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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC), conhecida como tripanossomiase americana €
considerada uma doenca parasitaria fatal. E causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi e seu principal vetor € um triatomineo hematofago, conhecido como barbeiro.
Um dos aspectos mais importantes do curso da DC talvez seja a resposta imune,
pois as manifestacdes clinicas sdo dependentes de fatores inerentes ao parasita e
ao hospedeiro. Seu tratamento € parcialmente eficaz, baseado em medicamentos
como Benzonidazol (BZN) e Nifurtimox, mais eficazes se administrados na fase
aguda. No entanto, sua eficacia diminui com o tempo, e podem ocorrer efeitos
adversos. Cecropia pachystachya, uma planta conhecida como embauba, explorada
na medicina tradicional com varias propriedades, incluindo acdo anti-inflamatoria,
possui como um dos seus componentes o acido ursoélico, que ja demonstrou
atividade tripanocida na DC, inibindo o parasita em testes com camundongos.
Estudos com a planta embalba podem representar uma esperanca na busca por
novas opc¢des de tratamento e menos efeitos adversos. Buscou-se avaliar a acdo do
extrato de Cecropia pachystachya in vitro através da atividade anti-Trypanosoma
cruzi sobre formas amastigotas do T. cruzi em macréfagos peritoneais murinos.
Foram realizados também experimentos in vivo, analisando a toxicidade do extrato
em animais ndo-infectados, além de sua atividade na infec¢cdo experimental aguda
de T. cruzi em camundongos (BALB/c e C57BI/6) infectados. Na atividade in vitro foi
possivel observar que o extrato de embauba foi capaz de inibir a producéo de nitrito
em todas as concentragcdes, mas essa inibicao foi significativa na concentragéo de
300 ug/mL. Ao avaliar a toxicidade do extrato em animais nao infectados, com
relacdo aos leucdécitos sanguineos, a reducao mais significativa dos leucécitos entre
0S grupos, aconteceu no grupo tratado com o extrato. Em experimento com animais
infectados, suscetiveis BALB/c, o grupo tratado com extrato apresentou
porcentagem de sobrevivéncia de apenas 40% ao final do experimento, além de ser
0 Unico grupo que ndo diminuiu significativamente a quantidade de leucdcitos
sanguineos. Neste mesmo grupo, o extrato impediu um aumento significativo do
baco, quando comparado aos outros grupos. Em relacéo as citocinas TNF-alfa e IL-6
do soro dos animais BALB/c, estas estdo diminuidas no grupo tratado com BZN,
possivelmente devido a acdo do medicamento em diminuir a carga parasitaria. Ao
realizar o experimento em animais resistentes C57BI/6, notamos que em relacdo a
sobrevivéncia, o extrato sozinho foi capaz de diminuir a parasitemia dos animais e 0
grupo tratado com o extrato apresentou a mesma sobrevivéncia que o tratado com o
BZN. Ao analisarmos a producédo de nitrito, o grupo tratado com BZN teve a menor
producdo, enquanto o grupo da associacdo do BZN com o extrato teve a maior,
nesse caso, possivelmente o extrato da embauba interferiu no aumento da producéo
de NO. Em relacdo a concentracdes da citocina pro-inflamatoria IL-6 pode-se inferir
gque o extrato de C. pachystachya né&o foi capaz diminuir sua produgao em relacao
ao grupo controle (ndo-tratado), que apresentou a menor concentracéo de IL-6.

Palavras-chave: Cecropia pachystachya; Trypanosoma cruzi; Imunomoduladora.



ABSTRACT

Chagas Disease (CD), American trypanosomiasis, is a fatal parasitic disease. It is
caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, with its primary vector being a
hematophagous triatomine bug, commonly known as the "kissing bug.” One of the
crucial aspects influencing the course of CD is the immune response, as clinical
manifestations depend on factors inherent to both the parasite and the host. Its
treatment is partially effective, relying on medications such as Benznidazole (BZN)
and Nifurtimox, which are more effective when administered during the acute phase.
However, their efficacy diminishes over time, and adverse effects may occur.
Cecropia pachystachya, a plant known as "embauba" and utilized in traditional
medicine for various properties, including anti-inflammatory action, contains ursolic
acid as one of its components. Ursolic acid has demonstrated trypanocidal activity in
CD, inhibiting the parasite in mouse experiments. Studies involving the embautba
plant may offer hope in the search for new treatment options with fewer adverse
effects. This study aimed to assess the in vitro action of Cecropia pachystachya
extract through its anti-Trypanosoma cruzi activity on amastigote forms within murine
peritoneal macrophages. In vivo experiments were also conducted to analyze the
extract's toxicity in non-infected animals and its activity in the acute experimental
infection of T. cruzi in mice (BALB/c and C57BI/6). In vitro activity revealed that the
embauba extract inhibited nitrite production at all concentrations, with significant
inhibition observed at 300 pg/mL. Assessing extract toxicity regarding blood
leukocytes in non-infected animals showed a more substantial reduction in the group
treated with the extract. In experiments with infected animals, susceptible BALB/c
mice treated with the extract exhibited a 40% survival rate at the end, remaining the
only group that did not significantly decrease blood leukocyte count. Additionally, this
group prevented a significant increase in spleen size compared to other groups.
Concerning TNF-alpha and IL-6 cytokines in BALB/c animals' serum, the BZN-
treated group exhibited decreased levels, likely due to the drug's action in reducing
parasite load. In resistant C57BI/6 animals, the extract reduced parasitemia and
showed comparable survival rates to the BZN-treated group. Nitrite production
analysis revealed that the BZN-treated group had the lowest production. In contrast,
the BZN-extract combination group had the highest, suggesting the embauba extract
may interfere with increased nitric oxide production. Regarding pro-inflammatory
cytokine IL-6 concentrations, it can be inferred that C. pachystachya extract did not
decrease its production compared to the untreated control group, which exhibited the
lowest IL-6 concentration.

Keywords: Cecropia pachystachya; Trypanosoma cruzi; Immunomodulatory.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doengas Tropicais Negligenciadas

As Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs) compreendem uma lista de
dezoito condicbes médico-sanitarias, sendo doze delas com ocorréncia reconhecida
no Brasil (WHO, 2017). Estima-se que essas doencas estejam presentes em 149
paises e atinjam cerca de um bilhdo de pessoas, tendo um importante impacto na
morbidade dos individuos. Sdo enfermidades que ocorrem principalmente nos
tropicos, devido ao clima quente e Umido, e s&do predominantes em paises
subdesenvolvidos, por apresentarem condi¢cdes precarias de vida, onde grande
parte da populagcdo ndo tem acesso ao saneamento basico e &gua potavel
(VANLERBERGHE et al., 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, tais mazelas causam grandes
impactos sociais e econdmicos, pois pessoas afetadas por deficiéncias e
incapacidades causadas por DTNs, muitas vezes sofrem estigma em suas
comunidades, dificultando seu acesso aos cuidados necesséarios e levando ao
isolamento social (WHO, 2021).

No Brasil, as DTNs estdo presentes em todos os estados brasileiros e séo
consideradas um problema de salde publica, sendo importante causa de
incapacidade e morte prematura, afetando individuos de todas as idades, com maior
prevaléncia em homens, jovens, criancas (< 1 ano) e pessoas com idade mais
avancada (>70 anos) (MARTINS-MELO et al., 2018).

As doencas negligenciadas tém sido consideradas prioridade pelo governo do
Brasil, que instituiu em 2006, o Programa de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) em
doencas negligenciadas, com foco em sete doencas: dengue, doencas de Chagas,
leishmaniose, hanseniase, malaria, esquistossomose e tuberculose. A iniciativa
Ministério da Saude em parceria com a Fiocruz buscam controle e a erradicacao
dessas doencas através de financiamentos em pesquisas cujos resultados
contribuam para a conducdo da Politica Nacional de Saude e para a melhoria da
qualidade dos servicos prestados pelo Sistema Unico de Saude, com intuito de
beneficiar o maior nimero de pessoas e abordar os principais problemas de saude

da populacéo nacional (Ministério da Saude, 2008).

1.2 Doenga de Chagas
A doenca de Chagas (DC) é classificada como uma DTN e foi descoberta em

1909 pelo médico brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas. E também conhecida
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como tripanossomiase americana e considerada uma doenca parasitaria fatal.
Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam
infectadas, e na América Latina, 21 paises estdo em areas endémicas (WHO 2021).

No Brasil, agbes como controle quimico vetorial e um aumento na triagem de
candidatos a doacdo de sangue, desde 1975, geraram reducdes no numero de
casos da DC (DIAS et al.,, 2016) mesmo assim, estima-se que um (1) milhdo de
brasileiros estdo infectados, especialmente devido a variabilidade de vetores
existentes e a grande quantidade de migracOes para areas endémicas (HOTEZ et
al., 2014).

A DC é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e classificada como uma
antropozoonose. O principal vetor é um triatomineo hematofago, do género triatoma,
popularmente conhecido como barbeiro. Sua transmisséo pode ocorrer ao homem
via vetorial (repasto sanguineo com excretas de triatomineo na pele ou mucosa
lesada); via transfusional, por transfusdo de hemoderivados ou transplantes de
orgaos por doadores contaminados; via vertical ou congénita entre gestante e feto;
acidentes laboratoriais; e, até mesmo, por via oral (BALIZA et al., 2018; FERREIRA
et al., 2014; SILVA et al., 2020).

Conforme ilustrado na figura 1, o parasita T. cruzi € um protozoario flagelado
intracelular, que possui trés morfologias principais: epimastigota, forma replicativa
encontrada apenas no triatomineo; tripomastigota, encontrada na circulagédo
sanguinea do hospedeiro vertebrado e responsavel pelo inicio da infeccdo; e
amastigota, que se replica intracelularmente nas células do hospedeiro vertebrado
(OLIVEIRA et al., 2008). Apresenta um ciclo biologico do tipo heteroxeno, alternando
entre o hospedeiro vertebrado e o invertebrado. Na transmissao vetorial, as fezes do
inseto, contendo a forma tripomastigota metaciclica, sdo depositadas préximas ao
local onde o triatomineo realizou a picada, possibilitando que essas formas
adentrem o organismo do hospedeiro vertebrado (SOUZA NETO et al., 2020). Em
seguida, alcancam a corrente sanguinea e infectam varias células fagociticas e néo-
fagociticas. Dentro das células, as formas tripomastigotas transformam-se em
amastigotas e iniciam o processo de multiplicacdo por divisédo binéria. Apés intensa
replicacdo, o0s amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos
flagelados, que rompem a célula, podendo infectar células préximas ou se
disseminar e invadir células e tecidos em locais distantes do corpo. Os
tripomastigotas podem infectar outros triatomineos no momento do repasto

sanguineo, reiniciando o ciclo biolégico no hospedeiro invertebrado. No intestino do
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vetor, 0s tripomastigotas se transformam em epimastigotas, e depois em
tripomastigotas biologico (GIRONES et al., 2005).

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inseto ingere sangue, depostando
@ !rivomastigotas metacickcos que entram @0 Tripomastigotas metacichicos penetram vérios
pela ferida ou por membranas mucosas lipos celulares no local de entrada. Dentro das

d’. células, se transformam em amastigotas
LY 77 LN

tripomastiootas metacichcos g
no intestino posterior O

multiplicam no intestino @
% Ingeto s& nutre de sangue

epmastigotas no (tripomastigotas ingeridos)

intestino médio \o
/‘X)
b o Amastigotas intracetulares
se transformam em tripomastigotas,

que entram No sangue ao
estourarem as células

o Amastigotas se multiphicam por
Tripomastiqotas fiss&o binéria dentro das células
podem infectar outras dos tecidos infectados
celulas e se transformar em

amastiqotas intraceluares
em novos locais

Fonte: Adaptador de Center for Disease Controland Prevention (2019).
Figura 1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi, parasita causador da doenca de Chagas.

As manifestacdes da DC podem se apresentar em trés fases: a fase aguda, a
fase crénica assintomatica e a fase cronica sintomatica. Os sintomas da fase aguda
costumam ser caracterizados por febre, mal estar, sinal de Romana (nédulo na
regido ocular), chagoma de inoculacdo (nédulo cutédneo), alta parasitema, dentre
outros (DA SILVA et al., 2019). No caso da fase cronica, 70% das infec¢cbes sao
assintomaticas, enquanto 20 a 30% apresentam manifestacdes irreversiveis, como
cardiopatia chagasica, alteragBes no trato digestivo (megacoélon e megaesodfago) e
mudancas neuroldgicas que podem ser fatais (OPAS/WHO 2019; TARLETON 2016).

Algumas acdes simples auxiliam na prevencao da transmissao, como colocar
mosquiteiros e telas metalicas em janelas e portas para evitar a entrada do vetor, e 0
uso de roupas compridas e repelentes, principalmente a noite, por ser o periodo de
maior infecgéo (SIMIONI, 2019).
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Atualmente, a terapéutica da DC permanece parcialmente ineficaz, pois no
mundo inteiro, dispde-se apenas de dois farmacos para combater especificamente o
parasita: Benzonidazol (BZN) e Nifurtimox. No Brasil, a Unica droga disponivel no
momento para o tratamento € o BZN. O Nifurtimox teve a sua comercializacao
interrompida na década de 1980, sendo disponibilizado pelo Ministério da Saude
(MS) em casos especificos de resisténcia ou graves efeitos colaterais associados ao
BZN (AMATO et al., 2009; PONTES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, se administrados logo apés a
infeccdo, no inicio da fase aguda, ambos os medicamentos sdo totalmente eficazes
na cura da doencga, incluindo os casos de transmissdo congénita. No entanto, a
eficAcia de ambos diminui, quanto mais tempo a pessoa esté infectada, e as reacdes
adversas sao mais frequentes em idades mais avancadas (WHO, 2023).

Embora o uso clinico do BZN seja considerado seguro, efeitos adversos
relativamente frequentes tém sidos descritos na literatura. Dentre os mais graves
estdo a dermatopatia alérgica, depressdo da medula éssea e a polineuropatia
periférica, que em alguns casos, pode acarretar a interrup¢cdo do tratamento
(AMATO et al., 2009; MORILLO et al., 2015; CANCADO et al., 2002).

1.3 Interagcdo com o sistema imune do hospedeiro

Um dos aspectos mais importantes do curso da DC talvez seja a resposta
imune, pois as manifestacdes clinicas sdo dependentes de fatores inerentes ao
parasita e ao hospedeiro (SILVA et al., 1992). Apé6s ultrapassar as barreiras fisicas
da pele e mucosas, a infeccdo pelo T. cruzi induz uma resposta inflamatéria pela
imunidade inata e adaptativa, humoral e celular do hospedeiro, dispondo de diversos
mecanismos para evadir e modular a resposta imune em prol de sua sobrevivéncia
(ACEVEDO et al., 2018).

A figura 2 demonstra a cascata de eventos da imunidade inata e adquirida,
gue ocorrem durante o curso da infeccdo. Durante a infeccdo, a imunidade inata
desempenha papel fundamental, controlando a replicacdo e disseminagcdo do

parasita e atuando na patogénese da doenca. (SILVA et al., 1992).
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Figura 2 Imunidade inata e adquirida durante a infec¢@o por Trypanosoma cruzi.
Fonte: JUNQUEIRA et al, 2010.

Células com papéis na imunidade inata, como células natural killer (NK),
células dendriticas e macréfagos, sdo elementos-chave no controle inicial da
replicacdo de T. cruzi. As células NK limitam o crescimento parasitario e promovem
o desenvolvimento da imunidade adaptativa (SCOTT et al., 1995). O macréfago é o
principal atuante contra o parasita, pois, no inicio da infeccdo, quando o T. cruzi é
fagocitado por macrofagos, ocorre inducdo da producdo de interleucina-12 (IL-12),

by

gue age sobre as células NK levando a sua ativacdo. Ha entdo o aumento da
producao de IL-12 e interferon gama (IFN-y) este, com o auxilio do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), atua sobre o macréfago, induzindo a ativagdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS) e levando a sintese de radicais livres de oxigénio
(superdxido) e de nitrogénio (peroxinitrito), que possuem atividade téxica contra o
parasita (ALIBERTI et al., 1996).

As espécies reativas de oxigénio (ROS), geradas pela resposta a infeccéo do
T. cruzi, provem da redugdo do oxigénio, gerando um grupo de ions, moléculas e
radicais altamente reativos. As espécies reativas atuam principalmente causando
sérios danos em macromoléculas biolégicas, tais como, lipidios, acido

desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e proteinas (KLAUNIG et al.,
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2011). Participam também de processos biolégicos, tais como a biossintese
hormonal, sinalizagéo celular e destruicdo de patdégenos intracelulares (ROMA et al.,
2016).

Em contrapartida, hda a producdo de citocinas regulatorias, como a
interleucina-10 (IL-10), o fator de crescimento tumoral (TGF-B) e a interleucina-4 (IL-
4) que agem inibindo INOS, levando ao aumento da replicagéo do parasita (WIRTH
& KIERSZENBAUM 1985; SILVA et al., 1991; ABRAHAMSOHN & COFFMAN 1996;
HOLSCHER et al., 1998; SILVA et al., 1998). Estas citocinas produzidas durante a
resposta imune inata conduzem a resposta imune adaptativa para os diferentes
perfis de resposta imune como os perfis Thl e Th2 (SILVA et al., 1992).

As células Thl produzem IFN-y e induzem resposta imune efetora
predominantemente celular, essencial para a defesa do hospedeiro, enquanto
células Th2 produzem principalmente IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, atuando na resposta
imune humoral. As citocinas IFN-y, TNF-a e IL-12 atuam sobre linfocitos ThO
levando sua diferenciacdo para um perfil Thl que é amplificado pela producéo de
mais citocinas inflamatérias. Esse processo ativa mecanismos efetores da imunidade
adaptativa, como os linfécitos T citoliticos (CD8), estimulando sua diferenciacéo e
proliferacédo (SILVA et al., 1992; HOLSCHER et al., 1998; SILVA et al., 1995; VESPA
et al., 1994; CARDILLO et al., 1996). Os linfocitos T CD8 s&o as principais células
envolvidas na defesa contra agentes infecciosos intracelulares, e podem destruir as
células parasitadas pelo T. cruzi que apresentam antigenos do patégeno via MHC-I.
(DE SOUZA et al., 2004).

O sistema complemento € um dos principais integrantes da resposta imune
inata, e atua na opsonizacao do patdgeno, no recrutamento de células fagociticas e
provocando a lise parasitaria por meio de uma cascata de eventos proteoliticos, a
fim de interromper a infeccdo (CESTARI et al, 2010). O processo de ativacao deste
conjunto de proteinas plasmaticas pode ocorrer por trés vias, classica, alternativa e
da lectina, as quais estdo suscetiveis a interferéncia e modulagdo de moléculas
expressas na superficie do parasita (LIDANI et al., 2017), em especial, as vias
alternativas e das lectinas, que representam a primeira linha de defesa do organismo
contra os parasitas (LAMBRIS et al., 2000).

O éxito do parasita em estabelecer uma infeccdo é estreitamente relacionado
as varias formas evolutivas em seus ciclos de vida, jA que a metaciclogénese
concede as ferramentas necessarias a tripomastigota para sobreviver ao sistema

imune do hospedeiro. Ademais, apenas as formas evolutivas que estejam expostas
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a acao do sistema complemento durante a infeccdo € que irdo apresentar
adaptacdes especificas para evasao do parasita (JOKIRANTA et al., 1995).

No decorrer das transformacgfes de suas formas evolutivas, o Trypanosoma
cruzi adquire proteinas de membrana que permitem a sua sobrevivéncia
(JOKIRANTA et al., 1995). Para conseguir resistir e estabelecer a infec¢do, o T. cruzi
expressa moléculas de ligacdo do complemento, como a calreticulina, uma proteina
ligada a superficie da tripomastigota de Trypanosoma cruzi (TcCRT); proteina
reguladora do complemento de T. cruzi (TcCRP) ou gp 160; proteina inibidora do
receptor C2 do complemento trifuncional de Trypanosoma cruzi (TcCRIT); gp 58/68
e Fator Acelerador de Decaimento de Trypanosoma (T-DAF). (CESTARI et al., 2010;
LIDANI et al., 2017).

O T-DAF é uma proteina de superficie presente na tripomastigota metaciclica
e na tripomastigota sanguinea (RIMOLDI et al., 1988). O T-DAF se liga as proteinas
do complemento e acelera a dissociacdo das C3 convertases, levando a inibicdo de
sua atividade catalitica e inibindo as trés vias do sistema complemento
(TAMBOURGI et al., 1993; CESTARI et al.; 2010).

A proteina gp 58/68 € uma glicoproteina que faz parte do receptor
fibronectina/colageno, importante na fixagdo do T. cruzi as células dos mamiferos. E
encontrada na superficie das tripomastigotas ou liberada para o meio extracelular, e
possui acao reguladora através da sua ligacdo ao fator B, evitando, a formacao da
C3 convertase da via alternativa. (FISCHER et al., 1988; OUAISSI et al.,, 1986;
VELGE et al., 1988).

A Glicoproteina 160 (gp 160) também € uma proteina reguladora presente na
membrana de tripomastigotas e também liberada espontaneamente em meio de
cultura. Apresenta a capacidade de unir-se aos fragmentos C3b e C4b evitando a
formacéo da C3 convertase da via alternativa e via classica (NORRIS et al., 1994).

Descoberta nos anos 2000, a TcCRIT é encontrada na superficie de
tripomastigotas e esta relacionada a alta resisténcia dos parasitas a lise mediada
pelo sistema complemento. E capaz de inibir a clivagem de C2 por MASP2 ou C1s,
evitando a formacdo da C3 convertase pela via classica e via das lectinas (INAL et
al., 2005).

Uma dultima proteina envolvida na evasdo do parasita, a TcCRT tem a
capacidade de evitar a clivagem do C4 e, assim, inativar a cascata do complemento
durante sua fase de ativacdo pela via das lectinas (FERREIRA, MOLINA et al.,
2004).
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O aparecimento e aumento de anticorpos especificos IgG1, IgG2a e IgG2b
estdo envolvidos na eliminacao de formas sanguineas do parasita e sdo observados
no inicio da fase crénica (BRENER et al., 2000; KRETTLI et al.; 1982). Para
sobreviver aos eventos da resposta imune, um dos mecanismos de modulacédo e
evasdo do T. cruzi se da através da producdo de diferentes isotipos de
imunoglobulinas, que podem contribuir para a resisténcia do hospedeiro contra a
infeccdo ou causar danos teciduais decorrentes de reacfes inflamatoérias
exacerbadas (PEREZ-ANTON et al., 2019).

Essas respostas sdo importantes para o controle tecidual e da parasitemia,
mas ndo sdo capazes de eliminar a infeccdo parasitaria, pois 0 sucesso da infec¢édo
depende principalmente da capacidade de resistir ao ataque oxidativo,
principalmente dos macréfagos do hospedeiro, levando a doenca crénica (GIRARD
et al., 2018).

1.4 Diferencas imunoldgicas entre linhagens de camundongos BALB/c e

C57Bl/6

Sabe-se que linhagens de camundongos BALB/c e C57BL/6 podem
apresentar respostas imunolégicas diferentes, e isso pode influenciar o curso da
infeccdo pelo parasita, incluindo a parasitemia e desfecho com intervencao
farmacoldgica (FERREIRA et al., 2018).

No presente trabalho, foram utilizados nos experimentos realizados, duas
cepas de camundongos, BALB/c e C57BI/6, que demonstram respostas
imunologicas diferentes, o que pode influenciar principalmente a parasitemia e o
desfecho de uma intervencéo durante o curso da DC. Por esse motivo, € necessario
entender como cada linhagem se comporta durante a infeccdo pelo Trypanosoma
cruzi.

Camundongos BALB/c e C57BL/6, infectados com T. cruzi com a cepa Y —
DTU Il, em diferentes concentracdes 1x10° e 5x10? por via intraperitoneal,
apresentam o tempo para o0 pico da parasitemia semelhante, porém a injecado de
maior concentracdo do parasita, promove um pico maior de parasitemia (PEDRA-
REZENDE et al.,, 2021). Ainda, os camundongos C57BL/6 apresentam niveis de
parasitemia menores comparados aos camundongos BALB/c, além de apresentarem
taxa de sobrevivéncia superior aos BALB/c (PEDRA-REZENDE et al., 2021).De
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forma ampla, os animais da linhagem C57BL/6 apresentam uma resisténcia e
controle do T. cruzi, apresentando uma melhor evolucdo da infec¢cdo, com baixa
carga parasitaria nos tecidos, além de menor quantidade de células inflamatérias.
Este perfil € parecido utilizando diferentes concentracdes do parasita, apresentando
evidéncias da suscetibilidade dos camundongos BALB/c ao T. cruzi (VESPA et al.,
1994).

A alteracdo da cepa e até mesmo da concentracdo do in6culo para infeccao
pode alterar o tempo do pico da parasitemia, que € o caso da infeccdo com
camundongos C57BL/6 infectados com T. cruzi cepa VL-10 na concentracdo de
5x10%, com o pico da parasitemia ocorrendo no dia 27 apés infeccdo. (MARIA et al.,
2017). No estudo de SANTOS et al, 2015, foi realizada infeccdo com 5x10° parasitas
e a cepa Y de T. cruzi, por infec¢do intraperitoneal em camundongos C57BL/6 para
avaliar diferentes abordagens de tratamento usando Benzonidazol e Suramin. Os
animais infectados e nao tratados apresentaram um pico de parasitemia no 6° dia,
com uma taxa de mortalidade de 40% (SANTOS et al., 2015).

A carga parasitaria de 1x102 tripomastigotas da cepa Y foi utilizada por
ALVES et al.,, 2019, para realizar uma infeccdo por T. cruzi em C57BIl/6, e a
parasitemia atingiu o pico no 9° dia (ALVES et al., 2019). Também parece que uma
guantidade menor de T. cruzi influencia o curso do pico de parasitemia, como
mostrado em camundongos C57BI/6 infectados por via intraperitoneal com 1x102
tripomastigotas da cepa colombiana, que tiveram o pico de parasitemia no 42° dia
pos-infeccdo, e uma taxa de sobrevivéncia de 80%, considerando um
acompanhamento de 90 dias p6s-infeccao (SILVERIO et al., 2012).

Em sintese, diferentes cepas e concentracdes de T. cruzi, linhagem de
camundongos e tipos de acompanhamento foram usados pelos pesquisadores
nesse campo. Compilando os dados, os camundongos BALB/c e a cepa Y, além da
via intraperitoneal de infecgéo, sdo os modelos animais mais comumente usados
para a doenca de Chagas. A carga parasitaria e a cepa de T. cruzi irdo definir o

curso da parasitemia e a taxa de mortalidade.

1.5 Cecropia pachystachya Trécul
Cecropia pachystachya (Figura 3) pertence a familia Urticaceae e é
popularmente conhecida como embauba branca. No territério brasileiro ocorrem

cerca de 100 espécies do género Cecropia, sendo encontradas no Norte,
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principalmente na Floresta Amazonica, parte do Centro-Oeste e nas regides Sudeste
e Sul (PACHECO et al., 2014; SOUZA et al., 2014).

Figura 3 Folhas de embauba branca — Cecropia pachystachya Trécul

Foto: Jo&o Medeiros CC 2.0

As folhas sdo utilizadas na medicina tradicional com propriedades
antitussigena, expectorante, antiasmatica (YURQUINA et al., 2008), hipoglicemiante
(ARAGAO et al., 2010), anti-hipertensiva, diurética, anti-inflamatoria, além de serem
utilizadas no tratamento de infecgdes pulmonares (PACHECO et al., 2014).

Estudos fitoquimicos da planta identificaram a presenca de diferentes
compostos como flavonoides (ARAGAO et al.,, 2010; COSTA et al., 2011),
proantocianidinas (LACAILLE-DUBOIS et al., 2001) e terpenoides como acidos
ursélico (HIKAWCZUK et al., 1998), pomdlico, oleandlico e torméntico, Bsitosterol,
sitosterona e a-amirina (HIKAWCZUK et al., 1998; UCHOA et al., 2010).

Os flavonoides possuem capacidade de modular a expressao génica pro-
inflamatoria das enzimas ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LPO), e também
ativam o fator nuclear kappa 3 (NF-kf) (BASTIANETTO et al., 2000). O NF-k3 é uma
proteina reguladora da expressao génica de imunoglobulinas em linfécitos B (SEN et
al., 1986), e pode ser ativado por diversos estimulos extracelulares, incluindo
citocinas pro-inflamatdrias como o TNF-a e a IL-1, fatores ativadores de linfocitos T e
B, LPS bacteriano, proteinas virais, fatores de crescimento e fatores indutores de

estresse (MCKAY et al.,, 1999). Além do mais, o fator nuclear NF-kp também é
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descrito como um dos mais importantes reguladores pro-inflamatorios de expressao
génica, sendo responsavel por mediar a sintese de diversas citocinas, como TNF-q,
IL1B, IL-6, e IL-8, bem como a COX-2. (TAK et al., 2001; LEE et al., 1998). No curso
da inflamacdo, os flavonoides neutralizam a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e evitam a degradacéo do tecido conjuntivo. (KIM et al., 2004).

O &cido ursolico € um triterpeno pentaciclico de origem natural e possui varias
propriedades medicinais importantes, como anti-inflamatério, analgésico (SILVA et
al.; 2006), hepatoprotetor, antitumoral (LIU, 1995) e cardioprotetor (SENTHIL et al.;
2007). Diversos resultados demonstraram o potencial do acido ursolico como
tratamento para DC. Sua atividade tripanocida em tripomastigotas do parasita, foi
descrita pela primeira vez em experimentos in vitro, por Cunha et al. em 2003
(CUNHA et al.; 2003). Esse mesmo grupo relatou, em 2006, uma reducédo de
parasitas de 75,7% durante o pico parasittmico em camundongos (CUNHA et al,;
2006).

Segundo estudos, a atividade anti-inflamatéria do &cido ursélico é atribuida a
inibicdo de diferentes eventos de resposta inflamatoéria, e seus principais alvos
inflamatorios incluem transcritores e interleucinas pro e anti-inflamatorias (KASHYAP
et al., 2016; ZERIN et al., 2016). Uma demonstracdo da atividade anti-inflamatoria
do &cido ursodlico foi realizada em um estudo com extrato de folhas de goiaba. Os
pesquisadores confirmaram que o &cido ursolico pode inibir a producdo de oOxido
nitrico induzida por LPS em células RAW264.7 inibindo a expressao de iNOS (KIM
et al., 2015). Em outro experimento utilizando camundongos Sprague-Dawley
machos, foi detectada a expressdo do gene inflamatério INOS em um modelo de
inflamacédo aguda induzida por LPS. O estudo sugeriu que o LPS induziu a
expressdo de INOS, mas a administracdo concomitante de acido ursélico suprimiu a
expressdo dessa enzima, mostrando que o &cido ursdlico tem atividade anti-
inflamatoria benéfica e pode ser usado para prevenir e tratar a inflamacao (ZHANG
et al., 2017).

Segundo a revisdo de DAGA et. al (2020), os extratos de C. pachystachya
provavelmente afetam o0s mecanismos desencadeados pelos mediadores
inflamatorios, por possuirem altos niveis de polifendis que sdo antioxidantes e atuam
tanto na eliminacdo de radicais livres, quanto na inibicdo enzimas da cascata pro-
inflamatoéria.

E fundamental que sejam buscadas alternativas de tratamentos para Doenca

de Chagas, que sejam acessiveis e aplicaveis nas diferentes realidades brasileiras.
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Como andamento de estudos relativos aos efeitos leishmanicidas da Embauba e,
considerando a possibilidade de resultados replicAveis por serem parasitas com
semelhancas filogenéticas e morfoldgicas, pretendeu-se aqui demonstrar a atividade
de extrato da planta sobre o Trypanosoma cruzi.

2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-Trypanosoma cruzi e imunomoduladora do extrato
obtido das folhas de Embauba em camundongos infectados com o parasita

Trypanosoma cruzi.

2.2  Objetivos especificos

a) Realizar a infeccéo intraperitoneal de camundongos C57BL/6 e BALB/c
com acepa Y de T. cruzi

b) Avaliar a parasitemia e alteracdes celulares sanguineas dos animais
tratados ou ndo com o extrato de embauba em grupos infectados e ndo infectados
com T. cruzi.

C) Examinar a atividade imunomoduladora do tratamento com extrato de
embauba em camundongos infectados com o parasita T. cruzi, por meio da
dosagem de citocinas plasmaticas.

d) Avaliar a atividade imunomoduladora do tratamento com extrato de
embauba em camundongos infectados com o parasita T. cruzi, por meio da
dosagem de citocinas produzidas pelo baco ex vivo.

e) Investigar a acdo do extrato de C. pachystachya sobre macrofagos
infectados pelo T. cruzi in vitro, analisando-se o numero de formas amastigotas
intracelulares, assim como a quantidade de Oxido nitrico e citocinas no sobrenadante
da cultura.

f) Investigar a toxicidade in vivo do extrato supercritico de C.
pachystachya em animais néo infectados, por meio da dosagem de metabdlitos
séricos, como uréia, AST, ALT e CK.

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Aspectos éticos da pesquisa

O projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais com animais
da Universidade Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE. A pesquisa foi
aprovada pelo parecer: Certificado Experimental no Uso de Animais em Pesquisa No
05/23 — CEUA (Anexo |). A autorizacdo para manutencdo das cepas infecciosas de

T. cruzi consta no Anexo Il, parecer n® 29-19.

3.2 Extratos

3.2.1 Material vegetal

As folhas sadias (somente folhas, sem os talos) de Cecropia pachystachya
foram coletadas em pontos aleatérios de arvore na cidade de Quatro Pontes, Parana
(S 24°3540,56” e O 53°57°46,60”)SisGen numero: A27B52F. Folhas com face
superior aspera e a inferior com densa camada de pélos esbranquicados. As folhas
possuiam de 9 a 13 segmentos, com incisbes que as vezes atingiam o peciolo. O
material foi seco em estufa a 40°C por 3 dias e foi moido em moinho de facas.As
espécies foram identificadas pelo Herbario da Universidade Estadual do Oeste do

Parana e uma exsicata (n° 3000) foi depositada neste mesmo Herbario.

3.2.2 Extrato e identificagcdo do composto

As folhas foram secas em estufa de circulagdo de ar a 40 °C por 72 h. Ap6s
secas, foram moidas em triturador de facas. As particulas resultantes foram
extraidas com CO2 (>99%) supercritico (pressao de 20 Mpae temperatura de 55 °C)
utilizando n-hexano como solvente. A identificacdo quimica foi realizada em
Cromatografo Gasoso-Espectrometro de massas (GC-MS QP2010 SE (Shimadzu)).
Esse processo foi realizado no Laboratério de Processos Biotecnoldgicos e de
Separacdo no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual do
Oeste do Parana — Campus Toledo e cedido para a realizacdo deste trabalho.

Os extratos foram primeiramente diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) para a
realizacdo dos ensaios. Entéo, foi preparada uma solugdo-mae na concentracao de

40 mg/ml do extrato testado.

3.3 Animais
Foram utilizados camundongos BALB/c e C57BL/6 com aproximadamente 2
meses de idade, machos/fémeas, mantidos no biotério, em caixas plasticas, a

temperatura de aproximadamente 23 £ 2 °C e ciclo claro/escuro de 12 h, com
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acesso livre a agua e racdo comercial. Todos os procedimentos deste trabalho
seguiram a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins
Cientificos e Didaticos. Todos os experimentos do presente trabalho foram
autorizados pelo 05/23 — CEUA, e envolve a producdo, manutencédo ou utilizacdo de

animais (Anexo ).

3.4 Cultivo e manutencdo de células L929

Células L929 foram mantidas a -80 °C em solucédo de congelamento contendo
10% de DMSO e 90% de soro fetal bovino (SFB). Para os ensaios, as células sao
descongeladas em banho-maria a 37 °C e 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, armazenadas em estufa e incubadas a
temperatura de 37°C contendo 5% de CO2. Entdo, foram avaliadas diariamente
através do auxilio de microscopio invertido modelo Nikon — Eclipse TS100 e o meio
RPMI foi trocado rotineiramente a cada 2 dias.

ApoGs atingir confluéncia de 80%, as células foramremovidas do frasco
utilizando raspador de células, e em seguida, transferidas para um tubo estéril
cbnico e centrifugadas a 1500 rpm por 05 min, a temperatura ambiente. Apos o
descarte do sobrenadante, as células foram homogeneizadas em 1 mL de meio
RPMI a 10% de SFB para realizagéo de subcultivos.

3.5 Parasitas: manutencao das formas tripomastigotas

Formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y foram mantidas através de
repigues semanais em camundongos da linhagem BALB/c por meio de inoculagéao
intraperitoneal do protozoario (protocolo n® 29-19 - Anexo Il). A ponta da cauda de
animais infectados ha aproximadamente 1 (uma) semana, foi cortada para obtencédo
de uma gota do sangue e colocada entre lamina e laminula para verificacdo da
positividade da infeccdo. Confirmando-se a presenca do parasita, foi entédo realizada
uma punc¢do cardiaca no animal sob anestesia e o sangue coletado foi inoculado
intraperitonealmente em animais sadios. Apos a retirada do sangue, o animal, ainda
sedado, recebe uma nova dose do anestésico para a eutanasia, sendo assim
eutanasiado pelo excesso de anestésico.

Formas tripomastigotas sanguineas, cepa Y, foram obtidas por puncao
cardiaca em camundongos BALB/c infectados. O sangue recuperado foi utilizado

para infectar culturas de células L929, por 12 h. Apds o tempo de infec¢éo, o sangue



23

foi retirado e entdo, realizadas sucessivas lavagens com solucéo salina tamponada
(PBS) estéril a 37 °C, para retirada dos parasitas ndo internalizados e, em seguida,
adicionado aos frascos, meio RPMI para manutencgao celular.

A saida das formas tripomastigotas, entre 5 a 7 dias apds a infeccao foi
acompanhada em microscépio invertido modelo Nikon — Eclipse TS100. O
sobrenadante contendo os parasitas, é centrifugado a 2987 g por 30 min,a8 °C e o
pellet utilizado para a contagem dos parasitas na camara de Neubauer. As

concentracdes foram ajustadas de acordo com os diferentes ensaios.

3.6 Obtencéo de macrdfagos peritoneais

Os macrofagos peritoneais foram obtidos através da exposicao do peritdnio
de camundongos eutanasiados com excesso de anestésico (xilazina 40 mg/kg /
guetamina 400 mg/kg), por via intradérmica, com assepsia da regido abdominal
seguida de infusdo de 10 mL de solucéo salina tamponada (PBS) estéril a 4°C na
cavidade peritoneal dos camundongos BALB/c. Em seguida, realiza-se a massagem
na regido peritoneal para obtencdo dos macréfagos. O PBS é retirado com a propria
agulha e seringa de inoculacédo e a suspensao resultante transferida para um tubo
estéril cénico, e centrifugado a 1500 rotacBes por minuto (rpm) por 05 minutos.

As células obtidas apos centrifugacédo 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 Céamara
de Neubauer e ajustadas na concentracdo de 2x10° células por poco.
Posteriormente estas células foram plaqueadas, em placas de 96 e incubadas por 2
horas a 37°C sob 5% de diéxido de carbono (CO2) para aderéncia.

3.7 Avaliacédo do extrato em células estimuladas por LPS

Para esta analise utilizou-se o método descrito por GREEN et al., (1982) com
modificacdes. Os macréfagos peritoneais de BALB/c, coletados de acordo com o
item 3.6, foram plaqueados a 2x10° células por poco em placas de 96 pocos,
deixando-se aderir a 37 °C sob 5% CO2 por 2 h.

O meio de cultura foi retirado e foi adicionado aos pocos 200uL das diferentes
concentragbes do extrato contendo LPS a 0,1 yg/mL e somente meio de cultura
como controle negativo. Deixou-se o tratamento a 37 °C sob 5% de CO:2 por 48
horas. Passado o tempo de tratamento, 100 yL do sobrenadante foram utilizados

para reagir com 100 uL do reagente de Griess e aguardou-se 10 minutos para a
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estabilizacdo da formacdo do produto (composto azo), sendo entdo realizada a

leitura em leitor de microplaca a 550 nm.

3.8 Avaliacéo in vitro da atividade tripanocida sobre formas amastigotas
em macrofagos peritoneais murinos

Para avaliar o efeito do extrato sobre as formas amastigotas da cepa Y, foi
seguido o protocolo de MEIRA et al., 2016. Macrofagos peritoneais obtidos de
acordo com o item 3.6 foram plagueados em laminulas redondas de 13 mm em uma
concentragdo de 2 x 10° células por pogo e cultivadas em placas de 24 pocos por 4
h.

As formas tripomastigotas do T. cruzi, obtidas de acordo com o item 3.6
foramadicionadas as células ja aderidas, em uma razdo de 10:1 (T.
cruzi:Macréfagos) e, apos 12 h, os parasitas que nao internalizaram foramretirados
por lavagens sucessivas com PBS, permanecendo assim, apenas as células
contendo a forma amastigota (forma internalizada). Foram entdo adicionados aos
pocos 400uL das diferentes concentracbes do extrato, somente meio RPMI como
controle negativo, DMSO (0,6%) como controle branco, e como controle positivo, foi
utilizado o medicamento de referéncia (BZN) na concentracdo de 50 pg/mL. As
células permaneceram em tratamento a 37 °C sob 5% de CO:2 por 48 h, apds isso, 0
sobrenadante foi retirado, as laminulas foram lavadas com PBS morno, e entdo
foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A avaliacdo dos tratamentos foi
determinada por contagem direta do numero total de amastigotas intracelulares em
100 células, em duplicata, contando-se ao menos 200 macrofagos, utilizando um
microscopio 6tico em aumento de 400 vezes.

O calculo da avaliacdo do tratamento foi feito determinando-se a média de
parasitas no interior dos macrofagos. As diferentes porcentagens de inibicdo de
amastigotas proporcionadas pelos tratamentos foram utilizadas para determinar a
concentracéo inibitéria dos extratos para 50% das formas amastigotas (Clso). O Clso
foi calculado através do programa GraphPad Prism 8.0, utilizando-se um modelo

logaritmico de regressao nao-linear.

3.9 Avaliagéo da toxicidade do extrato em animais ndo-infectados
Neste experimento, foram utilizados 10 camundongos da linhagem BALBI/c,
divididos em 2 grupos de 5 camundongos cada, ambos nao infectados, sendo um

grupo controle que recebeu solugdo aguosa com DMSO na mesma concentracéo do
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extrato (100mg/kg/dia) e outro grupo em tratamento com extrato de Cecropia na
concentracdo de 100mg/kg/dia administrados por gavagem, do dia 1 ao dia 10. Apés
esse dia, os camundongos nao receberam nenhuma gavagem por 4 dias. No dia 14,
todos foram eutanasiados.

Entdo, foram realizados a avaliacdo dos seguintes parametros: AST e ALT
como marcadores hepéticos; Ureia como marcador renal; CK totalcomo marcador de
lesdo muscular, a qual majoritariamente provém do musculo esquelético e uma
pequena quantidade € obtida do tecido cardiaco; além de numero de leucécitos
(células/mm3) e eritrocitos sanguineos (células/mm3); e NO de macréfagos

peritoneais.

3.10 Avaliacéo da atividade do extrato nainfeccéo experimental aguda
de T. cruzi em camundongos (BALB/c e C57BI/6)

Para cada linhagem de animais, foi realizado um experimento, e para cada
um, foram utilizados 20 camundongos, separados em 4 grupos com 5 camundongos
cada, todos infectados com tripomastigotas de T. cruzi derivados do sangue (cepa Y,
1.000 parasitas/animal em camundongos C57BI/6 e 500 parasitas/animal em
camundongos BALB/c intraperitonealmente), sendo: grupo infectado e néo-tratado
(Controle), grupo infectado e tratado com BZN (BZN), grupo infectado e tratado com
extrato (CPE), grupo infectado e tratado com extrato e BZN (CPE/BZN).

Na figura 4, estd esquematizado o protocolo de infeccdo e tratamento dos
animais, todas as etapas foram realizadas tanto para linhagem BALB/c, quanto para
C57BI/6. Todos os grupos receberam os tratamentos ou veiculos por gavagem. Os
animais ndo-tratados receberam somente o veiculo nos mesmos moldes do
tratamento com o extrato. Os camundongos tratados com o extrato receberam
diariamente uma dose de 100mg/kg/dia do extrato de Embauba oralmente, durante
10 dias, a partir do quarto dia de infeccado. Os animais tratados com BZN receberam
a dose de 100mg/kg/dia de comprimido, via oral, durante 10 dias, a partir do quarto
dia da infeccdo. A parasitemia sanguinea foi avaliada em condi¢cdes padronizadas
por observacdo microscopica direta em aumento de 400x de 50 campos usando
5 uL de sangue heparinizado obtido da veia da cauda. Esses procedimentos foram
realizados em dias alternados a partir do terceiro dia apos a infecgéo por T. cruzi.

No dia 20 da infec¢do, os animais foram eutanasiados, e foram coletados: o
sangue total por puncdo cardiaca com agulhas e seringas contendo

heparina; sangue total e diluido em liquido de Turk para hemdlise para obtencéo e
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contagemtotal de leucdcitos, contados manualmente através do microscépio; o baco,
que apos a sua remocgao, foi macerado de forma estéril em meio de cultura RPMI e
as células obtidas deste maceramento foram plaqueadas na quantidade de 5x10°
células totais em placas de 24 pocos -ap0s 48h de incubacdo, o sobrenadante
foiretirado e entdo foi realizadoa dosagem de NO e citocinas (DAGA et al., 2023).

Esse experimento foi repetido para camundongos BALB/c e C57BI/6.

T B B B0

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
n=5 n=5 n=5 n=5
Infectado e ndo tratado Infectado e tratado Infectado e tratado Infectado e tratado com

*Animais ndo tratados com Benzonidazol com Extrato de Cecropia Benzonidazol + Extrato de Cecropia
recebem apenas o veiculo. (100mg/kg/dia) (100mg/kg/dia)

Dia 14 Dia 20

Eutanasia

Dia 14 Dia 16 Dia 18 Dia 20
« Parasitemia
. itos

= Parasitemia  Parasitemia Avaliago final

dos ani s

* Ma s Per 2ais:
NO, IL-6 e TNF-alfa

Figura 4 Linha do tempo dos experimentos realizados para avaliacdo da atividade do extrato na
infeccdo experimental aguda de T. cruzi em camundongos (BALB/c e C57BI/6).

3.11 Dosagem da producéo de oxido nitrico (NO)

Os macrofagos peritoneais coletados de acordo com o item 3.7 foram
plaqueados a 2x10° células por poco em placa de 96 pocos, deixando-se aderir a
37°C sob 5% CO:2 por 2 horas. Entdo, o RPMI foi retirado e foram adicionados aos
pocos as diferentes concentracdes do extrato. Para a producédo de NO foi utilizado
como controle positivo o lipopolissacarideo (LPS) a 0,1 pg/mL e DMSO (0,6%) como
controle branco.

As células foram incubadas em estufa a 37 °C sob 5% de CO: por 48 horas.
O NO foi determinado indiretamente pela quantificacdo do nitrito (NO2), onde100 uL
do sobrenadante foi utilizado para reagir com 100 uL do reagente de Griess (solucéo

1:1 de naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em &cido fosférico 5% (v/v) e sulfonamina p-
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aminobenzeno 1% (p/v) em acido fosférico 5% (v/v)) e apds 10 minutos para a
estabilizacdo da formacao do produto (composto azo) foi entdo realizada a leitura
em leitor de microplaca (BIOTEK modelo EPOCH) a 550 nm. Os dados expressos
em micro molar (uM), através de curva-padrdo obtida com concentracbes molares
conhecidas de nitrito de sédio (NaNOz2) em meio RPMI, variando de 5 a 100 yM.

Foi realizada a dosagem de NO proveniente do sobrenadante do experimento
com amastigotas (item 3.8), e do sobrenadante obtido com as células esplénicas.

3.12 Deteccdo da secrecéo de citocinas IL- 18, TNF-a e IL-10

Para este ensaio foi utilizado sobrenadante de células de macréfagos
peritoneais infectados com tripomastigotas de T. cruzi mantidos em tratamento com
os extratos de Embauba por 48 h e o soro proveniente de animais participantes do
experimento in vivo, os quais foram quantificadas IL- 18, TNF-a e IL-10 utilizando kit
comercial. No sobrenadante das células do baco de animais infectados
foramquantificadas as citocinas IFN-y e IL-4. A metodologia empregada foi através
do ensaio imunoenzimatico, seguindo as recomendacdes do fabricante. Os

resultados foram expressos em pg/mL.

3.13 Analise histolégica dos cora¢cdes dos camundongos C57BL/6

Ao final do experimento com os camundongos C57BL/6, 0s mesmos tiveram
os coracOes retirados para avaliacdo dos achados histolégicos, sendo os 6rgaos
fixados com solucdo de formaldeido (10% em PBS) durante 24 horas.
Posteriormente, o material ficou em agua corrente durante 48 horas e entédo foi
estocado em alcool 70% até a inclusdo em parafina.

O material foi processado em cortes histologicos seriados de 5 micrémetros.
A lamina com o material cortado, ainda em parafina, foi fixada em estufa a 80 °C
durante 24 horas. Apoés isso, a lamina foi desparafinada, hidratada e corada pelas
técnicas de coloragdo Hematoxilina — Eosina e Tricrdmico de Masson (ANEXO lI).
Foram realizados ao menos seis cortes de cada 6rgéao.

Foram analisados o infiltrado celular na coloragédo de H&E e a quantidade de
colageno na coloracdo de Masson, utilizando-se o Programa ImagePro-
PlusimagePro-Plus 6.0. Para essas analises foram fotografadas (Fotomicroscopio
Olympus BX53) pelo menos cinco cortes histoldégicos de cada coracdo. Para o
infiltrado, uma area padrao foi determinada em cada foto e contados os nucleos de

todas as células presentes nesta area. Para a determinacdo do colageno, foi usada
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a funcdo Segmentation, a qual separa a intensidade de cada faixa de cor presente

na figura.

3.14 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a estatistica analitica para comparacdo das
meédias, através do teste de ANOVA, com pos-teste de Tukey. Para tanto, foi
adotado o nivel de confianca de 95%, com valor de a fixado em 0,05, adotando-se
como significativo um p<0,05. Foi utilizado o programa GraphPad Prism, verséo 8.0
e Microsoft Excel, ambos para a plataforma Windows 10 da Microsoft, para a analise

estatistica.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividades in vitro do extrato supercritico de C. pachystachya

A possivel capacidade anti-inflamatéria do extrato de C. pachystachya foi
testada in vitro utilizando-se macréfagos murinos estimulados por LPS. Na figura 5a
€ possivel observar que o extrato de embauba foi capaz de inibir a producdo de NO
na concentracdo de 300 ug/mL. Ainda, a producédo de NO quando as células foram
tratadas com DMSO 0,6%, néo foi diferente do controle de estimulo(LPS), indicando
gue o solvente nao interferiu na acdo mostrada pelo extrato.

O 6xido nitrico (NO) é gerado pela acdo da o6xido nitrico sintase induzivel
(INOS) e é um potente mediador pré-inflamatério. O NO, anion superoéxido (0O27) e o
seu produto de reagéo anion peroxinitrito (ONOQO~) podem ser gerados em excesso
durante a resposta do hospedeiro ao patdégeno. O processo inflamatério é
designado, em parte, a liberacdo de espécies reativas de oxigénio por macrofagos
ativos e leucécitos (FANG et al., 2007; WALLACE et al., 2002; ZHANG et al., 2017).

As folhas de embaluba sdo compostas por uma alta quantidade de
flavonoides, e 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 &cido ursolico,
15,76% de esqualeno, 12,76% de acido pomolico, 5,84% de vitamina E, 4,49% de
catequina, 2,16% de a-amirina, 0,29% de isovitexina e 0,25% de isoorientina.

Varios estudos demonstram a acdo anti-inflamatéria do &cido ursélico
presente no extrato da Cecropia. Em 2000, RYU et al., evidenciaram que o acido

ursolico é capaz de inibir a producdo de NO em células RAW264.7. Corroborando
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com esse achado, um estudo de KIM et al.,, 2015, demonstrou a capacidade do
acido ursolico em inibir a producdo de NO em células RAW?264.7 estimuladas por
LPS. Assim, nossos achados da figura 5a vdo ao encontro dos demonstrados na

literatura, provando o efeito anti-inflamatorio do acido ursélico presente na embauba.
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Figura 5 a) Producdo de NO por macrofagos murinos submetidos ao tratamento com extrato
supercritico de Cecropia pachystachya e LPS simultaneamente. **** p<0,0001 — diferente de LPS; #
p<0,01 — diferente de DMSO. b) Efeitos do extrato supercritico das folhas de C. pachystachya sobre
formas amastigotas de T. cruzi. Os valores apresentados sdo a média + EPM (erro padrdo da média)
de dois experimentos independentes em duplicata. * Significativamente diferente do controle, * p
<0,05.

A capacidade anti-Trypanosoma cruzi in vitro do extrato das folhas de C.
pachystachya foi testada contra as formas amastigotas do parasita, novamente
utilizando-se de macréfagos murinos. Assim, na figura 5b € possivel observar que a
guantidade de parasitas intracelulares por célula nas concentracdes de 200 e 300
ug/mL foi significativamente menor que as quantidades nos controles MEIO e
DMSO, de maneira similar ao demonstrado pelo controle positivo, 0 medicamento
benznidazol, o qual foi utilizado na concentracao de 50 ug/mL.

Com a inibicdo causada pelo extrato frente as formas amastigotas do T. cruzi
na maior concentracao testada foi de 69,8%, superior ao obtido pelo benznidazol, de

49,1%. Com as vérias concentacdes testadas, foi possivel calcular o ICso do extrato
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de C. pachystachya frente as formas amastigotas do parasita, resultando no valor de
137,2 ug/mL. Anteriormente no nosso laboratorio, foi calculada a citotoxicidade do
extrato frente a macréfagos murinos in vitro, obtendo-se uma CCso de >400 ug/mL,
com o qual é possivel calcular o valor do indice de seletividade do extrato (IS=
CCso/ICs0), chegando-se ao valor de >2,92, isto é, 0 extrato é trés vezes mais
seletivo para o parasita do que para as células mamiferas.

O &cido ursdlico é também um dos principais componentes de plantas da
espécie Miconia, que foi alvo dos estudos de CUNHA et al., 2003, que demonstrou
apresentar um efeito tripanocida. Em seu experimento posterior, CUNHA et al., 2006
avaliaram o tempo de sobrevivéncia dos animais, e 0 uso de &acido ursolico em
camundongos Swiss infectados pela cepa Y foi capaz de reduzir os parasitas no pico
parasitémico em 75,7%.

Posteriormente, FERREIRA et al., 2010 examinaram a atividade tripanocida in
vitro e in vivo (camundongos Swiss albino) de dois compostos, que continham &cido
ursolico e acido oleandlico contra a cepa boliviana de T. cruzi, e observaram que
ambos foram capazes de controlar o pico de parasitemia, porém, in vitro, o
composto com acido ursolico provou ser um agente tripanocida mais ativo que o
composto com &cido oleandlico, e in vivo reduziu o pico parasittmico em 60%,
comparado a 40% do composto com acido oleandlico. Assim, nosso extrato em

experimento in vitro com amastigotas, corrobora com esses achados da literatura.

4.2 Avaliacao da toxicidade in vivo do extrato supercritico de C.
pachystachya

Com o intuito de avaliar a toxicidade do extrato em animais nédo infectados, o
mesmo foi administrado oralmente em animais sadios durante dez dias. O peso dos
animais nao variou durante o periodo (dado nédo apresentado), tanto do grupo
tratado quanto do grupo controle. Assim também os marcadores hepaticos (AST e
ALT), renal (ureia) ndo mostraram diferenga entre os grupos tratados e controle, o
gue demonstra que a dose de C. pachystachya utilizada foi segura durante o periodo
e corrobora com os dados da literatura. O marcador de lesdo muscular também néo
apresentou diferenca entre os grupos tratados e controle, indicando provavel
auséncia de leséo (figura 6).

Quando observados os dados das contagens de heméacias, verificou-se uma
diminuicdo do numero de hemacias no oitavo dia de tratamento, sendo que esse

namero retoma o numero inicial apos a finalizacado do tratamento. Neste quesito, 0
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grupo tratado com o extrato mostrou diferenca entre 0 nimero de hemacias no
oitavo dia e no ultimo dia avaliado (décimo quarto) (figura 6a). Ja com relacdo aos
leucécitos sanguineos, € possivel observar que em ambos os grupos houve reducgéo
do numero dos leucécitos sanguineos, no entanto, essa reducao foi significativa no
grupo tratado com o extrato, evidenciando uma acao anti-inflamatoria do mesmo
(figura 6b). Em relacdo ao grafico 6d, da producdo de nitrito, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos.
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Figura 6 Eritrocitos sanguineos (a), leucdcitos sanguineos (b), metabdlitos séricos (Uréia, AST, ALT
e CK), e (d) NO de macréfagos peritoneais de camundongos ndo infectados e tratados com extrato
(brancos) e ndo infectados e ndo tratados (pretos) com extrato supercritico de folhas de C.
pachystachya. O tratamento dos camundongos consistiu em receberem o extrato das folhas de C.
pachystachya (100 mg/kg) por dez dias. O grupo ndo tratado recebeu solu¢do aquosa com DMSO na
mesma concentragdo do extrato. O dia O (zero) € um dia antes do inicio do tratamento. Os dados
representam cinco animais por grupo + SEM. Apés 10 dias de tratamento, os camundongos de
ambos 0s grupos ndo receberam gavagem por 4 dias. Os dados do 14° dia foram coletados quatro
dias apos o término dos 10 dias de tratamento. Os metabdlitos séricos e a dosagem de NO foram
obtidos no 14° dia, ap0s a eutanasia dos animais. (a)*Significativamente diferente do mesmo grupo
no 14° dia, *p < 0,05. (b)*Significativamente diferente do mesmo grupo no 8° dia, *p < 0,05.

No estudo de FERREIRA et al.,, 2010, os autores avaliaram também os
parametros bioquimicos dos ratos Wistar machos, tratados com o composto de acido

ursolico, e demonstraram que nao houve alteracdes nesses parametros,confirmando
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a ideia de que esses triterpenos sdo seguros e nao apresentam toxicidade aos

animais, assim como os dados de nosso estudo.

4.3 Avaliacao da acéao do extrato supercritico de C. pachystachya sobre

a Doenca de Chagas experimental aguda em animais suscetiveis BALB/c
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Figura 7 (a) Relacdo peso corporal final/inicial de animais infectados com T. cruzi e tratados com
extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). *p<0,05;
**n<0,01. (b) Relac¢do peso corporal final/peso do baco final de animais infectados com T. cruzi e
tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). *p<0,05; **p<0,01.

Com a finalidade de avaliar se houve variacao de peso (7a) durante o periodo
da infeccdo em cada grupo, notou-se que o0 grupo infectado e tratado com o extrato
teve a maior variacdo dentre todos, sendo o que mais perdeu peso.

Ao analisar a variacdo do tamanho do baco entre 0os grupos, percebe-se que
a maior variagao durante o curso da infeccdo, ocorre no grupo tratado apenas com o
extrato da Cecropia, mostrando que possivelmente devido ao efeito anti-inflamatorio
do extrato, este impediu um aumento significativo do bago. J& os grupos tratados
com BZN (com e sem o extrato) mostraram uma diminui¢cdo do baco (sem diferenca
significativa) devido ao controle da infecgéo pelo medicamento.

A esplenomegalia é um achado comum na DC, e ocorre devido a um conjunto
de fatores que englobam a migracdo de células inatas para o baco, auxiliando na

producdo de citocinas inflamatérias e apresentagdo de antigenos, o que gera
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ativacdo de células imunes adaptativas, como consequente expansao clonal de
linfécitos B e T (DE MEIS et al., 2009; GAO et al., 2001). Autopsia de pacientes com
a DC cronica revelou aumento de tamanho e peso do baco, associado a extensas
areas de foliculos linféides (PEREIRA et al., 2002).

Nesse experimento, buscamos entender como o0 extrato da embauba se
comporta in vivo, em linhagens BALB/c suscetiveis, infectados com o T. cruzi, com
diferentes tipos de tratamentos (controle, tratados com benzonidazol, tratados
apenas com o extrato e tratados com o benzonidazol e extrato juntamente) para que

posteriormente pudéssemos comparar com linhagens de animais resistentes.
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Figura 8 a) Percentual de sobrevivéncia de animais BALB/cinfectados com T. cruzi e tratados com
extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN) ap6s 20
dias de acompanhamento. **p<0,01. b) Leucdcitos sanguineos de animais BALB/cinfectados com T.
cruzi e tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). **p<0,01 - significativamente diferente entre o dia 20 e 0 para controle, BZN e CPE/BZN.

Com o proposito de avaliar se durante a vigéncia da infeccao, houve diferenca
na sobrevivéncia entre 0s grupos, analisamos a figura 8a notando que o grupo 3
(tratado com o extrato de Cecropia), a partir do dia 7, apresentou 20% de morte, e
ao final a porcentagem de sobrevivéncia foi de apenas de 40%. Ja nos outros
grupos (controle, BZN e BZN/CPE), todos os animais sobreviveram até o final do
experimento. O grafico de sobrevivéncia dos animais tratados com o extrato, mas
sem estarem infectados, ndo acarretou nenhuma morte (dado ndo mostrado). Em
nosso experimento, n&o verificamos 0s mesmos achados da literatura,
possivelmente explicado pela quantidade utilizada de formas tripomastigotas na
infeccéo e da linhagem de camundongos BALB/c. Na literatura, estudo de CUNHA et
al., 2006 in vivo demonstrou que camundongos Swiss albinos infectados e tratados

com um composto contendo acido ursolico, tiveram seu tempo de sobrevivéncia
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aumentado em relacdo aos nao tratados. FERREIRA et al., 2010 também teve o0s
mesmos achados, in vivo, com camundongos BALB/c albinos infectados e tratados
com composto de &cido ursalico.

Em relacdo aos leucécitos sanguineos (Figura 8b), o Unico grupo que nao
diminuiu significativamente a quantidade de leucdcitos, foi o grupo tratado apenas
com o CPE. Ja os outros grupos, todos tiveram reducédo significativa de leucdcitos

ao longo dos dias.
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Figura 9 Dosagem NO (a), IFN-gama (b) e IL-4 (c) do sobrenadante de células esplénicas totais
retiradas de animais BALB/cinfectados com T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C.
pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Em relacdo a producdo de Oxido nitrico pelos esplendcitos retirados dos
animais infectados e tratados, é possivel constatar na figura 9a uma diferenca
significativa entre o grupo controle (sem tratamento) e o grupo tratado apenas com a
C. pachystachya, sendo que este grupo produziu menos nitrito. Isso pode ser devido
ao efeito imunomodulador que o extrato exerce sobre o baco, o que interfere na
resposta imune ao combate ao parasita e fez com que nesse grupo a taxa de
sobrevivéncia fosse menor.

Ja ao analisarmos a producédo de citocinas pelas células esplénicas totais,
podemos inferir em relacdo a figura 9b, no grupo 2, que o benzonidazol tem como
efeito reduzir a carga parasitaria no paciente, entdo é esperado que, a medida que o
medicamento seja eficaz na redugdo do parasita, haja uma diminuicdo da
estimulacdo do sistema imunoldgico na producdo de IFN-gama, e essa citocina

reduza ao longo do tratamento.
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Diferente de nossos resultados na dosagem de IFN-Y, trabalhos anteriores
demonstram que o tratamento com triterpenoides suprime a producéo de citocinas
pro-inflamatérias como IFN-Y, que é associada a resisténcia do hospedeiro na fase
aguda (NATARAJU et al. 2009, MARTIN et al. 2010). Outro estudo de AHMAD et al.,
2006, os autores relatam a capacidade imunomodulatéria do acido ursolico sobre a
exacerbada resposta Thl, e demonstram diminuicdo significativa de IFN-Y e TNF-a
proporcional ao aumento das doses de acido ursélico administradas por via oral.
Quando analisamos linhagens de camundongos BALB/c, ndo obtivemos esses
mesmos resultados.

Na evolugéo para a fase cronica da DC, ha predominio da resposta Th2, onde
linfécitos T CD4+ produzem IL-10 e IL-4, que irdo modular a funcéo inflamatéria dos
linfécitos T CD4+ envolvidos na resposta Thl, e também ativar linfécitos B para
producao de anticorpos (JUNQUEIRA et al., 2010).

Possivelmente, devido ao aumento da concentracdo de IL-4 pelo extrato,
consequentemente a producdo de 6xido nitrico também foi diminuida, e esse grupo
apresentou um percentual de sobrevivéncia menor.

Ao observar a figura 9c¢, o grupo tratado com o extrato poderia resultar em
uma resposta anti-inflamatéria mais forte, que pode incluir o aumento de citocinas do
tipo Th2, como IL-4. Esse efeito conseguiu ser mantido na associacdo com 0
benzonidazol, no grupo 4.

J& no caso do grupo 2, o tratamento com Benzonidazol, alterou indiretamente
a concentracdo de IL-4 e outras citocinas avaliadas, provavelmente devido a sua

acdo antiparasitaria.
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Figura 10 Dosagem de NO (a), IL-6 (b) e TNF-alfa (c) do sobrenadante de macréfagos peritoneais
retirados de animais BALB/c infectados com T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C.
pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

Ao final dos 20 dias do experimento, ap0s a eutanasia dos animais, houve a
retirada dos macréfagos peritoneais de todos os grupos e dosagem de NO, IL-6 e
TNF-alfa do sobrenadante do cultivo dessas células. A figura 10a mostra a dosagem
de NO e indica que houve apenas diferencas estatisticas em relacdo ao grupo
tratado com benzonidazol para o grupo controle, pois a medida que a infeccéo é
controlada e a carga parasitaria diminui, € esperado que a producédo de 6xido nitrico
(NO) pelo sistema imunolégico também diminua.

Em seu trabalho, PASCUTTI e colaboradores, 2004, relataram que o
benzonidazol regulou negativamente a producéo de citocinas e de oxido nitrico em
macrofagos murinos, apresentando uma atividade imunomodulatéria do
medicamento.

Em relacdo ao gréfico 10b, a exposicdo a Cecropia pachystachya
possivelmente modulou a resposta inflamatéria, e influenciou na reducdo da
producao de IL-6. Essa diminui¢cdo ocorreu também no grupo tratado com o extrato e
com o benzonidazol. IL-6 é uma citocina pro-inflamatéria e € normalmente expressa
apos a infeccao celular (ANDRADE et al., 1999). Como ja relatado anteriormente, ja
foi atribuido ao acido ursélico a capacidade em inibir a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-6 (HUANG et al., 2009).
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Figura 11 Concentracdes de TNF-alfa (a) e IL-6 (b) do soro de animais BALB/c infectados com T.
cruzie tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

A andlise das concentracdes séricas de TNF-alfa na figura 11a evidenciou
diferenca estatistica do soro, coletado no dltimo dia do experimento (dia 20), dos
animais BALB/c, no grupo tratado com benzonidazol, possivelmente estando
diminuido devido acdo do benzonidazol em diminuir a carga parasitaria, fazendo
com que citocinas pro-inflamatorias como a TNF-alfa diminuam neste grupo.

PASCUTTI et al, 2004 demonstraram o efeito imunomodulador do
benzonidazol, com capacidade de aumentar a sobrevivéncia e diminuir os niveis
séricos de IL-6 e TNF-a em camundongos C57BL/6. Em nosso experimento com
linhagem BALB/c observamos a dosagem de TNF-a diminuida no grupo tratado com
benzonidazol, mas esse mesmo dado nao foi observado em relacéo a IL-6, que ndo
apresentou diferencas significativas.

No entanto, as concentracBes séricas da citocina IL-6 na figura 11b néo
apresentou diferencas significativas, porém, sua dosagem nos macréfagos
peritoneais (figura 10b) e no soro (figura 11b) se relacionam como marcadores

inflamatérios sistémicos.

4.4 Avaliacao da acéo do extrato supercritico de C. pachystachya sobre

a Doenca de Chagas experimental aguda em animais resistentes C57BI1/6
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Figura 12 a) Tripomastigotas sanguineos contados entre o sexto e o décimo oitavo dia de infeccdo de
animais C57BI/6 infectados com T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C. pachystachya
(CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). b) Percentual de sobrevivéncia de animais
infectados com T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol
(BZN) ou ambos (CPE/BZN) apés 20 dias de acompanhamento. *p<0,05.
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Em experimentos anteriores em nosso laboratério, que analisaram a
parasitemia, publicados por DAGA et al. (2023), com camundongos BALB/c, os
resultados demonstraram que os animais infectados e tratados com o extrato de
Cecropia apresentaram maior nivel de parasitas durante todo o periodo de
contagem e, no 10° dia da infec¢cdo, com diferenca significativa para o grupo néo-
tratado. Pensando nisso, esse experimento foi realizado com o intuito de verificar
como o extrato de Cecropia se comporta in vivo em animais de linhagem resistentes
(C57BI/6) infectados com o parasita T. cruzi. Pode-se notar na figura do grafico de
sobrevivéncia 12a, que o extrato sozinho foi capaz de diminuir a parasitemia nesses
animais, ao contrario dos experimentos realizados anteriormente nos animais
suscetiveis (BALB/c).

Ja quando analisamos a sobrevivéncia desses grupos, na figura 12b, apenas
0 grupo controle, que nao foi tratado, teve morte dos animais, tendo este uma taxa
de sobrevivéncia de 60%. O grupo tratado com o0 extrato apresentou a mesma
sobrevivéncia que o tratado com o benzonidazol. Quando comparado ao gréafico de
sobrevivéncia dos camundongos do tipo BALB/c tratados com CPE, os quais tiveram
40% de sobrevivéncia, observamos que os animais C57BIl/6 tratados com CPE
apresentaram 100%, mostrando que o extrato propiciou um balanco imunolégico
mais adequado, conseguindo matar o0 parasita sem causar um processo

imunopatoldgico, que é o causador das mortes dos animais C57BL/6 ndo-tratados.
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Figura 13 Leucdcitos (a) e hemécias (b) sanguineos de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi e
tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). (c) indice da variacdo de peso final/inicial de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi e
tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). 13a:*p<0,05- significativamente diferente entre o dia 14 e 0 para controle, BZN e CPE e
significativamente diferente entre o dia 8 e 0 para controle e CPE. 13b: *p<0,05 -significativamente
diferente no vigésimo dia entre controle e BZN e controle e CPE/BZN.

Com a finalidade de entender como se comportam 0s parametros sanguineos
desses animais resistentes, foram feitas andlises de leucdcitos e hemécias, também
uma andlise da variacdo do peso de cada grupo. A figura 13a dos leucdcitos
demonstra uma leucocitose muito maior do grupo controle (ndo tratado), gerando um
pico no dia 14, podendo inferir que devido a resisténcia maior dessa linhagem de
camundongos, seu mecanismo de defesa é exacerbado e promove uma inflamacgéo
exagerada, levando a um processo de aumento dos leucdcitos.

No ano de 2000 MARCONDES et al. observaram em uma infeccéao
experimental aguda, uma influéncia sistémica na infecgdo do T. cruzi, relatando
hipoplasia da medula éssea com alteragces como anemia. Contudo, 0S mecanismos
responsaveis por estas alteracbes hematologicas ainda ndo sdo bem elucidados.
Além de corroborar com este estudo, MALVEZI et al. 2004, demonstraram inclusive
gue em camundongos resistentes, a anemia seria mais grave, com uma reducao
também de hemoglobina e hematdcrito. Ao analisarmos a figura 13b, em relagcédo a
quantidade de hemécias, houve reducdo significativa no grupo sem tratamento,
provando a anemia que a Doenca de Chagas provoca nesse grupo nao tratado. Em
estudos de transmissdo vertical com ratos Wistar, ocorreram alteracfes
hematoldgicas durante a fase aguda da DC. Dentre essas alteracfes destacam-se
anemia, leucocitose pronunciada, linfopenia, neutrofilia, trombocitopenia e
hipoglicemia (MORENO et al., 2007), assim como em nossos achados
hematolégicos.

Na figura 13c, ndo houve diferenca significativa na variacdo de peso entre 0s
grupos durante os 20 dias de experimento, mesmo apos o décimo quarto dia quando

o tratamento ja havia sido finalizado.
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Figura 14 Dosagem de IL-4 (a) e NO (b) do sobrenadante de células esplénicas totais retiradas de
animais C57BL/6 infectados com T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C. pachystachya
(CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). *p<0,05 e ****p<0,0001.

E sabido que a IL-4 tem capacidade de regular a inflamac&o e esta envolvida
na resposta a infec¢cbes parasitarias causadas por helmintos, assim como nas
alergias mediadas por IgE. A citocina IL-4 teve sua produgdo semelhante quando
comparamos 0S animais suscetiveis aos resistentes. Na analise da figura 14a, tem-
se um aumento significativo dessa citocina nos grupos 3 e 4, que possuem o extrato
no tratamento, confirmando o efeito anti-inflamatoério da embauba.

BRYAN et al., 2010 demonstraram que animais BALB/c infectados pela cepa
Y de T. cruzi foram susceptiveis a infeccdo, pois apresentaram grande ativacao
policlonal de linfécitos B e baixa resposta imune humoral especifica antes de duas
semanas de infecgdo. Todavia, animais C57BI/6 desenvolveram resposta imune
humoral especifica apés duas semanas de infeccdo, com baixa ativacao policlonal,
decorrendo em resisténcia a infeccao por T. cruzi (BRYAN et al., 2010). Além disso,
a resisténcia a infeccao por T. cruzi tem sido associada a producéo de citocinas proé-
inflamatorias como IFN-Y e IL-12, as quais ativam a producdo de NO pelos
macrofagos a fim de eliminar o parasita (ALIBERTI et al., 1996; TALVANI et al.,
2000).

Em contrapartida, citocinas como IL-4 e TGF-B estdo associadas a

susceptibilidade ao parasita (RODRIGUES et al., 2000; HIYAMA et al.; 2001). Em
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infeccdo por Leishmania major, animais BALB/c apresentaram perfil Th2 de
citocinas, com liberagao de citocinas IL-4 e IL-10, em contrapartida, animais C57BI/6
apresentaram liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-Y e IL-12,
resultandoem um bom progndstico (HEINZEL et al., 1989). A figura 14a demonstra
baixa dosagem de IL-4 nesses animais resistentes, no grupo nao tratado,
corroborando com a literatura, jA que IL-4 estq associada a susceptibilidade ao
parasita.

Em relacdo a producdo de oOxido nitrico pelas células esplénicas totais
retirados dos animais infectados e tratados, percebe-se que apenas o grupo tratado
com extrato associado ao BZN, produziu mais nitrito, no entanto a avaliacdo deste
resultado é limitada pela auséncia da dosagem de IFN-y deste perfil celular.

Ao analisarmos a produc¢ao de nitrito na figura 14a, o grupo tratado com BZN
teve a menor producado, enquanto o grupo da associacdo do BZN com o extrato teve
a maior, nesse caso, possivelmente o extrato da embauba interferiu no aumento da

producao de NO.

a) b) c)
250 4 * 600 2000
1
200 -
=5 . 1500+
£ 400 -
150 - ? E
< £ 1000
100 T ©
L 200 =
50 ~ 500 <
. LI B3 oL C 1IN B
@& - % = @ - % - @ - & -
& & & & & & & & & &
S S Sl & < &
Ir?ectados com T. cruzi Irr1fectados com T. cruzi Infectados com T. cruzi

Figura 15 Dosagem de NO (a), TNF-alfa (b) e IL-6 (c) do sobrenadante de macrofagos peritoneais
retirados de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C.
pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). *p<0,05 e ****p<0,0001.

Ao avaliar as concentragfes da citocina pré-inflamatéria IL-6 dosada na figura
15c, pode-se inferir que o extrato de C. pachystachya n&o foi capaz diminuir sua
producdo em relacdo ao grupo controle (ndo-tratado), que apresentou a menor
concentracédo de IL-6. HUANG e colaboradores 2009 atribuiram ao acido ursolico

presente no cranberry (Vaccinium macrocarpon) a capacidade de inibir a liberacao
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de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6 e TNF-a por células mononucleares de
sangue periférico. Ainda, segundo GONZALEZ-CHAVES et al.,, 2017, o &cido
ursolico presente em Salviacon nivens possui efeito anti-inflamatério atribuido a
capacidade de reduzir os niveis de IL-6, TNF e IL-13 e aumentar a producao de IL-
10 em macréfagos murinos estimulados com LPS, em estudo in vitro. Nosso
experimento com BALB/c vai ao encontro desses achados, ja em relacdo aos
camundongos C57BI/6, a Cecropia néo foi capaz de diminuir a concentracao de IL-6.

SILVA et al., 1996 demonstraram que o tratamento de camundongos C57BI/6
com inibidores de iINOS resulta em uma maior susceptibilidade a infec¢éo pelo T.
cruzi. A infeccdo por T. cruzi em camundongos C57BL/6 deficientes de INOS
demonstrou que esses animais poderiam compensar a auséncia de producao de NO
através do aumento qualitativo e quantitativo de outras citocinas importantes no
controle imune da infec¢cdo, como TNF-a e IL-1. Esse dado mostra que a producao
de NO é importante, mas nao é essencial para o controle da infeccdo (CUMMINGS
et al., 2004).

4.5 Analise histolégica do coracgéo

A andlise do tecido cardiaco dos animais infectados foi capaz de mostrar uma
maior quantidade de infiltrado celular no grupo néo-tratado, seguido do grupo tratado
com somente CPE, com BZN/CPE e com a menor quantidade aqueles tratados
somente com BZN. No entanto, a andlise estatistica mostra que houve diferenca
entre o grupo tratado com BZN e aqueles tratados com CPE ou ndo tratados,
enquanto ndo houve diferenca para o grupo BZN/CPE (Figura 16). O grupo
BZN/CPE também conseguiu diferenca estatistica para o grupo nao tratado. Esses
nameros refletem a parasitemia observada nos diferentes grupos (Figura 12a), com

uma maior invasdo do tecido cardiaco dos grupos com maior nimero de parasitas
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Figura 16 a) Nimero de células no tecido cardiaco de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi e
tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). b) Quantidade de colageno no tecido cardiaco de animais C57BL/6 infectados com T.
cruzi e tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

A figura 16 traz imagens representativas das diferentes quantidades de
células contadas nos tecidos cardiacos dos grupos. Uma analise qualitativa também
mostra que existe um edema maior no grupo nao-tratado em relacdo aos demais,
demonstradas pelas areas sem coloracao no interior do tecido.

Com relacdo a quantidade de colageno, o grupo nao-tratado demonstrou
menor quantidade que todos os demais grupos, com diferenca significativa para os
grupos tratados com CPE (sozinho ou com BZN). Essa maior quantidade pode ser
reflexo da atividade anti-inflamatéria do extrato, jA mencionada anteriormente. A
figura 17 traz imagens dos tecidos cardiacos corados com Tricrbmico de Masson

dos animais C57BL/6 infectados e tratados.
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Grupo BZN/CPE Grupo BZN/CPE

Figura 17 Tecidos cardiacos corados por H&E de animais C57BL/6 infectados com T. cruzi e tratados
com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos (CPE/BZN). As
imagens séo representativas de cada grupo. Aumento de 400x.

Grupo BZN/CPE

Figura 18 Tecidos cardiacos corados por Tricrdmico de Masson de animais C57BL/6 infectados com
T. cruzi e tratados com extrato supercritico de C. pachystachya (CPE), Benznidazol (BZN) ou ambos
(CPE/BZN). As imagens séo representativas de cada grupo. Aumento de 200x.
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5 CONCLUSOES

O experimento in vitro confirmou a acdo anti-inflamatoria do acido ursolico
presente no extrato da Cecropia, devido a capacidade do extrato de embaldba em
inibir a producéo de NO na concentracéo de 300 ug/mL.

JA nos experimentos in vivo em animais resistentes C57BI/6, o extrato
sozinho foi capaz de diminuir a parasitemia nesses animais. Em relagdo a
sobrevivéncia, o extrato foi capaz de proporcionar um balanco imunolégico mais
adequado nos camundongos C57BI/6, conseguindo matar o parasita sem causar um
processo imunopatoldgico, possivelmente devido a presenca do acido ursélico em

sua composigao.
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ANEXO I

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

» Fixacdo:
Colocar as pecas (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.

» Desidratacao:
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.

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

Infiltracao:
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.

» Incluséo:
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.
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» Coloracao Hematoxilina — eosina.
Desparafinar, hidratar.
Hematoxilina 10 minutos — lavar 5 minutos em agua destilada.
Alcool Absoluto por 30 segundos.
Eosina 5 minutos — lavar para retirar o excesso.

Desidratar, diafanizar e montar.
» Coloragéo Tricromico de Masson.

Preparo dos corantes e solucdes:
A)Solucao de Bouin 75 ml de solucdo saturada de &cido picrico 25 ml formaldeido
puro 5 ml acido acético glacial

B) Hematoxilina férrica de Weigert

Solucgéo A - colocar 1 g de hematoxilina p6 em 100 ml de alcool 95%.

Solucéo B- colocar 4 ml de solugdo aquosa de cloreto férrico a 29% em 95 ml de
agua destilada e 1 ml de &cido cloridrico concentrado.

Observacéo: juntar na hora do uso partes iguais da solucdo A e B.

C) Solucdo de Escarlate de Biebrich 90ml de solucdo aquosa de Escarlate de
Biebrich 1% 10ml de solucdo aquosa de fucsina acida 1% 1 ml de &cido acético
glacial.

D) Solucéo &cida fosfotungstica-fosfomolibdica 2,5 g de &cido fosfotungstico 2,5 g de
acido fosfomolibdico 100 ml de 4gua destilada

E) Solucdo de azul de anilina 2,5g de azul de anilina 2 ml de &cido acético glacial
100 ml de &gua destilada
F) Solucéo de agua-acido 100 ml de agua destilada 1 ml de acido acético glacial

Etapas da coloracdo do Tricobmico de Masson

12 Etapa: desparafinar e hidratar.

22 Etapa: lavar as laminas com agua destilada por 1 minuto.

32 Etapa: colocar em solucdo de Boiln por 1 hora na estufa a 60 graus ou
preferencialmente deixar por uma noite em temperatura ambiente.

42 Etapa: lavar em agua corrente até desaparecer o amarelo deixado pela solucéo
de Bouin e depois em agua destilada.

52 Etapa: corar pela solucdo de Hematoxilina Férrica de Weigert (A e B) por 10
minutos.

62 Etapa: lavar em agua corrente por 10 minutos e em agua destilada.

72 Etapa: corar pela solugdo de Escarlate de Biebrich por 5 minutos.

82 Etapa: passar por agua destilada.

92 Etapa: diferenciar pela solucéo de acido fosfotungsticofosfomolibdico durante 10 a
15 minutos.

102 Etapa: lavar em agua destilada.

112 Etapa: corar pela solugcéo de Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos.

122 Etapa: lavar em agua destilada.



132 Passar pela solucéo de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos.
142 Etapa: lavar em agua destilada.
152 Etapa: desidratar e clarificar. Em seguida, realizar a montagem das laminas.
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