, acido ursdlico, acido pomdlico, B-sitosterol, vitamina E, a-amirina,
catequina, isovitexina e isoorientina. Sendo 30,35% de acido ursdlico, 15,76% de
esqualeno, 12,76% de acido pomdlico, 5,84% de vitamina E, 4,49% de catequina,
2,16% de a-amirina, 0,29% de isovitexina e 0,25% de isoorientina.

Segundo estudo de Machado e colaboradores (2021), os principais
compostos encontrados nas folhas de C. pachystachya foram flavonas c-glicosiladas,
acidos organicos, flavonas o-glicosiladas, catequinas, isoorientinas e orientinas.

Os metabdlitos encontrados no extrato das folhas de C. pachystachya sao
principalmente triterpenos, que sdo compativeis com a caracteristica ndo polar
supercritica de CO2. Da mesma forma, os compostos B-sitosterol, acidos ursolico e
pomodlico e a-amirina foram encontrados em extratos obtidos com solventes apolares.
Porém, a maioria dos estudos efetuou as extragdes utilizando solventes polares,
encontrando metabdlitos como flavonoides, acido clorogénico, orientina, vitexina,
isoorientina, entre outros. Isso explica as baixas concentragdes desses metabdlitos
no extrato de embauba (RIBEIRO et al., 2014; RIVERA-MONDRAGON et al., 2019b).

Apesar de nao ter sido encontrada na literatura a avaliagao utilizando
embauba contra T. cruzi, os principais compostos presentes no extrato ja foram
testados in vitro contra parasitas da familia Trypanosomatidae, como espécies de T.
cruzi ou Leishmania.

O extrato de embauba através da presenga de flavonoides, catequinas, pro-

antocianidinas, terpendides e compostos esterdides tem sido associado a atividade
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anti-inflamatérias como demonstrado por Rivera-Mondragén et al. (2019). Extratos
apolares das folhas de C. pachystachya, como hexano e diclorometano, dois desses
constituintes B-sistosterol e o acido pomdlico, reduziram a resposta anti-inflamatéria
em camundongos induzidos por carragenina (RIVERA-MONDRAGON et al., 2019).

5.2 Determinacgao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Para determinagcédo da viabilidade celular, realizaram-se trés experimentos
independentes em triplicata, conforme item 4.7.

A reacao de MTT foi usada para determinar a viabilidade de macréfagos
tratados com o extrato de embauba. A Figura 3 mostra que o extrato ndo promoveu
alteragao na viabilidade celular, pois a atividade mitocondrial das células tratadas com
a concentragao mais alta do extrato (300 ug/mL) foi comparavel a obtida pelo controle
negativo (apenas meio RPMI), ou seja, os extratos n&do foram téxicos para os
macrofagos. Considerando que nao foi possivel obter valor exato de CCsp, o indice foi
considerado > 400 (maior que 400 pg/mL), uma vez que as alteragdes sofridas pelas

células foram baixas em 300 pg/mL.
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Figura 3 - Viabilidade celular de macréfagos tratados com extrato de embauba. CN: Controle Negativo (meio RPMI); CB:
Controle Branco (meio RPMI + DMSO 0,6%).
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Conforme observado por Mesquita et al. (2018), extratos das folhas de
embauba obtidos a base de etanol apresentam menor custo e baixa toxicidade. O que
corrobora com os resultados do experimento com os macréfagos. Resultados obtidos
do potencial citotoxico de extratos da embauba induzem uma baixa toxicidade frente
a linhagens tumorais (ANDRADE et al., 2021).

Os flavonoides presentes no extrato da planta apresentam diversas atividades
biolégicas, agem como antioxidantes na ativagao dos radicais livres e possuem agao
sobre a inflamagéo e também no sistema imunoldgico, podendo ser associado a sua
solubilidade e aos grupos fendlicos que apresentam afinidade com as proteinas
(COSTA; HOSCHEID, 2018).

5.3 Avaliacao da atividade tripanocida sobre formas epimastigotas

Os resultados obtidos através do extrato da embauba sobre as formas
epimastigotas do T. cruzi, analisadas até o tempo de 96 horas, apontam que houve

uma reducao crescente na quantidade de parasitas até o tempo de 72 horas.
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Figura 4 - Efeitos do extrato de embauba sobre as formas epimastigotas de T. cruzi no tempo de 24 horas. Meio: Controle
negativo (Meio de cultura LIT). DMSO: Controle Branco (DMSO 0,6% + LIT). BZO: Controle Positivo (Benzonidazol).
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Na Figura 4 pode ser observado que o numero de epimastigotas no tempo de
24 horas nao diferenciou no meio e no DMSO, mostrando que o diluente do extrato

nao interferiu no experimento.
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Figura 5 - Efeitos do extrato de embauba sobre as formas epimastigotas de T. cruzi no tempo de 48 horas. * significativamente
diferentes do controle (Meio) * p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 respectivamente. Meio: Controle negativo (LIT). DMSO:
Controle Branco (DMSO 0,6% + LIT). BZO: Controle Positivo (Benzonidazol).

Na Figura 5, podemos observar que o extrato inibiu efetivamente o
crescimento dos parasitas em 48 horas. E possivel verificar que houve diferenca
significativa entre as maiores concentragdes do extrato (200 e 300 ug/mL) e do
parasitas tratados com BZN, quando comparado com o meio (p < 0,05). Isso mostra
que houve uma diminuicdo de 63,8% das epimastigotas, na concentragédo de 200
pg/mL, e de 62,8%, na concentragao de 300 pug/mL.

Com 72 horas de tratamento, observou-se que o crescimento dos parasitas
foi inibido também, sendo resultante da acao dos extratos, tendo em vista que o DMSO
nao estava influenciando nesse evento, como pode ser visualizado na Figura 6. Nas
concentracdes de 200 e 300 pg/mL o extrato foi capaz de inibir significativamente o

crescimento das epimastigotas, com diferenga para o controle negativo.
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Figura 6 - Efeitos do extrato de embauba sobre as formas epimastigotas de T. cruzi no tempo de 72 horas. * significativamente
diferente do meio. * p < 0,05 e *** p < 0,001 respectivamente. Meio: Controle negativo (LIT). DMSO: Controle Branco (DMSO
0,6% + LIT). BZO: Controle Positivo (Benzonidazol).

Faria e colaboradores (2017) testaram uma mistura contendo acido ursalico,
quercetina e miricetina contra formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi e obtiveram
inibicdo proxima a 80%, apds 72 horas na concentragdo de 10 pg/ml, enquanto o
extrato de embauba atingiu inibicdo semelhante (75%) na maior concentragao testada
(300 pg/ml). No entanto, o outro metabdlito encontrado no extrato de embauba, o 3-
sitosterol, ndo exerceu atividade antiprotozoaria, conforme relatado anteriormente na
literatura (EZZAT et al., 2017).

Extracoes diferentes levam a composicbes diferentes, e isso afeta
diretamente o grau de atividade. Ribeiro e colaboradores (2014) nao relataram
atividade de extratos etandlicos ou hexanicos contra L. amazonensis, e, embora n&o
tenham apresentado seus compostos, os resultados foram muito diferentes dos
obtidos por Cruz et al. (2013) que caracterizaram o flavonoide orientina como grande
responsavel pela inibicao apresentada por uma fragcao de um extrato etandlico.

Um extrato com acido pomodlico e [B-sitosterol apresentou acdo contra
Plasmodium falciparum e promastigotas de L. donovani com alto indice de
seletividade. Porém, quando os compostos presentes no extrato foram testados
isolados, a atividade foi atribuida as naftoquinonas, uma vez que o acido pomolico néao
demonstrou atividade isolada (TANTANGMO et al.,, 2010). Portanto, a acéo
tripanocida do extrato de embauba provavelmente se deve ao acido ursélico, pois esta
em maior quantidade no extrato, uma vez que os outros compostos nao atuaram

dessa forma na literatura.
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Observou-se ainda, que a inibicdo maxima alcancada pelo extrato foi de
81,7%, apds 96 horas na concentragcdo de 300 ug/mL, e a Clsg, apds 96 horas de
incubacéo foide 17,9 £ 1,2 ug/mL (Tabela 1).
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Figura 7 - Efeitos do extrato de embauba sobre as formas epimastigotas de T. cruzi no tempo de 96 horas. * significativamente

diferente do meio. * p < 0.05, ** p <0,01,*** p < 0,001 e **** p < 0,001 respectivamente. Meio: Controle negativo (LIT). DMSO:
Controle Branco (DMSO 0,6% + LIT). BZN: Controle Positivo (Benzonidazol).

O solvente do extrato (DMSO) ndo influenciou na inibigao dos parasitas, como
mostra a Figura 7, visto que os parasitas tratados com meio de cultura, mais o DMSO,
nao promoveram inibicao. Além disso, o BZN, medicamento de referéncia, utilizado
como controle positivo, inibiu o crescimento do T. cruzi conforme o esperado, com
inibicdo maxima de 98,8%.

5.4 Avaliacao da atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas

O efeito tripanocida do extrato sobre as formas tripomastigotas foi
demonstrado apos 48 horas, conforme Figura 8. O extrato mais RPMI apresentou
diferenga para as concentragdes superiores a 100 ug/mL, demonstrando que o extrato
de embauba nessas concentragdes possui acao contra o parasita. O meio também
diferiu significativamente do BZN (50 ug/mL), que inibiu o crescimento do T. cruzi,
como esperado.
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Figura 8 - Atividade tripanocida do extrato de embalba nas tripomastigotas do T. cruzi ap6s 48 horas de tratamento. Os valores
sdo a média + SEM de trés experimentos independentes, cada um realizado em triplicata (*) significativamente diferente do meio,
*p<0,05 *p<0,01e** p<0,001. Meio: RPMI; DMSO: RPMI mais DMSO (0,6%); BZN: Benzonidazol (50 pg/ml).

Apds as 48 horas de incubagéo, a CLsp foi calculada e resultou em 26,73 £
1,2 yg/mL, sendo que o percentual de mortalidade na maior concentragao (300 pg/mL)
foi de 90,7%, enquanto o controle positivo BZN atingiu 94,4% a 50 pg/mL, como
mostra a Tabela 1.

Os dados mostram que o extrato de embauba tem um alto potencial de
diferenciacao de células mamiferas e do parasita, com um IS > 22,35 quando
comparado com o medicamento referéncia para tratamento da doenga de Chagas, IS
31,40.

Tabela 1 - Dados de Clsg, CLsg € CCsp obtidos de epimastigotas e tripomastigotas de

T. cruzi e macréfagos murinos tratados com extrato de embauba.

Composto Epimastigotas Tripomastigotas Macréfagos IS (epi) IS (tripo)
(96 h) (24 h) CCoso (ug/ml)
CLso (ug/ml)
Clso (ug/ml)
Extrato 17,90+1,2 26,73%1,2 >400 >22,35  >14,96
BzO 3,13+1,1 7,30£2,0 98,4+1,3 31,40 13,50

Tabela 1 - Extrato supercritico de CO2 de embalba: Benzonidazol. IS (indice de seletividade): CCso / Clsoou CLso. A concentragdo
inibitéria ou letal de 50% (Clso ou CLso) foi calculada com base na redugéo percentual média de parasitas em comparagdo com
os controles ndo tratados por regresséo néo linear. A atividade citotoxica de 50% (CCso) foi calculada com base na redugéo da
viabilidade das células por meio de regresséo néo linear. Os resultados apresentados como média + desvio padrao (exceto para
CCso de embauba, que foi impossivel determinar um valor exato) de pelo menos trés ensaios representativos conduzidos em
triplicata.



46

O BZN ¢ ativado por uma enzima nitrorredutase mitocondrial, dependente de
NADH, levando a geragao intracelular de radicais nitritos que sao responsaveis pelo
efeito tripanocida (ALEXANDRE et al., 2014). Assim como os flavonoides e
procianidinas presentes no extrato atuam como removedores dos ions superoxidos e
radicais hidroxol, também reduzem a oxidacdo de membranas celulares por
restringirem o acesso de ROS, quelando metais participantes da reagado de Fenton
(OLIVEIRA; ESPESCHIT; PELUZIO, 2006).

5.5 Experimento in vivo

5.5.1 Atividade do extrato de embatiba

Os animais dos dois grupos foram infectados com as formas tripomastigotas
do T. cruzi, apos a infecgdo houve a contagem dos parasitas como no ltem 4.8.2 a
partir do 4° dia de infec¢ao, até o ultimo dia do experimento.

A Figura 9 mostra que os animais infectados com a menor dose denominados
Grupo 01 e tratados com o extrato apresentaram maior nivel de parasitas durante todo
o periodo de contagem e, no 10° dia da infecgdo, com diferenga significativa se
comparado ao grupo néo tratado.

O mesmo comportamento foi demonstrado nos niveis de parasitemia na
infeccao feita com maior quantidade de parasitas no experimento denominados Grupo
02, como mostra a Figura 10. Contudo, diferencas foram detectadas em dois dias de
seguimento (12° e 14°) onde houveram picos de parasitemia.

Segundo estudos de Tatakihara et al. (2008), camundongos BALB / c
infectados com a cepa Y e tratados com aspirina (inibidor da COX-1) e celecoxibe
(inibidor COX-2) apresentaram aumento da carga parasitaria a partir do 13° dia de
infeccdo. O uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) inibem seletivamente a
producao de IFN-y e TNF-a nas céulas do baco e NK, a alta letalidade apds o
tratamento pode estar relacionada ao quadro sistémico acentuado e a inibicao da
producao de NO.

O 4acido ursdlico (acido 3B-hidroxiurs-12-en-28-6ico) é um triterpendide
pentaciclico, utilizado como anti-inflamatério, antioxidante, antifungico, entre outros.

Estudos demostram que a administragdo de acido ursélico dimiui os niveis de
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interleucinas IL-1, IL-12, e IFN-y. Além disso, esse composto pode promover a
expressao de genes que codificam citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-10
(GUDOITYTE et al., 2021)

No estudo de Falkowski-Temporini et al. (2018), utilizando camundongos
Swiss, infectados com 1,4 x 103, houve um pico de parasitemia no 8° dia de infecgéo.
Apesar de serem cepas de camundongos diferentes, os animais Swiss tem perfil de

suscetibilidade semelhante ao do BALB / c, o que justifica essa semelhanca.
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Figura 9 - Curva de parasitemia de camundongos BALB / ¢ do Grupo 01 infectados com 5 x 102 formas tripomastigotas de T.

cruzi (Y) (média + desvio padrdo). Camundongos tratados com extrato de embauba (100 mg/kg/dia) (T) e camundongos néo
tratados (NT). (*) significativamente diferente entre os grupos, * p < 0,05.
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Figura 10 - Curva de parasitemia de camundongos BALB / ¢ do Grupo 02 infectados com 1 x 10% formas tripomastigotas de T.

cruzi (Y), (média + desvio padrao). Camundongos tratados com extrato de embautba (100 mg/kg/dia) (T) e de camundongos nédo
tratados (NT). (*) significativamente diferente entre os grupos, * p < 0,05.
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Os animais do segundo experimento, infectados com a maior dose de T. cruzi
foram acompanhados até o 20° dia de infecgéo e, nesse momento, os animais tratados
tiveram apenas 20% de sobrevivéncia, enquanto os nao tratados apresentaram 80%
de sobrevivéncia como mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Taxa de sobrevivéncia de camundongos BALB / ¢ do Grupo 02 infectados com 1 x 103 formas tripomastigotas de T.
cruzi (Y) tratados com extrato de embauba (100 mg/kg/dia) (T) e ndo tratados (NT).

Os animais foram pesados em dias alternados durante o periodo de infecgao.
A Figura 12 mostra que os animais infectados, mas que nao foram tratados, ganharam
peso, enquanto que com os animais infectados e tratados com o extrato de embauba
nao houve alteragdo em relagdo a perda ou ganho de peso. Além disso, apds o final
do experimento foi observado uma diferenga significativa entre os animais tratados e

nao-tratados, com o grupo nao-tratado mostrando maior peso.
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Figura 12 — Relagdo entre peso atual e peso inicial no oitavo e décimo quarto dia de infeccdo de camundongos BALB / ¢ do
Grupo 01 infectados com 5 x 102formas tripomastigotas de T. cruzi (Y). Média * desvio padrdo dos camundongos tratados com
extrato de embauba (100 mg/kg/dia) (T) e dos camundongos néo tratados (NT). * significativamente diferente entre os grupos
ou entre os periodos, *p < 0,05 e p < 0,001.

Nos animais submetidos a eutanasia, no 14° dia de infeccao, foram contados
eritrocitos e leucocitos sanguineos. A anemia caracteristica da doenga de Chagas
experimental aguda foi observada no dia 4° dia apds a inoculagdo como mostra a
Figura 13.

Os achados hematolégicos presentes na doenga de Chagas sao variados,
como moderada leucocitose, anemia e presenca de linfécitos atipicos (PINTO et al.,
2008). A infeccdo por T. cruzi esta associada as graves alteragdes hematoldgicas,
incluindo a trombocitopenia e neutropenia (TATAKIHARA et al., 2008). A anemia se
da pela deficiéncia de ferro, que conduz ao estado de imunodeficiéncia, aumentando
a suscetibilidade a infeccdo, uma vez que o ferro é essencial para manutencao dos
fluidos orgéanicos e na atuagao de energia celular e metabolismo (MIRANDA; BOTON;
ROCHA, 2014).
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Figura 13 - Concentragdo de hemacias de camundongos BALB / ¢ do Grupo 01 infectados com 5 x 102formas tripomastigotas
de T. cruzi (Y) e tratados com extrato de embauba (100 mg/kg/dia) (T) e ndo-tratados (NT). Os resultados sdo mostrados como
Média + desvio padrao dos animais dos grupos.

Outro parametro avaliado foi a contagem global de leucdcitos, como
observado na Figura 14, ambos os grupos tiveram o mesmo comportamento. No inicio
da infeccdo houve aumento dos leucdcitos, ja no pico da infecgdo, no 11° dia,
registrou-se leucopenia. A partir desse ponto, quando o nivel de parasitas diminuiu,
os niveis de leucécitos atingiram valores mais altos. Guerdes et al. (2012) também
observaram uma relac&do nao significativa entre os numeros de células sanguineas e

a parasitemia.
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Figura 14 — Numero de leucdcitos sanguineos de camundongos BALB / ¢ do Grupo 01 infectados com 5 x 102 formas
tripomastigotas de T. cruzi (Y) e tratados com extrato de embautba (100 mg/kg/dia) (T) e de camundongos n&o tratados (NT). Os
resultados sdo mostrados como Média + desvio padrao dos animais dos grupos.
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5.5.2 Determinagao das citocinas e dosagem de éxido nitrico

Para avaliar o efeito sistémico da infec¢do os macréfagos foram coletados e
0s parametros imunoldgicos medidos apds os 14 dias da inoculagéo, os resultados
demonstraram que o tratamento com extrato de embaulba apresentou uma diferenca
significativa entre os dois grupos, cujo grupo nao tratado (controle) produziu maiores

quantidades de NO nas condi¢gdes nado estimuladas e estimuladas por LPS, como
mostram as Figuras 15 e 16.
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Figura 15 - Dosagem de NO apds 48h de incubagéo produzidos por macréfagos peritoneais de camundongos BALB / ¢ do Grupo
01 infectados com 5 x 102 formas tripomastigotas de T. cruzi (Y). NT: Nao tratados com extrato de embatba; NT+: N&o tratados
com extrato de embauba + adigdo de LPS; T: Tratados com extrato de embauba; T+: Tratados com extrato de embauba + adigéo

de LPS. * significativamente diferente entre os grupos, * p < 0,05. Os resultados sdo mostrados como Média * desvio padrao dos
animais dos grupos.
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Figura 16 — Atividade de arginase apds 48h de incubagdo de macréfagos peritoneais de camundongos BALB / ¢ do Grupo 01
infectados com 5 x 10%formas tripomastigotas de T. cruzi (Y). NT: N&o tratados com extrato de embatba; NT+: Nao tratados com
extrato de embauba + adigdo de LPS; T: Tratados com extrato de embauiba; T+: Tratados com extrato de embalba + adigdo de

LPS. * significativamente diferente entre os grupos, * p < 0,05. Os resultados sdo mostrados como Média * desvio padrdo dos
animais dos grupos.
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De modo geral as citocinas IL-4 e IL-13 medeiam o desenvolvimento de
macrofagos ativados através da ligagao a cadeia alfa do receptor IL-4, a indugéo de
arginase (Arg)-1 nessas células esta associado a maior suscetibilidade a infecgéo por
parasitas da familia Trypanosomatidae. Nesse contexto, existem dois mecanismos
pelos quais a Arginase induzido por IL-4 pode neutralizar a fungao efetora contra o
parasita em macrofagos (DAR; HOLSCHER, 2018).

Como a Figura 16 mostra a atividade da arginase apés 48 horas de incubagao,
podemos verificar que a atividade maior ocorreu nos grupos ndo tratados e que o LPS
nao teve influéncia significativa.

Sabe-se que os macréfagos envolvidos na resposta Th1 produzem NO e ROS
induzindo a inflamagao, e que o LPS presente em varios microrganismos € uma
molécula que ativa os macrofagos envolvidos nessa resposta (MACHADO et al.,
2004).

A secregdao de TNF-a foi detectada no sobrenadante de macréfagos
peritoneais e ndo mostrou diferenca em condicbes ndo estimuladas, mas os
macrofagos das células que foram estimulados com LPS apresentaram diferenga.
Nessas condigdes, o grupo nao tratado produziu uma quantidade substancial de TNF-

a (p < 0,05), enquanto as células do grupo tratado n&o produziram (Figura 17).

15000~
)
£ 100004
(=2
e
7
LL -
LL 5000 "
" T
ol mum [

T
NT T NT+ T+

Figura 17 — Dosagem de TNF-a ap6s 48h de incubagdo de macréfagos peritoneais de camundongos BALB / ¢ infectados com 5
x 102 formas tripomastigotas de T. cruzi (Y). NT: N&o tratados com extrato de embauba; NT+: Nao tratados com extrato de
embauba + adigdo de LPS; T: Tratados com extrato de embaulba; T+: Tratados com extrato de embauba + adigdo de LPS. *
significativamente diferente entre os grupos, * p < 0,05. Os resultados sdo mostrados como Média + desvio padrao dos animais
dos grupos.

O tratamento dos animais com extrato nao pareceu influenciar na capacidade
de secrecdo de IL-10 em macrofagos peritoneais in vivo, mesmo na condigao

estimulada por LPS, como mostra a Figura 18.
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Figura 18 — Dosagem de IL-10 ap6s 48h de incubagdo de macréfagos peritoneais de camundongos BALB / ¢ infectados com 5
x 102 formas tripomastigotas de T. cruzi (Y). NT: N&o tratados com extrato de embauba; NT+: Nao tratados com extrato de
embauba + adigdo de LPS; T: Tratados com extrato de embatba; T+: Tratados com extrato de embauba + adigdo de LPS. Os
resultados sdo mostrados como Média + desvio padrao dos animais dos grupos.

As células do bago dos animais confirmaram a situagdo obtida nos
macrofagos peritoneais, visto que os esplendcitos dos camundongos nao tratados
secretaram mais NO em comparacao aos que receberam tratamento com o extrato

de embauba (Figura 19).
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Figura 19 — Dosagem de NO em 48 horas de células do bago de camundongos BALB / c infectados com 5 x 102 formas
tripomastigotas de T. cruzi (Y). NT: Nao tratados com extrato de embauba; NT+: N&o tratados com extrato de embaulba + adigéo
de LPS; T: Tratados com extrato de embauba; T+: Tratados com extrato de embauba + adigdo de LPS. * significativamente
diferente entre os grupos, * p < 0,05. Os resultados sdo mostrados como Média + desvio padrdo dos animais dos grupos.

A secrecdo de IL-4 foi maior em camundongos tratados do que em néao
tratados, ou seja, os esplendcitos secretaram mais IL-4 nos camundongos que
receberam o extrato de embauba, isso mostra um perfil anti-inflamatério do bago nos

animais que receberam extrato (Figura 20).
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Figura 20 — Dosagem de IL-4 ap6s 48h de incubagdo de células do bago de camundongos BALB / ¢ infectados com 5 x 102
formas tripomastigotas de T. cruzi (Y), Animais ndo tratados com extrato de embauba (NT). Animais tratados com extrato de
embauba (T). * significativamente diferente entre os grupos, * p < 0,05. Os resultados sdo mostrados como Média + desvio padréo
dos animais dos grupos.

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatdria, produzida por células T do padrdo Th2
e relacionada a suscetibilidade a infec¢ao por parasitas como o T. cruzi. A IL-4 reduz
a producao de IFN-y, bloqueando as citocinas do padrao Th1, permitindo a
persisténcia do T. cruzi e piorando o estado de infeccdo do animal, levando a
sobrevida da infec¢cdo que acarreta no pior prognostico do animal (DA SILVA et al.,
2018; PAVANELLLI, 2008).

Além da citocina IL-4 dosada no sobrenadante, o IFN-y também foi analisado.
Segundo Scarer e colaboradores. (2021), altos niveis de IFN-y sdo produzidos durante
a fase aguda da doencga, essa produgdo ocorre devido ao intenso estimulo do
macrofago para produzir IL-12 e IL-18. Através da dosagem dos niveis de IFN-y,
observou-se que os resultados foram semelhantes nos sobrenadantes de ambos os
grupos (Figura 21), mostrando que o extrato nao interferiu na produgéo da IFN-y frente

a infeccéo.
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Figura 21 — Dosagem de IFN-Y de células do bago de camundongos BALB / ¢ infectados com T. cruzi. Animais nao tratados com
extrato de embauba (NT). Animais tratados com extrato de embauba (T).

As células T CD4" aumentam a produgéo de TNF-a devido a infecgéo pelo T.
cruzi, diminuindo os fatores anti-inflamatérios como a IL-10 (RIOS et al., 2019). Sendo
assim, as citocinas plasmaticas dos animais reforgaram o perfil anti-inflamatério no
grupo tratado com os niveis de IL-10, sendo significativamente maiores em
camundongos que receberam o extrato de embauba, do que naqueles que nao

receberam como mostrado na Figura 22.
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Figura 22 — Dosagem de IL-10 de plasma de camundongos BALB / ¢ infectados com 5 x 102formas tripomastigotas de T. cruzi
(Y) e tratados ou ndo com extrato de embauba. Animais ndo tratados com extrato de embauba (NT). Animais tratados com
extrato de embauba (T). * significativamente diferente entre os grupos, *** p < 0,001. Os resultados sdo mostrados como Média
+ desvio padrao dos animais dos grupos.
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A dosagem de TNF-a do plasma nao diferiu no grupo tratado do grupo néo
tratado como mostra a Figura 23. O estudo de Duarte-Silva et al. (2020) observou

niveis aumentados de TNF-a no plasma apds infeccao por T. cruzi.
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Figura 23 — Dosagem de TNF-a no plasma de camundongos BALB / ¢ infectados com 5 x 102formas tripomastigotas de T. cruzi
e tratados ou ndo com extrato de embauba. Animais ndo tratados com extrato de embauba (NT). Animais tratados com extrato
de embauba (T). Os resultados sdo mostrados como Média + desvio padrdo dos animais dos grupos.

Durante a infecgado aguda da doenga de Chagas o TNF-a € uma das citocinas
que atuam na resisténcia ao parasita (SOARES et al., 2010). Na fase cronica da
doenca a funcao das células T sao alteradas, ocorrendo a diminuicdo da secrecio da
IFN-y conforme a progressao da doenga (RIPOLL et al., 2018).

Segundo estudo de Pissetti et al. (2009), as dosagens de IFN-y, IL-10 e de
TNF-a ndo apresentaram diferengas significativas entre os camundongos infectados

com T. cruzi e de camundongos nao infectados.

5.6 Analise Histolégica

Através da analise histologica dos dois grupos de animais, observou-se 0s
ninhos de amastigotas nos segmentos do corte histolégico do coragao. Como mostra

a Figura 24.
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Figura 24 — Fotomicrografia de laminas histolégicas das lesdes provocadas por T. cruzi nos coragdes dos camundongos BALB /

¢, corados com H&E, em aumento de 1000x (esquerda) e 400x (direita).

6 CONCLUSOES

A utilizagéo do extrato de C. pachystachya (embauba), obtido por extragao por
CO. supercritico, teve acdo tripanocida contra as formas epimastigotas e
tripomastigotas in vitro, a qual se deve provavelmente pela presenga do composto
acido ursdélico, pois os outros compostos presentes em maiores quantidades tém baixa
atividade relatada na literatura.

O extrato de embauba, utilizado in vivo oralmente em animais infectados por
T. cruzi, promoveu a piora do quadro dos animais em compara¢gao com animais nao-
tratados, quando analisados a parasitemia e a curva de sobrevivéncia. Essa piora do
quadro provavelmente se deve a acéo anti-inflamatoria do extrato, o qual promoveu
aumento de citocinas de perfil anti-inflamatério, tanto no plasma, quanto no bago, além

de diminuir a produgao de NO.
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8. ANEXOS

U unioeste

Universidade Estadsal do Ceste do Perana
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Amimais - CEUA

Autorizacao

O Protocolo n° 21-19 intitulado “Avaliagdo da acao anti-
Trypanosoma cruzi de extrato obtido por extragao a CO2 supercritico
de folhas de Embaiiba (Cecropia pachystachya)” sob a responsabilidade
de Rafael Andrade Menolli que envolve a producdo, manutencdo ou
utilizac3o de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para
fins de pesquisa cientifica encontra-se Aprovado para execugao, esta de
acordo com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentac3o Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do UNIOESTE em reunido de 05/07/2019. Essa
Autorizacdo ndo substitui o Certificado Experimental de realizacdo éfica da
pesquisa, necessitando do encaminhamento do Relatorio Final de
execucao do Projeto para sua emissao.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 01/08/2019 a 31/07/2020

Espécieflinhagemiraca Camundongo isogénico Balb/c

N. de animais 21

Pesolldade B0 dias/ 25 gramas

Sexo Fémeas

Origem Biotério da Universidade Estadual do Oeste do Parana

Cascavel, 18/07/2019
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w unioeste

Universideds Estadual do Oeste da Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizagao

O Protocolo n® 29/19 intitulado “Manutencéo de cepa infecciosa do
protozoario Trypanosoma cruzi em camundongos suscetiveis”, sob a
responsabilidade de Rafael Andrade Menolli que envolve a producao,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica encontra-se Aprovado para
execucdo, esta de acordo com as Normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do UNIOESTE em reunio de -
16/08/2019. Essa Autorizacdo ndo substitui o Certificado Experimental de
realizacdo ética da pesquisa, necessitando do encaminhamento do Relatorio
Final de execucdo do Projeto para sua emissao.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 01/08/2019 - Término:31/07/2022
Espéciefinhagemiraga Camundongo heterogénico - Balb/ C
N. de animais 312

Pesalldade Qualquer peso - qualquer idade
Sexo Qualquer sexo

Origem Biotério da Unioeste-Cascavel/PR

Cascavel, 19/08/2019

ol
N

Profa. Dra. Luciana Oliveira de Fariia
Coordenadora do CEUA
Portaria n° 3126/2018-GRE



unioeste

Universidade Estadual do Deste do Parana
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizagao

O Protocolo n°® 02-21 intitulado “Avaliacdo da atividade anti-
Trypanosoma cruzi de extrato de Cecropia pachystachya”™, sob a
responsabilidade de Rafael Andrade Menolli que envolve a producdo,
manutenc3o ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica encontra-se Aprovado para
execucao, esta de acordo com as Normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do UNIOESTE em reunido de
09/04/2021. Essa Autorizacdo ndo substitui o Certificado Experimental de
realizacdo ética da pesquisa, necessitando do encaminhamento do Relatorio
Final de execucdo do Projeto para sua emissao.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizago 00/D4/2021 a 31/12/2021
Espécieflinhagemiraga Camundongo isogénico - Balb/C
N. de animais 20

Pesal/ldade 30 gr - 60 dias

Sexo Fémeas

Origem Biotério da Unioeste

Cascavel, 13/04/2021

Profa. Dra. Sara Cristina Sagae Schneider
Vice Coordenadora do CEUA
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ANEXO Il

Montagem (inclusdo) de material em parafina (Paraplast®)

> Fixagao:

Colocar as pegas (material) em formol 10% tamponado (tampéao fosfato).

Fixar por 24 horas e lavar em agua corrente por 48 horas.
Estocar em alcool 70% até o inicio da inclusao.

> Desidratagao:

Material estocado em alcool 70%.
30 minutos em alcool 80% — 2 vezes.
30 minutos em alcool 95% — 2 vezes.

30 minutos em alcool 100% — 2 vezes.

> Diafanizagao:
Xilol + alcool 100% (1:1) — 30 minutos.
Xilol 100% (1 e 2) — 20 minutos.
Xilol PA — 20 minutos.

Infiltragdo:

Paraplast® + Xilol — 2 horas a partir do momento em que o Paraplast® derreter.

Paraplast® puro Il — overnight stay (pernoite) +/- 14 horas.

Paraplast® puro Ill — 3 horas.

» Inclusao:
Montar as caixinhas de papel no tamanho do material a ser incluso.
Pegar Paraplast® puro, encher a caixinha e orientar a peca.

Deixar endurecer a temperatura ambiente.

» Coloragao Hematoxilina — eosina.
Desparafinar, hidratar.

Hematoxilina 10 minutos — lavar 5 minutos em agua destilada.
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Alcool Absoluto por 30 segundos.
Eosina 5 minutos — lavar para retirar o excesso.

Desidratar, diafanizar e montar.
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