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AVALIACAO DA ACAO TRIPANOCIDA E LEISHMANICIDA DE EXTRATOS DE
Eugenia pyriformis
Resumo

A doenca de Chagas e a leishmaniose sdo doencas consideradas negligenciadas,
presentes principalmente em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. A
doenca de Chagas, além de ser transmitida pelo inseto vetor, pode ocorrer também
por meio de transfusdo de sangue contaminado, que atinge cerca de 5 a 20% dos
casos. Os farmacos mais frequentemente usados para o tratamento da
tripanosomiase sdo os compostos nitroheterociclicos Nifurtimox e Benznidazol, os
quais causam toxicidade sistémica e efeitos adversos. A leishmaniose € um grupo de
doencas causadas por parasitas protozoarios de mais de 20 espécies do género
Leishmania, para as quais, historicamente, o tratamento tem sido baseado no uso de
antiménios pentavalentes, para os quais ha evidéncias de resisténcia no tratamento.
Assim sendo, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas alternativas para tratar a
doenca de Chagas e as leishmanioses tem se tornado de alta prioridade. Este estudo
avaliou a acao leishmanicida e tripanocida, assim como a a¢ao imunomodulat6ria em
macrofagos dos extratos obtidos por extracdo por CO: supercritico (extrato 1) e
extracdo assistida por ultrassom (extrato 2) de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis).
Os resultados mostram, para formas promastigotas de L. amazonensis, uma inibicéo
do crescimento, com CI50 de 3.15 pg/mL para o extrato 1 e 12.39 pug/mL para o extrato
2. Ja com relacdo a acao tripanocida, uma queda na contagem, semelhante ao
controle benznidazol, foi detectada, principalmente na forma infectante
(tripomastigota) com um CL50 de 16.62 pug/mL para o extrato 1 e de 6.23 pg/mL para
0 extrato 2. Ambos os extratos apresentaram seguranca com a L. amazonensis, sendo
para o extrato 1 até a concentracdo de 100 pug/mL, e com a forma infectante do T.
cruzi (promastigota) avaliada pelo seu indice de Seletividade (IS). Na avaliacdo da
capacidade de estimular a producéo de éxido nitrico e superoéxido, os dois extratos se
mostraram capazes de estimular em algumas concentracdes. A capacidade fagocitica
foi avaliada, ndo apresentando diferencas significativas em relacdo aos controles
utilizados. Sendo assim, este estudo revelou a capacidade de acdo dos extratos de
uvaia contra 0s microrganismos causadores da doenca de Chagas e da leishmaniose,
assim como alguma acao sobre macréfagos murinos, justificando estudos mais
aprofundados para futuros testes in vivo como uma alternativa terapéutica potencial
para as patologias tratadas neste estudo.

Palavras-chave:
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp, extratos naturais, acdo imunomodulatéria, uvaia.
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EVALUATION OF THE TRYPANOCIDAL AND LEISHMANICIDAL ACTION OF
EXTRACTS FROM Eugenia pyriformis

Abstract

Chagas disease and Leishmaniasis are diseases considered neglected, present
mainly in underdeveloped and developing countries. Chagas disease, beside to being
transmitted by the insect vector, can also occur through transfusion of contaminated
blood, which affects about 5 to 20% of cases. The most frequently drugs used for the
treatment of trypanosomiasis are nitroheterocyclic compounds Nifurtimox and
Benznidazole, which cause systemic toxicity and adverse effects. Leishmaniasis is a
group of diseases caused by protozoan parasites of more than 20 species of the genus
Leishmania, for which treatment has historically been based on the use of pentavalent
antimony for which there is evidence of resistance. Thus, the development of
alternative therapeutic strategies to treat Chagas' disease and Leishmaniasis has
become a high priority. This study evaluated leishmanicidal and trypanocidal action as
well as immunomodulatory action on macrophages of extracts obtained by supercritical
CO:2 extraction (extract 1) and ultrasonic assisted extraction (extract 2) of Uvaia leaves
(Eugenia pyriformis). The results show a growth inhibition of promastigotes of L.
amazonensis with IC50 of 3.15 pg/mL for extract 1 and 12.39 pg/mL for extract 2. In
trypanocidal tests, an action similar to Benznidazole was detected, mainly in the
infective form (trypomastigote), with an LC50 of 16.62 ug/mL for extract 1 and 6.23
pg/mL for extract 2. Both extracts showed safety with L. amazonensis, for extract 1 up
to the concentration of 100 pg / mL, and with the infective form of T. cruzi
(promastigote), evaluated by its Selectivity Index (IS). In the evaluation of the ability to
stimulate the production of nitric oxide and superoxide, the two extracts were able to
stimulate in some concentrations. The phagocytic capacity was evaluated, not
presenting significant differences to those of the controls used. Thus, this study
revealed the ability of Uvaia extracts to act against microorganisms that cause Chagas
disease and Leishmaniasis, as well as some action on murine macrophages, justifying
further studies for future in vivo tests as a potential therapeutic alternative, for the
pathologies treated in this study.

Key words
Trypanosoma cruzi, Leishmania spp, natural extracts, immunomodulatory action,
Uvaia.

Vii



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ... et eaaeees 1
LISTADE FIGURAS ... 2
INTRODUGAD ... et e e e e e e e e e et e e e e eaa s 4
OBUIETIVOS ..t e e e e e aaas 6
(@] o T=] 1)/ Je [T - PSR 6
(@] o T=] 1)V 0 SR =T 01T o o o 1SR 6
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 7
1. EUugenia PYMTOMMIS ... 7
2. TIYPANOSOMEA CIUZI...cceiiiiiiiiiieee ettt 8
I T B To =T o Tor= W [ O g T To F- T SR 9
4. Quimioterapia da doenga de Chagas ..........ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
5. LEISNMANIA SPP ..o 11
6. Leishmaniose e sua qUIMIOtErapia.........ccuuueeiieeeiiiiiiiiiiiee e ee e e e eaeras 12
7. Estudos com produtOs VEQELAIS ..........coeeuuiiiiiiiieeiiceeie et 13
8. MELOUOS U8 EXIITAGAD. ... .eeeiieeeeiiiiiiieie e e e e e ettt e e e e e e st e e e e e e e e e st an e aeeeeeaane 14
MATERIAIS E METODOS .....oooiiiie ettt en e 15
1. Extratos de folhas de Uvaia........ccooooeiiiiiieii i 15
2. Atividade antioxidante — método DPPH.............ccccccccciiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 15
3. Avaliagdo da atividade leishmanicida e tripanocida sobre formas promastigotas e
epimastigotas em meio de CUUIa..............oooviiiiiiiiiiii 16
4. Avaliacdo da atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas em meio de
(o B LN ] PSSR 17
5. Obtencédo de macrofagos da cavidade peritoneal de camundongos ................... 17
6. Determinacdo da viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-metil-[4-5-48
dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio) e dosagem de 6xido nitrico (NO) ...................... 18
7.  Produg&o de &nion SUPErOXidO..........cceuiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
8. Producéo de peroxido de hidrogenio...........ccuuvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 19
9. FAQOCIIOSE ... 19
10. ANAIISE ESTAtISTICA . ....ee e e e e 20
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt 21
Avaliacdo da capacidade antioXidante ...........cooveeeiiiiiiiiii e 21
Avaliagéo da atividade 1eiShmManiCida. ............uuuuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
Avaliagcdo da atividade triPanOCIOa. ...........uuuuuuuuureiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaeeeeeeeeeee e 24
Determinacao da viabilidade Celular ... 27
Avaliacéo do estimulo a producao de 6xido Nitrico (NO).........uuvvrrrvmrrreriiiiiiiiiiiiiinanannns 29
Avaliacéo do estimulo a producao do &nion SUPErOXidO .............eevvvvrvvrrmrerrunrnnnnnnnnnnnns 31

Avaliagéo do estimulo & producao de peroxido de hidrogénio ................eeeveeeeeenennnnnnns 33



Avaliacdo do estimulo a capacidade fagocitica............cccceeiiiiiiiiiiiiiiie e, 34
Quantificagao e avaliagdo da a e B-amiriNa ..........c.ccevviiiiiiiiiiiii 36

CONCLUSOES .....coooiiiieiee e 38
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........cooiiiiiiicieiccie s 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Porcentagem da atividade antioxidante com desvio padrdo (método
DPPH) dos extratos obtidos de E. pyriformis por CO2 supercritico (E1) e assistido

por ultrassom (E2). O controle positivo foi realizado com Vitamina E (a-tocoferol).



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Aspecto do extrato obtido por CO2 supercritico (1) e assistido por

0= RS0 o T 2 I 15

Figura 2 Atividade leishmanicida dos extratos de E. pyriformis obtidos por CO2
supercritico (a) e obtidos por ultrassom assistido (b), apds 96 horas. GLU —
Glucantime (300 pg/mL). *, ** *** g **** gjgnificam p<0,05, p<0,01, p<0,001 e

p<0,0001, respectivamente, em relagdo a0 MEIO0.........ccuvvviiieeieereeiiiiiiiiieeeeeenn 24

Figura 3 Atividade tripanocida sobre formas epimastigotas dos extratos de E.
pyriformis obtidos por COz supercritico (a) e obtidos por ultrassom assistido (b),
apos 96 horas. BENZ — Benznidazol (50 pg/mL). ** e **** gignificam p<0,01 e

p<0,0001, respectivamente, em relagdo a0 MEIO.........ccuvveiiiieeeeeirieeiiiiiiineeeeen 25

Figura 4 Atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas dos extratos de E.
pyriformis obtidos por CO2 supercritico (a) e obtidos por ultrassom assistido (b),
apos 48 horas. BENZ — Benznidazol (50 pg/mL). **, *** g **** gjgnificam p<0,01,

p<0,001 e p<0,0001, respectivamente, em relacdo ao Meio.........cccccvveeeeennn.. 27

Figura 5 Viabilidade celular de macrofagos murinos peritoneais tratados com
extrato de Eugenia pyriformis obtido com CO:2 supercritico - extrato 1. LPS —

Lipopolissacarideo (1 UG/ML). coooevueeiiieieeeeeeee e 28

Figura 6 Viabilidade celular de macrofagos murinos peritoneais tratados com
extrato de Eugenia pyriformis obtido por extracdo assistida por ultrassom -

extrato 2. LPS — Lipopolissacarideo (1 Ug/mML). ...oooovrviiiiiiieiiiiieiee e, 29

Figura 7 Producdo de oxido nitrico (NO) por macr6fagos murinos peritoneais
tratados com extrato de Eugenia pyriformis obtido por CO:2 supercritico - extrato
1. *, ** e *** gjgnificam p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente, em relacéo

ao meio. LPS — Lipopolissacarideo (1 Hg/ML)......cooovvviiiiiieiiiiiiiieie e, 30


file:///E:/Mestrado/Resultados%20e%20artigos/Artigo%20(Rev.)/Versão%20final/Com%20ficha%20catalográfica/Dissertação%20Final%20com%20ficha%20catalográfica-%20João%20H..docx%23_Toc9290235
file:///E:/Mestrado/Resultados%20e%20artigos/Artigo%20(Rev.)/Versão%20final/Com%20ficha%20catalográfica/Dissertação%20Final%20com%20ficha%20catalográfica-%20João%20H..docx%23_Toc9290235

Figura 8 Producéao de oxido nitrico (NO) por macrofagos tratados com extrato de
Eugenia pyriformis obtido por extracdo assistida por ultrassom - extrato 2. * e **
significam p<0,05 e p<0,01, respectivamente, em relacdo ao meio. LPS —

Lipopolissacarideo (1 UG/ML). cooeeeueeiiii e 31

Figura 9 Producao do anion superoxido por macrofagos tratados com extrato de
Eugenia pyriformis obtido por CO2 supercritico - extrato 1. * significa p<0,05 em

relacdo ao meio. LPS — Lipopolissacarideo (1 Hg/ML). ......uuvrrrimrmmmmmmnnininnnnnnnnns 32

Figura 10 Producédo do anion superéxido por macrofagos tratados com extrato
de Eugenia pyriformis obtido por extracao assistida por ultrassom - extrato 2. *

significa p<0,05 em relacdo ao meio. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL)..... 33

Figura 11 Producdo de peréxido de hidrogénio por macréfagos tratados com
extrato de Eugenia pyriformis obtido por CO2 supercritico - extrato 1. LPS —

Lipopolissacarideo (1 UG/ML). coooeeerriiiei e e 34

Figura 12 Atividade fagocitica de macrofagos tratados com extrato de Eugenia
pyriformis obtido por CO2 supercritico - extrato 1. LPS — Lipopolissacarideo (1
8T 742 0] S 35

Figura 13 Atividade fagocitica de macréfagos tratados com extrato de Eugenia
pyriformis obtido por extracdo assistida por ultrassom - extrato 2. LPS -

Lipopolissacarideo (L G/ML). ..o 35

Figura 14 Cromatograma dos padrdes de a e B-amirina dos extratos 1 (a) e 2 (b).



INTRODUCAO

A doenca de Chagas e a leishmaniose s&do doencas consideradas
negligenciadas, presentes principalmente em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. Além de o seu tratamento apresentar algumas barreiras, estudos
revelam que, durante os ultimos 6 anos, apenas um medicamento foi aprovado para
sua terapéutica.

MilnGes de pessoas séo infectadas com o Trypanosoma cruzi, 0 agente
causador da doencga de Chagas, sendo dificil sua detec¢ao na fase aguda devido ao
baixo percentual de individuos que desenvolvem os sintomas, sendo comum a
deteccdo somente na fase crbnica. As drogas utilizadas para o tratamento, Nifurtimox
e Benznidazol, apresentam algumas adversidades, como toxicidade, longa duracdo
no tratamento e incerteza na eficicia nesta ultima fase da doenca.

A leishmaniose é uma doenca endémica cujo diagndstico é limitado pelas
variacfes e manifestacfes subclinicas da doenca. Existem alguns medicamentos
disponiveis para o seu tratamento, como 0s antimdnios pentavalentes, porém o0s
varios inconvenientes manifestados durante o tratamento dificultam a adesdo ao
mesmo.

Hoje sabemos que produtos naturais, como extratos e compostos isolados,
fornecem uma gama de opc¢bes de compostos que podem servir de alicerce para o
desenvolvimento de novas drogas. Algumas classes de metabdlitos se destacam por
diversas atividades ja detectadas, tais como os alcaloides, 0s quais sdo substancias
de caréater basico que representam uma classe de diversos metabdlitos secundarios,
podendo apresentar propriedades farmacoldgicas. Essa caracteristica é evidenciada
em estudos que mostram preparagdes no noroeste da Amazodnia contra febre e
reumatismo, e que tiveram atividade leishmanicida e tripanocida in vitro. Os
flavonoides também sdo uma classe abundante no reino vegetal, que apresentam
muita atividade bioldgica e sdo encontrados principalmente em frutas e flores. Muitos
dos extratos que contém flavonoides séo descritos como substancias que possuem
atividade antitripanosoma. Por fim, os triterpenos isolados de plantas tém apresentado
atividades antitumoral, antiviral, imunodepressora e leishmanicida. Estes podem ser
encontrados em extracdes de frutas, como, por exemplo, da casca da bananeira.

Em sintese, os produtos naturais apresentam uma rica fonte de compostos

ativos que merecem cada vez mais destaque na comunidade cientifica. Devido a uma
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quimioterapia insatisfatéria, infec¢des por Trypanosoma e Leishmania sdo potenciais
alvos de estudos, revelando o beneficio da introducdo de agentes com produtos
naturais para o tratamento dessas infec¢ces. Assim, sabendo-se da presenca de
varios constituintes importantes nos extratos de uvaia (Eugenia pyriformis), realizou-

se aqui um estudo sobre as suas atividades antiparasitarias e imunomodulatorias.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar o efeito leishmanicida e tripanocida, assim como a toxicidade e o0s
efeitos imunomodulatérios sobre macréfagos murinos, de extratos obtidos por
extracdes a CO:2 supercritico e assistido por ultrassom da folha de uvaia (Eugenia
pyriformis), utilizando-se de Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi e

macréfagos murinos.

Objetivos especificos

o Verificar o potencial leishmanicida (L. amazonensis) e tripanocida (T.
cruzi) dos extratos sobre formas de cultura (promastigotas e epimastigotas,
respectivamente);

o Verificar o potencial tripanocida (T. cruzi) dos extratos sobre formas
infectantes (tripomastigotas);

. Verificar a viabilidade celular de macrofagos peritoneais de
camundongos submetidos a acdo dos extratos;

o Verificar a capacidade de imunomodulagdo sobre macrofagos
peritoneais de camundongos, dosando-se Oxido nitrico (NO), superéxidos, peroxido

de hidrogénio e capacidade fagocitica.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Eugenia pyriformis

Atualmente ha um grande interesse das industrias farmacéuticas no uso da
biodiversidade como fonte de novos medicamentos. A integracdo das industrias
farmacéuticas com as universidades que realizam pesquisas com recursos naturais
bioprospectivos em busca de novos medicamentos tem se destacado (CHAVASCO et
al., 2014).

As Myrtaceae sdo uma grande familia de plantas com flores. Compreendem
142 géneros e 5.500 espécies, predominantemente encontrados no hemisfério sul,
ocorrendo principalmente em regides tropicais e subtropicais e sendo uma das
principais familias de fruteiras da Mata Atlantica brasileira (THORNHILL et al., 2015).

A uvaia pertence a familia das Myrtaceae, mesma familia da pitanga, da
jabuticaba e de outras plantas atualmente estudadas devido as suas propriedades
antioxidantes (PERES et al., 2013).

Eugenia pyriformis Cambess, popularmente conhecida como uvaia, tem uma
fruta amarela, comestivel e pode ser usada para fazer sucos, vinagre e vinho. O fruto
de Eugenia pyriformis tem atividade bacteriostatica quando testado contra isolados de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (CHAVASCO et al.,
2014).

O efeito protetor exercido pelas frutas foi atribuido a presenca de compostos
antioxidantes, com énfase nas vitaminas e em alguns metabdlitos especiais, como
compostos fenolicos e carotenoides (PEREIRA et al., 2012).

A uvaia se destacou com o0 maior conteudo total de carotenoides, com 3 e 22
vezes os valores encontrados para guabiroba e goiaba amarela, respectivamente.
Além disso, a uvaia mostrou quantidades mais elevadas de todos os carotenoides
individuais identificados, embora nao difiram significativamente da guabiroba quanto
as quantidades de zeaxantina e de criptoxantina (PEREIRA et al., 2012).

Terpenos sdo uma caracteristica definidora das Myrtaceae, que séo
conhecidas por terem algumas das maiores concentracdes de terpenos foliares no
reino vegetal (KESZEI;, BRUBAKER; FOLEY, 2008; PADOVAN et al., 2014). Sao,
indiscutivelmente, um dos grupos mais importantes de compostos no reino vegetal
porque eles formam uma classe muito grande de metabdlitos secundarios de plantas

e desempenham varios papéis na vida das plantas (PADOVAN et al., 2014).
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Os terpenos sao encontrados continuamente na busca por compostos bioativos
isolados de plantas, que sdo metabdlitos secundéarios de origem vegetal que podem
afetar varios alvos no parasita Leishmania, como a adenina fosforribosiltransferase,
proteases de cisteina e microtubulos (DA SILVA et al., 2018).

Os triterpenos pentaciclicos sao distribuidos por todo o reino vegetal em forma
livre como agliconas ou em formas combinadas, e tém sido conhecidos por terem uma
série de efeitos biologicos. Os compostos a-amirina e f-amirina e seus analogos sédo
comumente encontrados em plantas medicinais, sendo estudados devido as suas
propriedades quimicas e farmacoldgicas (VAZQUEZ et al., 2011).

Os triterpenos a-amirina e 3-amirina e seus derivados estdo sendo amplamente
estudados nos ultimos anos, com potencial para as mais variadas aplicacdes
bioloégicas e farmacoldgicas, tais como: citotdxica, gastroprotetiva, antidepressiva,
inseticida, antinociceptiva, anti-hiperglicémico, hipocolesterolémico, antipruriginoso,
antimicrobiana, antiagregante plaquetario e anti-inflamatéria (KLEIN et al., 2018).

A revisdo da literatura apresenta a uvaia como uma espécie frutifera bastante
comum na regido sul do Brasil, mas pouco estudada em relacdo a composicéo e aos
possiveis usos dos extratos obtidos de suas folhas, sendo que ndo foram encontrados
estudos de extracBes ndo convencionais (extracdo com fluido supercritico e extracédo

assistida por ultrassom) (KLEIN et al., 2018).

2. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € o agente causador da doenca de Chagas, endémica
em 21 paises da América Latina. A migracdo e as viagens contribuiram
adicionalmente para a propagacao da doenca de Chagas para outros continentes,
incluindo a América do Norte e a Europa (CAL et al., 2016).

E um protozoario hemoflagelado da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Esse parasita possui trés formas evolutivas distintas
(epimastigota, tripomastigota e amastigota), que se diferenciam morfologicamente
pela posicdo de emergéncia do flagelo, pelo tamanho e pela posi¢cdo do cinetoplasto
relativa ao nucleo (PRATA, 2001).

As formas tripomastigotas tém aproximadamente 15 pm de comprimento e sdo
fusiformes. O cinetoplasto possui a forma redonda e encontra-se na regido posterior
ao nucleo. Sao as formas infectivas, ndo multiplicativas do parasita, encontradas no

sangue do hospedeiro (homem, mamifero) e no intestino posterior do inseto vetor
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(Hemiptera: Reduviidae: Triatominae). O flagelo emerge da regido posterior do corpo
e se dirige para a regido anterior, aderido a membrana plasméatica. As formas
epimastigotas tém cerca de 20 um de comprimento e sdo também fusiformes. O
cinetoplasto € em forma de barra e encontra-se na regido anterior ao nucleo. Estas
sdo as formas proliferativas no intestino do triatomineo e as predominantes em
culturas acelulares. Por esta razdo, sdo as formas mais frequentemente utilizadas em
estudos bioquimicos e de biologia celular (PRATA, 2001).

As formas amastigotas possuem aproximadamente 2 um de diametro, sao
arredondadas, ndo possuem um flagelo emergente e seu cinetoplasto apresenta-se
em forma de barra. Essas formas se multiplicam por divisdo binaria no interior das
células do hospedeiro (homem, mamifero) e se diferenciam em tripomastigotas, que,
com a ruptura da célula hospedeira, sao liberadas no sangue, podendo entédo invadir
novas células (PRATA, 2001).

T. cruzi é um parasita intracelular que invade diferentes tipos de células, onde
se multiplica. A diversidade bioldgica, bioquimica e genética dos isolados de T. cruzi

tem sido reconhecida ao longo da complexidade ecoepidemioldgica (WHO, 2012).

3. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas tem esse nome por causa de Carlos Ribeiro Justiniano
Chagas, médico e pesquisador brasileiro que descobriu a doenca em 1909. Também
conhecida como Tripanossomiase Americana, € uma doenca potencialmente fatal,
causada pelo parasita protozoario Trypanosoma cruzi. Estima-se que cercade 6 a 7
milhdes de pessoas em todo o mundo estdo infectadas com T. cruzi (WHO, 2017).

A fase aguda da doenca de Chagas é reconhecida apenas em 1% a 2% dos
individuos infectados. Na fase aguda, os sintomas sao variaveis, tais como: febre, mal-
estar, distarbios cardiacos, vermelhiddo e inchaco nos olhos, os quais diminuem
espontaneamente depois de 4 a 8 semanas. O tratamento adequado pode eliminar o
parasita durante esta fase. Na fase crbnica, aproximadamente 70% dos individuos
soropositivos sdo assintomaticos (forma indeterminada), enquanto 30% desenvolvem
patologias cardiacas e/ou digestivas graves. Podem ocorrer lesdes inflamatérias
circunscritas ou necrotizantes na matéria cinzenta no sistema nervoso central (SNC).
O resultado da infec¢do, em um individuo em particular, é o resultado de um conjunto
de interacdes complexas entre a composicdo genética do parasita, o fundo

imunogénico do hospedeiro e os fatores ambientais (WHO, 2012).
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A doenca de Chagas é um importante problema de saude publica na América
Latina atualmente, afetando cerca de 8 milh6es de pessoas em 21 paises e
espalhando por migracdo humana para uma série de regiées ndo endémicas. Desde
1990, as iniciativas de controle regional reduziram substancialmente o nimero de
novas infec¢cdes na América Latina. O numero de infec¢des relacionadas a transfusao
também diminuiu substancialmente em todos os paises da América Latina, uma vez
que a triagem do banco de sangue tornou-se obrigatéria (WHO, 2012).

N&o obstante o consideravel impacto das atividades de prevencao e controle
adotadas no ambito das politicas nacionais, estima-se que ainda exista mais de um
milhdo de pessoas vivendo com a infeccéo por T. cruzi no Brasil (CARLOS PINTO
DIAS et al., 2016).

O cenario tradicional de transmissédo vetorial intradomiciliar, majoritario desde
a descoberta da doenca e responsavel por dezenas de milhares de casos ocorridos
anualmente, cedeu lugar a transmissdo ligada ao ciclo silvestre do parasita e,
atualmente, concentra-se na regido amazonica, refletindo-se em cerca de 150 casos
novos/ano (MINISTERIO DE SAUDE, 2015).

E notavel que 13,4% dos pacientes descontinuam o tratamento de forma
permanente com Benznidazol, devido a eventos adversos. Essa taxa € menor do que
a relatada em observacgdes de ensaios randomizados realizados antes de 2015. Isso
mostra que 0s tratamentos repetidos contra o parasita podem ser eficazes e viaveis
(MORILLO et al., 2015).

4. Quimioterapia da doenca de Chagas

Progressivamente, tem-se ressaltado que o tratamento das pessoas infectadas
por T. cruzi ndo deve se restringir apenas a farmacoterapia especifica e sintomatica,
cabendo proporcionar-lhes uma atencao integral, independentemente da forma clinica
(CARLOS PINTO DIAS et al., 2016).

Na auséncia de uma vacina, a unica opgao de tratamento € a quimioterapia. No
entanto, as drogas existentes, Benznidazol e Nifurtimox, tém varias limitagdes,
nomeadamente em relagcéo aos seus efeitos adversos graves e contraindicagoes. Sao
urgentes medicamentos mais seguros (CAL et al., 2016).

As falhas terapéuticas do Benznidazol e do Nifurtimox estédo documentadas na
doenca de Chagas. O sucesso terapéutico parece depender da interacdo entre a
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susceptibilidade a drogas de cepas de T. cruzi, 0 acesso e acumulo de drogas em
diferentes ambientes e a resposta imune do hospedeiro (WHO, 2012).

O Nifurtimox e o Benznidazol causam toxicidade sistémica e efeitos adversos
qgue incluem anorexia, nausea, vomito, febre, dermatites, dores musculares e
polineuropatia periférica (KIRCHHOFF, 2000).

O Benznidazol normalmente Ilimpa a deteccdo de parasitas em
aproximadamente 94% dos pacientes que estao na fase indeterminada da doenca (ou
seja, apresentam achados sorolégicos positivos, mas nado evidenciam danos
cardiacos), com efeitos sustentados durante, pelo menos, 1 ano (MOLINA et al.,
2014). Em contraste, no estudo envolvendo apenas pacientes com cardiopatia
chagésica estabelecida, a eficacia do tratamento avaliada pela conversdo para
resultados negativos da PCR foi mais modesta, com taxas de 66% no final do
tratamento e de 46,7% apds 5 anos ou mais, 0 que sugere que o regime padrao de
Benznidazol pode ser menos efetivo em pacientes com cardiomiopatia estabelecida
(MORILLO et al., 2015).

O papel do tratamento em pacientes com doenca de Chagas crénica e o efeito
de tal tratamento sobre a progresséo da doenca ndo séo claros, uma vez que os dados
foram relatados apenas a partir de pequenos estudos randomizados (MORILLO et al.,
2015).

5. Leishmania spp

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por parasitas
protozoarios de mais de 20 espécies de Leishmania, que sdo transmitidas para 0s
humanos pela picada da fémea infectada do flebotominio (DESJEUX, 2004).

Parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo de vida heteroxénico,
alternando entre formas promastigotas (extracelulares) e amastigotas (intracelulares).
Promastigotas sdo transmitidas exclusivamente pelo hospedeiro invertebrado, que
sao mosquitos flebétomos do género Phlebotomus ou Lutzomya. Estes inoculam as
formas promastigotas metaciclicas, infectando o hospedeiro vertebrado. Uma vez no
interior do hospedeiro, as formas promastigotas sao internalizadas pelos macroéfagos,
onde se diferenciam em formas amastigotas iméveis, constituindo o principal alvo das
guimioterapias para a leishmaniose (CUNNINGHAM, 2002).

A leishmaniose manifesta-se em um amplo espectro de formas clinicas, que

dependem da espécie ou subespécie do parasita infectante, da distribuicdo dos
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macrofagos infectados e, especialmente, da resposta imune do hospedeiro. As
principais sindromes de leishmaniose humana, em ordem crescente de acometimento
sisttmico e provavel gravidade clinica, classificam-se como: formas cutaneas,
mucocutaneas e visceral. A resposta as diferentes espécies tem ligacdo com os tipos
celulares envolvidos na resposta, com formas resistentes estando ligadas aos
linfécitos TH1, enquanto, nas formas suscetiveis, existe um predominio de linfécitos
TH2 (ASHOK; ACHA-ORBEA, 2014).

6. Leishmaniose e sua quimioterapia

A leishmaniose compreende uma das seis doencas tropicais generalizadas
gue sdo endémicas em 98 paises, afetando 12 milhdes de pessoas em todo o mundo
(DA SILVA et al., 2018).

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenca infecciosa ndo contagiosa
causada por parasitas do género Leishmania, afetando a pele (leishmaniose cutanea)
e mucosa (leishmaniose mucocuténea). No Brasil, L. guyanensis, L. braziliensis e L.
amazonensis sao as principais espécies dermotropicas. As duas ultimas espécies sao
amplamente distribuidas no pais, com casos de infec¢des relatados em todos os
estados brasileiros (GARCIA et al., 2017).

Desde a década de 1940, a terapia de primeira escolha para leishmaniose tem
sido os antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de sédio (Pentostan®) e o
antimoniato de meglumina (Glucantime®). Essas drogas sdo os principais tratamentos
recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e sdo administradas por
via parenteral ou oral (DA SILVA et al., 2018).

A administracdo parenteral desses compostos é ainda a primeira escolha
terapéutica; no entanto, a resisténcia do parasita vem crescendo e seus efeitos
colaterais, como artralgias, mialgias, pancreatites, leucopenia e cardiotoxicidade, sdo
problemas importantes vivenciados por pacientes (VALADARES et al., 2012).

Até a data, ndo existe vacina adequada contra Leishmania. No entanto, varias
preparacdes de vacinas estdo em estagios de teste. As vacinas avaliadas até agora
incluem o parasita vivo, vivo atenuado (contendo os que sédo infecciosos, mas nao
patogénicos) e mortos (com propadsito profilatico ou terapéutico) (BACON et al., 2014;
MUTISO et al., 2013).

Assim sendo, o desenvolvimento de estratégicas alternativas terapéuticas para

tratar a leishmaniose tem se tornado de alta prioridade. Nas ultimas décadas, maior
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énfase tem sido dada para a identificacdo de novas formulacdes para as vias oral e
topica para o tratamento da doenca (VALADARES et al., 2012).

Varios compostos isolados de plantas, como terpenoides, esterdis, flavonoides,
alcaloides, fendlicos e naftoquinonas, foram estudados para avaliar seus efeitos sobre
Leishmania spp (SILVA et al., 2014).

Nesse contexto, novas rotas de tratamento, comparadas com a administracéo
parenteral, representam uma interessante abordagem e oferecem varias vantagens,
incluindo melhora na seguranca, melhor conformidade e uma menor dor produzida
pelo uso da agulha (VALADARES et al., 2012).

7. Estudos com produtos vegetais

O uso indiscriminado de antimicrobianos pela populacdo em geral tem causado
graves problemas de saude publica em todo o mundo, devido ao fato de que os
microrganismos tém a capacidade de desenvolver resisténcia a esses agentes
terapéuticos (CHAVASCO et al., 2014).

Historicamente, os produtos naturais sdo uma boa estratégia quando
procuramos por novos compostos bioativos. Eles fornecem uma base para a
concepcao e sintese de compostos derivados que podem otimizar a atividade
bioldgica e minimizar efeitos colaterais (SCOTTI et al., 2016).

Os remédios de ervas foram considerados importantes fontes para conduzir
compostos ou como fitoterapia, devido ao seu uso no tratamento de diferentes
doencas desde a antiguidade. No entanto, apenas 20% das plantas com bioatividade
foram submetidas a triagens e bioensaios (MWANGI et al., 2010).

Nas ultimas décadas, houve um movimento chamado de “volta a natureza”,
com a redescoberta da fitoterapia, refor¢cada pelo sucesso obtido por produtos naturais
com taxol para o tratamento de cancer e artemisinina para malaria. As plantas ja
forneceram muitas substancias para a medicina no passado e permanecem como
importante fonte no desenvolvimento de novos farmacos a serem utilizados como
agentes quimioterapicos. Diversos estudos ja demonstraram a atividade biolégica de
algumas plantas sobre parasitos (PHILLIPSON, 2003).

O Brasil € reconhecido pela imensa diversidade biologica de sua flora e é
considerado um dos principais centros de diversidade genética para as espécies de
frutas no mundo. No entanto, a maior parte dessa riqgueza permanece subutilizada e
seu potencial desconhecido (PEREIRA et al., 2012).
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8. Métodos de extracao

A extracdo € um importante passo para a separacao, a identificacdo e o uso de
valiosos compostos de diferentes plantas, sendo que, a partir da escolha do método
de extragcdo, pode-se obter alto rendimento e pureza dos compostos de interesse
(DANLAMI et al., 2014).

Extracdo assistida por ultrassom: Ultrassom € um tipo de onda sonora,

inaudivel pelo sistema auditivo humano, geralmente com frequéncias entre 20 kHz e
10 MHz. Essas ondas passam através do meio, criando compressao e expansao,
gerando um processo conhecido como cavitagcdo, no qual bolhas sdo produzidas,
crescem e sofrem colapso (AZMIR et al., 2013).

Os mecanismos da extracao assistida por ultrassom sdo atribuidos aos efeitos
térmicos, mecanicos e de cavitacdo, que resultam na ruptura das paredes celulares e
reducdo do tamanho das particulas da matriz vegetal, facilitando a transferéncia de
massa (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

Extracdo por CO2 supercritico: A extragdo supercritica baseia-se no poder de

solvatacdo de fluidos no estado supercritico, ou seja, quando a pressdo e a
temperatura estdo acima de seu ponto critico (SHARIF et al., 2014).

No estado supercritico, o poder de solvatacao dos fluidos pode ser manipulado
por mudancas na pressao e/ou temperatura do processo, possibilitando uma alta
seletividade dos compostos a serem extraidos (VIGANO et al., 2016).

O diéxido de carbono (CO2) é amplamente utilizado na extracdo com fluido
supercritico por apresentar baixa pressao e temperatura critica, pela facilidade de
remocao de solvente residual (pela reducéo de presséo) e pelo fato de ndo apresentar

toxicidade e ndo ser inflamével (KLEIN et al., 2018).
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MATERIAIS E METODOS

1. Extratos de folhas de uvaia

As folhas de uvaia foram coletadas em uma propriedade particular em Marechal
Candido Rondon, identificadas e registradas pelo herbario da Unioeste (UNOP-
UNIOESTE) sob o numero 2614. Elas foram secas em temperatura ambiente por sete
dias e trituradas em liquidificador doméstico. Apds, foram separadas por
peneiramento, sendo utilizadas as particulas resultantes de 20/28 mesh. O material
obtido foi submetido a dois tipos de extracdes: extragcdo com CO2 supercritico (presséo
de 150 bar e temperatura de 50 °C) e extracdo assistida por ultrassom (poténcia 50%,
razao massa/solvente 1:15 g/mL e temperatura de 50 °C) utilizando n-hexano como
solvente, cedido gentilmente pelo Departamento de Engenharia Quimica da Unioeste
de Toledo - PR.

Ambas as extracfes resultaram em uma pequena quantidade de po, as quais
foram misturadas a DMSO (Dimetilsulfoxido) para utilizacdo nos demais testes, sendo
para o extrato obtido por CO2 diluido em DMSO 100% (40 mg/mL) e para o extrato
obtido por ultrassom diluido em DMSO 50% (9 mg/mL), com &gua destilada e DMSO.

Na Figura 1, mostra-se o aspecto dos extratos da folha de uvaia, apds as extracoes.

Figura 1 Aspecto do extrato obtido por CO2 supercritico (1) e assistido por ultrassom (2)

2. Atividade antioxidante — método DPPH

Para testar a capacidade antioxidante dos extratos, foi utilizado o ensaio DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), empregando a técnica, segundo Arasu et al. (2014).
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O DPPH funciona como doador de elétrons, e a substancia em teste, tendo poder
antioxidante, recebe o elétron fornecido. Foi utilizado, como controle positivo, o a-
tocoferol — vitamina E e, como controle negativo, DMSO + DPPH 0.1 mM. O a-
tocoferol foi preparado com as mesmas concentracdes dos extratos. Para o preparo
dos extratos nos tubos (triplicata), foram pipetados os seguintes volumes a partir de
uma solucéao de 2 mg/mL: 87,5 pL (representando um total de 175 pg de extrato), 75
ML (representando um total de 150 pg de extrato), 50 pL (representando um total de
100 pg de extrato), 25 pL (representando um total de 50 pg de extrato), 7,5 uL
(representando um total de 15 ug de extrato), 5 puL (representando um total del0 pg
de extrato) e 2,5 pL (representando um total de 5 pg de extrato). Por fim, foi adicionado
1 mL da solugédo 0,1 mM de DPPH em todos os tubos (extratos e controles). Ap6s
uma incubacédo no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente, foi realizada leitura
em espectrofotdmetro (517 nm). Para o branco, foi preparado o DMSO nas mesmas
concentracdes dos extratos. Os dados foram convertidos em porcentagem de radical

scavenging pela férmula:

abs amostra — abs branco
= {1 - ( - )}X 100
abs controle negativo

3. Avaliacdo da atividade leishmanicida e tripanocida sobre formas
promastigotas e epimastigotas em meio de cultura

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram mantidas por meio
de repiques semanais em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal
bovino a 10%, enquanto formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram mantidas
em meio LIT (liver infusion triptose) por repiques semanais. Elas foram submetidas na
quantidade de 1x10° parasitas para a Leishmania e para o extrato 1 contra T. cruzi.
Para o extrato 2, a quantidade submetida com epimastigotas foi de 2,5x10° em
diferentes concentragdes dos extratos (5, 10, 15, 50, 100, 150 e 175 pg/mL), durante
96 horas, apos as quais foram contados em camara de Neubauer. Somente o meio
foi utilizado como controle, assim como meio mais DMSO (0,6%), para avaliar sua
interferéncia. As diferentes concentracdes dos compostos foram utilizadas com o
objetivo de determinar a concentragéo que inibe em 50% o crescimento dos parasitas

(CI150). O valor da CI50 foi determinado com base na porcentagem de inibicdo do
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crescimento parasitario por meio de regressdo nao linear. Os farmacos padréo
utilizados como controles positivos foram o Glucantime® 300 pg/mL (L. amazonensis)
e 0 Benznidazol 50 pg/mL (T. cruzi), tendo sido ambos testados nas mesmas

concentracfes dos extratos para o calculo de suas respectivas CI50.

4. Avaliacao da atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas
em meio de cultura

Formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram mantidas por meio de
repiques semanais em camundongos para manter a infectividade dos mesmos. Os
parasitas foram coletados por puncdo cardiaca para a realizacdo dos ensaios de
atividade tripanocida. Neste ensaio, 0os parasitas (1x10° tripomastigotas/poco) foram
incubados em placa de 96 pocos, em triplicata, em meio de cultura LIT (liver infusion
triptose), suplementado com 10% de soro bovino fetal e 50 pg/mL de gentamicina na
presenca dos compostos em diferentes concentragdes (5, 10, 15, 50, 100, 150, 175
png/mL). ApGs 24 e 48 horas de incubacao, os parasitas viaveis foram contados em
camara de Neubauer, empregando-se microscopio 6ptico com aumento de 400 vezes.
As diferentes concentracbes dos compostos foram utilizadas com o objetivo de
determinar a concentracao que inibe em 50% a viabilidade dos parasitas (CL50). O
valor da CL50 foi determinado com base na porcentagem de inibicdo da viabilidade
parasitaria por meio de regressao nao linear. O farmaco padrdo utilizado como
controle positivo foi o Benznidazol 50 pg/mL, tendo sido testado nas mesmas
concentracdes dos extratos para célculo de sua CL50.

5. Obtencao de macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos

Para os experimentos de citotoxicidade, producdo de NO, superéxido, peréxido
de hidrogénio e fagocitose, foram utilizadas células obtidas de camundongos com 8
semanas de vida, mantidos em biotério com agua ad libidum e ragdo comercial, com
ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos adotados seguiram a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos,
com o projeto autorizado para realizacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Unioeste. Os macrofagos peritoneais foram obtidos por meio da infusao
de 10 mL de solugéo salina tamponada (PBS) estéril a 4 °C na cavidade peritoneal
dos camundongos. Esse PBS foi retirado com a propria agulha e seringa de
inoculacdo e a suspenséao resultante centrifugada a 1500 rotagdes por minuto (rpm)
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por 06 minutos a 4 °C, sendo a seguir o “pellet” ressuspenso em meio RPMI contendo
5% de soro fetal bovino (SFB) e 50 yg/mL de gentamicina. Para a realizagdo dos
experimentos, as células foram plaqueadas nas concentracdes especificas para cada
experimento. Apos a incubacéo por 2 horas, a 37 °C sob 5% de COz, as células néo
aderentes foram removidas por lavagem com PBS a 37 °C e os macréfagos aderentes
foram incubados na presencga ou nao dos extratos nas concentragdes de 5, 10, 15,
50, 100, 150, 175 pg/mL.

6. Determinacao da viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-
metil-[4-5-48 dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio) e dosagem de 6xido nitrico
(NO)

A determinagéo da citotoxicidade dos extratos foi realizada com o uso de MTT,
segundo Reilly et al. (1998). Os macréfagos foram plagueados a 2x10° células/pogo
em placas de 96 pocos, deixando-se aderir a 37 °C sob 5% de diéxido de carbono
(CO2) por 2 horas. O meio de cultura foi retirado (100 pL) e adicionado em uma nova
placa para a verificagdo da producdo de oxido nitrico (NO). O volume restante foi
removido e adicionado ao po¢o, com o0 meio de cultura contendo diferentes
concentracbes dos extratos e somente meio de cultura como controle negativo.
Deixou-se o tratamento a 37 °C sob 5% de CO:2 por 48 horas. Em seguida, o meio foi
retirado e foram adicionados 200 pL de HBSS (solugédo balanceada de Hank) com
MTT a 5 mg/mL, sendo incubado a 37 °C sob 5% de CO:z por 3 horas. Apos, foi
removido o sobrenadante e o cristal de formazan formado foi dissolvido em DMSO
(Dimetilsulfoxido). Aguardaram-se entdo 10 minutos para a total solubilizacdo dos
cristais de formazan para ser realizada a leitura em leitor de microplaca a 550 nm.

Ja a deteccdo de NO foi verificada apés 48 horas de incubacédo de 2x10°
células pela dosagem de nitrito no sobrenadante, utilizando a reacdo de Griess,
método baseado em Green et al. (1982), com LPS 1 pg/mL como controle positivo.

Para a realizacédo da curva padréo e leitura do NO, prepararam-se 100 pL de
uma curva de nitrito de sodio nas concentracdes de 5 pM,10 uM, 20 uM, 40 uM, 60
MM, 80 uM e 100 uM em uma placa, em triplicata, e, em seguida, adicionaram-se mais

100 pL de reagente de Griess.
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7. Producao de anion superéxido

A producdo pelos macrofagos do anion superoxido foi realizada conforme
Bonatto et al. (2012), a partir de 2 x 10° células em uma placa de 96 pocos. Apds 48
horas de incubacdo com os extratos e os controles, em cada poco adicionou-se
Solucéo para Anion Superéxido (0,02% NBT e PMA 1 pg/mL ou 0,162 pM em PBS),
sendo incubado por 1 hora, realizando-se leitura em espectrofotdbmetro a 550 nm, com
os resultados sendo avaliados como % em relagao ao controle negativo, assumindo

este a condicéo de 100%.

8. Producédo de peroxido de hidrogénio

A producao pelos macrofagos de peréoxido de hidrogénio foi realizada conforme
Pick and Keisari (1980), com algumas modificagbes. Foram inseridas 2 x 10°
células/poco em placa de 96 pocos. Apds a aderéncia dos macrofagos, foi retirado o
meio de cultura e cada poco foi lavado 1 vez com PBS estéril. As diluicbes dos
extratos, o meio RPMI e os controles (LPS/DMSO) foram adicionados e incubados na
estufa de CO2 por 48 horas. Apds o tempo de incubacéo, cada poco foi lavado 1 vez
com PBS estéril e foram adicionados 100 pL da solucédo para H202 (Solucao para
peréxido de hidrogénio — glicose 0,01 g + vermelho de fenol 0,002 g + peroxidase
0,0010 g + PBS estéril 10 mL) em todos os pocos e 12,3 uL de PMA (0,1 pg/mL)
somente em metade dos pocos, o que foi seguido de uma incubacéo de 30 minutos a
37 °C, 5% de CO2 no escuro. Foram adicionados 100 pL das concentragbes dos
extratos e da curva em triplicata em uma placa de 96 pocos. O branco foi s6 a solugéo
padrdo de peréxido de hidrogénio 30% 10 mM. Para revelagéo, 10 uL de NaOH 1M
foram pipetados em todos o0s pocos (testes, controles e curva). Foi realizada a leitura
em espectrofotbmetro, utilizando filtro 610 nm, e foram calculadas as concentracdes

a partir da curva.

9. Fagocitose

Para avaliar a capacidade fagocitica dos macréfagos expostos aos extratos, foi
utilizada a técnica descrita por Bonatto et al. (2012). Apés a obtencdo dos macréfagos,
foram transferidos 2 x 10° células/poco em placa de 96 pocos. Ap6s a aderéncia dos
macrofagos, foi retirado o meio de cultura e cada poco foi lavado 1 vez com PBS
esteéril. As diluicbes dos extratos, o0 meio RPMI e os controles (LPS/DMSO) foram



20

adicionados e incubados na estufa de CO:2 por 48 horas. Apoés, foram adicionados 100
pL de uma solugédo contendo Zimosan 0,02 g + vermelho neutro 0,3 mL + 3 mL de
PBS estéril, ajustada em 2,3x10° particulas/poco (10 particulas por célula), sendo
incubados por 30 minutos a 37 °C, 5% de CO2. Apos isso, cada poco foi lavado com
PBS (mais de uma vez se necessario) e foram adicionados 100 pL de fixador de Baker.
Seguiu-se uma incubacgdo de 30 minutos a 37 °C, 5% de COq2. Por ultimo, foram
pipetados 100 uL de solucdo de extragcdo com posterior incubagao de 30 minutos e foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 550 nm. Os resultados foram avaliados

como % em relacdo ao controle negativo, assumindo este a condicdo de 100%.

10. Anédlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada por meio da andlise de
variancia (ANOVA) das médias, seguida pelo pds-teste de Tukey, onde um valor de p
menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todos os testes foram
realizados em trés experimentos em triplicata, sendo representados pela média + erro

padréo. Utilizamos para os calculos o programa GraphPad Prism 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da capacidade antioxidante

O teste de DPPH é um dos métodos indiretos para se determinar a atividade
antioxidante mais antiga, tendo sido sugerido originalmente em 1950 para descobrir
os doadores de hidrogénio em matérias naturais. Mais tarde, foi quantificado para
determinar o potencial antioxidante de compostos fendlicos isolados e alimentos, tdo
bem como amostras biologicamente relevantes (ROGINSKY; LISSI, 2005).

Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via atividade
sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH. O radical DPPH
possui coloracdo purpura, absorvendo a um comprimento de onda maximo de,
aproximadamente, 516 nm (MONIRUZZAMAN et al., 2012).

A Tabela 1 mostra o resultado do teste de DPPH realizado com os extratos de
E. pyriformis. Observando os extratos com seus respectivos controles, verificamos
que, conforme a concentracdo do extrato aumentava, a porcentagem da atividade
antioxidante acompanhou tal aumento, o que é demonstrado pelos crescentes valores
da porcentagem.

Verifica-se também que o controle positivo apresentou valores maiores a partir
da concentracao de 10 pg/mL, para o extrato 1, e desde a primeira concentracdo, para
0 extrato 2. Através de analise estatistica por meio da variancia, tanto o extrato 1
guanto o extrato 2 ndo tiveram significancia estatistica entre o controle positivo e sua

respectiva concentracao no extrato, demonstrando a sua capacidade antioxidante.
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Tabela 1 Porcentagem da atividade antioxidante com desvio padrdo (método DPPH) dos extratos
obtidos de E. pyriformis por CO: supercritico (E1) e assistido por ultrassom (E2). O controle positivo foi
realizado com Vitamina E (a-tocoferol).

CONCENTRACAO  AMOSTRAS  CONTROLE + AMOSTRAS  CONTROLE +
E1 (% AA¥) (% AA) E2 (% AA) (% AA)

5 pg/mL 12,27 + 3,41 12,73 +3,45 9,45+213 12,04 +2,21
10 pg/mL 16,02 + 0,81 20,34+£3,16 10,52 + 3,52 14,45 + 2,06
15 pg/mL 17,99 + 3,17 2485+238  11,79+222 21,86 + 1,40
50 pg/mL 22,81+ 0,83 27,34+0,64 18,57 +2,28 23,49 + 1,89
100 pg/mL 25,73 +3,21 33,69+3,66  21,76+273 26,17 £ 0,12
150 pg/mL 27,60 + 3,31 37,30+3,88  22,01+234 28,63 + 3,22
175 pg/mL 28,3 7+ 3,07 38,06 +053  23,91+1,70 32,29 + 2,24

*AA — atividade antioxidante

As amirinas tém demonstrado atividade antioxidante, onde, os triterpenos a e
B-amirina apresentam alta atividade (CARDOSO et al.,, 2018). O potencial da
capacidade antioxidante e antiviral de biomarcadores, incluindo a f-amirina, mostra a
eficacia por meio da reducéo do stress oxidativo das moléculas (PARVEZ et al., 2018).

Inoue et al. (2017) avaliaram a distribuicdo de vitamina E em 81 plantas de 39
familias, incluindo as mirtaceas, e observaram que as folhas dessas espécies contém
de 14,5 a 19,6 pg a-tocoferol/g de material seco.

Klein et al. (2018) avaliaram a composicdo quimica de extratos de Eugenia
pyriformis extraidos por fluido supercritico, por meio da porcentagem da area
normalizada, que indica a distribuicdo relativa dos compostos na amostra por
cromatografia gasosa (CG). Uma das principais substancias detectadas por esse
método foi a vitamina E, com 1,92% de é&rea relativa na CG.

Sendo assim, considera-se a presenca de pequenas quantidades de vitamina
E nos extratos como contribuinte para esta caracteristica antioxidante.

Victoria et al. (2012) mostraram que o 6leo essencial das folhas de Eugenia
uniflora, do mesmo género da Eugenia pyriformis, obteve atividade antioxidante em
trés diferentes ensaios: método DPPH, inibicdo do radical 20-azino-bis (acido 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfénico) - ABTS e capacidade de reducéo antioxidante do ion
férrico — FRAP.
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Avaliacdo da atividade leishmanicida

De acordo com a Figura 2.a, no extrato obtido com CO2 supercritico (extrato 1),
verificou-se uma pequena diminuicdo na quantidade parasitaria nas concentracoes
testadas.

Na comparacao pelo pds-teste de Tukey, onde se avaliaram as médias entre
0s tratamentos e os controles, foi observado que houve diferenca estatistica entre o
controle negativo (MEIO) e todas as concentracdes testadas, exceto a de 10 yg/mL,
na leitura com 96 horas. O controle positivo (GLU) ndo apresentou significancia
gquando comparado com o0 extrato nas concentragbes de 5, 150 e 175 pg/mL,
demonstrando a sua eficacia apés o periodo de leitura. A menor média de
promastigotas apresentada entre as concentracdes testadas foi a de 150 ug/mL, com
o valor de 22,3 x 10 parasitas/mL, na Ultima leitura.

Eugenia uniflora, outra espécie do mesmo género de E. pyriformis, foi rastreada
para a atividade antileishmanial a partir do extrato etanélico das suas folhas, que foi
marginalmente ativo contra promastigotas de L. braziliensis (65% de inibicdo a 100
ng/mL), mas inativo contra L. amazonensis ou L. chagasi (MONZOTE; PINON;
SETZER, 2014), demonstrando, assim, a capacidade inibitoria do extrato testado.

Para o extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom (extrato 2), verifica-
se uma diminuicao gradual da carga parasitaria apos leitura em 96 horas, como mostra
a Figura 2.b. Observamos que o MEIO apresentou diferenca estatistica quando
comparado com todas as concentracdes do extrato e o controle positivo. As maiores
concentracfes, de 150 e 175 pg/mL, assim como no extrato 1, ndo apresentaram
significAncia estatistica com o controle positivo, demonstrando sua atividade
compativel com o Glucantime®. Neste caso, a menor média de parasitas contados foi
de 19,1 x 10* promastigotas/mL para a concentracdo de 175 pg/mL, no quarto dia de
leitura.

O valor de CI50 para o extrato 1, contra promastigotas de L. amazonensis, foi
de 3.15 pg/mL e, para o extrato 2, foi de 12.39 pg/mL. Ao testar o controle positivo, foi
obtido um CI50 = 20.47 pg/mL. Isso mostra que ha uma alta atividade dos extratos
com relacédo ao Glucantime®.

Extratos obtidos de raizes contendo fracdes enriquecidas com terpenoides
apresentaram inibigao significativa no crescimento de promastigotas de L. donovani,
apresentando um CI50 = 18.75 pg/mL (BHATTACHARYA,; BISWAS; HALDAR, 2013).
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Na analise de variancia (ANOVA) das médias, houve diferenca estatistica entre

as médias (p<0,05), tanto nas leituras de 24, 48, 72 e 96 horas para os extratos 1 e 2.
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Figura 2 Atividade leishmanicida dos extratos de E. pyriformis obtidos por CO: supercritico (a) e obtidos
por ultrassom assistido (b), apds 96 horas. GLU — Glucantime (300 pg/mL). *, **, *** g **** gignificam
p<0,05, p<0,01, p<0,001 e p<0,0001, respectivamente, em relacdo ao meio.

Para alguns metabdlitos, diferentes plantas, solventes e métodos sao usados,
fornecendo resultados diferentes, mesmo quando o processo de extragdo € o mesmo.
Em alguns casos, a atividade dos extratos é notavel, embora geralmente ndo tdo bem
sucedida como os compostos isolados (SCOTTIA et al., 2016).

O 6leo essencial das folhas de E. uniflora apresentou boa atividade
antileishmanial contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, mas o 0leo
essencial da casca de E. uniflora foi inativo contra promastigotas de L. donovani. Os
extratos hexanicos e metanodlicos de E. umbeliflora foram leishmanicidas para
promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis. (MONZOTE; PINON; SETZER,
2014).

Em um estudo, foram testados 115 extratos, tais como de E. monteverdensis,
E. umbeliflora, E. uniflora e Eugenia sp., dos quais 85 foram inativos ou inespecificos,
0 que constitui 74% das amostras testadas, reforcando a necessidade de selecionar
grandes séries de produtos naturais para encontrar aqueles promissores (MONZOTE;
PINON; SETZER, 2014).

Avaliacdo da atividade tripanocida

Com relagéo a atividade tripanocida sobre formas epimastigotas de T. cruzi do

extrato 1, verifica-se, por meio da Figura 3.a, que as quantidades de parasitas
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mostram uma queda na contagem ao longo dos dias. Nota-se que o controle negativo
(MEIO) e o branco (DMSO) apresentaram diferenca significativa quando comparados
com todas as concentracdes do extrato e o controle positivo (BENZ). A concentracao
de 15 ug/mL foi a que apresentou a menor média de contagem em 96 horas de
exposicdo ao extrato, com 19,3 x 10* parasitas.

Com base em analises preliminares por cromatografia em camada fina, que
revelou a presenca de terpenoides volateis, e posterior analise por cromatografia
gasosa com espectrdmetro de massa, as principais substancias presentes nos
extratos foram a a-amirina e B-amirina (KLEIN et al., 2018), sendo descritas
anteriormente como agentes antiprotozoarios (GARCIA et al., 2017).

Para o extrato 2, verifica-se, pela Figura 3.b, que as contagens dos parasitas
tiveram uma leve queda a partir da concentracéo de 10 uyg/mL até a concentracéo de
50 pyg/mL, porém, estatisticamente, por meio da analise do pés-teste de Tukey, ndo
obtiveram diferenca em relagdo ao meio. As concentragdes seguintes, juntamente
com a de 5 pyg/mL, obtiveram valores préximos aos controles negativo e branco. A
concentracdo que apresentou menor média de contagem foi a de 10 pg/mL com 206
x 10% parasitas.

Para o extrato 1, o CI50 foi de 38.67 ug/mL contra epimastigotas de T. cruzi e,
para o extrato 2, foi igual a 4.24 pg/mL. Ao testar o controle positivo Benznidazol, foi
obtido um CI50 = 3.13 pg/mL.

Na analise de variancia (ANOVA) das médias, houve diferenca estatistica entre

as médias (p<0,05), tanto nas leituras de 24, 48, 72 e 96 horas para os extratos 1 e 2.
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Figura 3 Atividade tripanocida sobre formas epimastigotas dos extratos de E. pyriformis obtidos por CO2
supercritico (a) e obtidos por ultrassom assistido (b), apés 96 horas. BENZ — Benznidazol (50 pg/mL).
** @ **xx gignificam p<0,01 e p<0,0001, respectivamente, em relagcdo ao meio.
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Estudos mostram que folhas de algumas plantas contém metabdlitos, tais como
alcaloides e triterpenos, além de outros compostos. Esses compostos se apresentam
como potenciais candidatos para avaliacdo toxicologica, apoiados por testes in vitro,
gue podem servir como modelos para sintese de drogas (MWANGI et al., 2010).

Estudos ja realizados com extratos de Eugenia pyriformis demonstram que
estes apresentam diversos metabolitos secundarios, sendo um representante deles
os triterpenos. Os terpenos sdo compostos que tém despertado atencdo por
apresentarem atividades biologicas significativas, como, por exemplo, atividades
antiparasitarias, as quais sdo desenvolvidas por mecanismos de interagdo com a
membrana celular (ISAH et al., 2016).

Também foi testada atividade tripanocida dos extratos de E. pyriformis nas
formas infectantes do T. cruzi, podendo-se verificar a acdo sobre formas
tripomastigotas do extrato 1 na Figura 4.a. Apos a leitura em 48 horas, o MEIO
apresentou diferencga estatistica com o controle positivo e com as concentragfes de
50 e 175 pg/mL. O Benznidazol ndo apresentou significancia estatistica somente
guando comparado com a concentracdo de 50 ug/mL, mostrando a eficacia deste
diante do parasita, apos leitura em dois dias.

A média da contagem de tripomastigotas para o controle positivo foi de 2,5 x
104, j& a concentracdo mais eficaz citada chegou a uma média de 5,7 x 104 parasitas.

Esse extrato obteve um valor de CL50 igual a 16.62 ug/mL em 24 horas,
exibindo uma atividade moderada contra as cepas de tripomastigotas de T. cruzi,
guando comparado com o controle positivo Benznidazol (CL50=7.26 pg/mL).

Alguns compostos, incluindo a a-amirina, exibiram baixa ou nenhuma atividade,
com um valor de CI50 > 30 ug/mL, quando comparado ao Benznidazol (CI50 = 0,51

Mg/mL) contra formas tripomastigotas de T. cruzi (MWANGI et al., 2010).
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Figura 4 Atividade tripanocida sobre formas tripomastigotas dos extratos de E. pyriformis obtidos por
CO:2 supercritico (a) e obtidos por ultrassom assistido (b), apés 48 horas. BENZ — Benznidazol (50
pg/mL). **, *** @ *¥*** gignificam p<0,01, p<0,001 e p<0,0001, respectivamente, em relacdo ao meio.

Para o extrato 2, foi verificada uma diferenca estatistica quando comparado o
controle negativo com todas as concentracdes dos extratos, exceto com a
concentracdo de 5 pg/mL, apos leitura em 48 horas. Ja o Benznidazol ndo apresentou
significancia estatistica com as concentracdes de 50 e 175 ug/mL, atingindo boa
atividade perante o parasita. Neste caso, a média da contagem dos parasitas para o
controle positivo foi de 1,07 x 10*tripomastigotas/mL, ja as concentragées dos extratos
citadas atingiram média de 6,3 e 7,7 x 10* parasitas, respectivamente.

Para esse extrato, o valor de CL50 foi de 6,23 pg/mL, apresentando também
uma atividade moderada diante de tripomastigotas de T. cruzi.

Cunha et al. (2009) avaliaram 20 extratos brutos de 10 diferentes plantas do
Cerrado brasileiro, incluindo vegetais da familia das Myrtaceae (Myrcia variabilis),
contra tripomastigotas de T. cruzi. O extrato etandlico da planta apresentou um CI50
=30.5 pg/mL e o controle positivo (violeta de genciana) apresentou CI50 de 31 pg/mL.
Extratos que mostraram CI150 < 100 pg/mL foram considerados ativos.

Na analise de variancia (ANOVA) das médias, houve diferenca estatistica entre
as médias (p<0,05), tanto nas leituras de 24 como nas de 48 horas para os extratos 1
e 2.

Determinacdo da viabilidade celular

Com relacdo a citotoxicidade dos extratos de uvaia, pode ser observado, na
Figura 5, que o extrato 1 ndo demonstra toxicidade até a concentracdo de 100 pug/mL;
porém, a partir da concentracdo de 150 pg/mL, ha um decréscimo acentuado na

viabilidade celular dos macrofagos, com uma taxa proxima dos 30%, indicando a nao
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utilizacao desse extrato em células mamiferas em concentra¢cdes maiores. Nao houve
diferenca entre o meio e o controle DMSO, mostrando n&o haver influéncia do diluente
nesta avaliacéo.

Varios autores avaliaram o potencial de novos compostos, utilizando o indice
de seletividade (IS), que € calculado como a raz&o entre a concentragao citotoxica de
50% (CC50) para células e a concentracao inibitéria de 50% (CI50) para amastigotas
e/ou promastigotas. Um composto natural € considerado seguro quando o IS = 10
(ORYAN, 2015).

Além disso, é importante realizar testes de toxicidade em macréfagos, ndo
apenas para determinar o IS, mas também porque os parasitas de Leishmania
habitam essas células (WALKER et al., 2014).

O valor de CC50 para esse extrato foi de 52.7 pg/mL em macrofagos murinos,
com um IS de 16.73 contra promastigotas de L. amazonensis, apresentando
seguranca nas doses de até 100 pg/mL.

Para as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi, o IS foi de 1.40 para
a primeira forma e 3.17 para a segunda.

Na analise de variancia (ANOVA) das médias, houve diferenca estatistica entre
as médias (p<0,05).

Extrato 1

% viabiliadade macréfagos

&2 Extrato Uvaia pg/mL

Figura 5 Viabilidade celular de macr6fagos murinos peritoneais tratados com extrato de Eugenia
pyriformis obtido com CO: supercritico - extrato 1. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Nos ensaios com o extrato 2 (Figura 6), é possivel perceber que o controle
DMSO apresentou uma media de viabilidade préxima aos mesmos 100% do controle
negativo (MEIO), mostrando néo interferéncia no estudo. Todas as concentragfes do
extrato obtido por ultrassom assistido de E. pyriformis mostraram-se néo toxicas para
os macréfagos utilizados neste experimento, com taxas de viabilidade préximas a

100% do controle negativo (meio).
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O extrato 2 apresentou CC50 > 500 pg/mL com um IS > 40.36 para
promastigotas de Leishmania, demonstrando seguranca em todas as doses testadas.

Lima et al. (2015) demonstraram a atividade leishmanicida de um diterpeno
contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, com um IS de 625.0,
demonstrando que essa molécula ndo causou efeitos citotéxicos nos macréfagos e foi
altamente seletiva para o parasita.

Para as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi, o IS foi > 117.92 para

a primeira forma e > 80.25 para a segunda.

Extrato 2
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Figura 6 Viabilidade celular de macr6fagos murinos peritoneais tratados com extrato de Eugenia
pyriformis obtido por extracdo assistida por ultrassom - extrato 2. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

A viabilidade de promastigotas de L. amazonensis apés o tratamento com
Hexano, diclorometano/etanol e acetato de etila, utilizando DMSO para as diluicdes
dos extratos de C. sinensis, e com uma concentracdo de dimetilsulfoxido que nao
excedesse 0,5%, nao foi ativa contra os parasitas. Observa-se uma atividade dose-
dependente para os extratos com Hexano, diclorometano/etanol e acetato de etila
(GARCIA et al., 2017).

A citotoxicidade de extratos de E. pyriformis ja foi testada anteriormente em
ensaios de letalidade com Artemia salina, também utilizando extratos das folhas de
uvaia, mostrando ndo apresentar caracteristicas citotoxicas em altas concentragdes
(SILVA et al., 2016).

Avaliacdo do estimulo a producao de éxido nitrico (NO)

O oxido nitrico é excretado em altas concentra¢des por macréfagos como parte
de seu mecanismo de toxicidade para microrganismos. Em humanos, a atividade

microbicida do o6xido nitrico liberado por macréfagos € induzida por
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lipopolissacarideos (LPS) e por algumas citocinas como interferon (IFN-y). Ele
também é gerado depois da ativagdo do macréfago por IFN-y e fator de necrose
tumoral (TNF), e € mais eficiente na morte dos amastigotas intracelulares da
Leishmania, sendo seu principal agente na eliminacdo (DE SALDANHA et al., 2012).

A Figura 7 mostra os dados da producdo de NO por macréfagos murinos
estimulados pelo extrato 1, onde as concentragcbes de 150 e 175 pg/mL, por
apresentarem toxicidade no teste de viabilidade, ndo foram consideradas.

Ao compararmos o controle negativo (MEIO), por meio do pos-teste de Tukey,
identificamos que ha diferenca estatistica com todas as concentracfes, exceto com o
controle branco (DMSO). Diante disso, as concentracdes dos extratos sdo capazes
de estimular a producdo de quantidades significativas de Oxido nitrico pelos
macrofagos.

Para o extrato, na analise de variancia entre as médias, houve diferenca
estatistica significante entre elas. A concentracdo de 100 pg/mL foi a que apresentou
a maior média de producdo de NO, sendo de 2,57 uM, valor proximo ao do controle
positivo (LPS), que foi de 2,64 uM.

Extrato 1

NO (WM)

Q Extrato Uvaia pg/mL

Figura 7 Producédo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos murinos peritoneais tratados com extrato de
Eugenia pyriformis obtido por CO:2 supercritico - extrato 1. *, ** e *** significam p<0,05, p<0,01 e
p<0,001, respectivamente, em rela¢cdo ao meio. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Na andlise do extrato 2 (Figura 8), ao compararmos o controle negativo (MEIO),
por meio do pos-teste de Tukey, identificamos que ha diferengca com o controle positivo
(LPS) e as concentragfes de 150 e 175 pg/mL. J& o LPS ndo apresentou significancia
estatistica com as concentragfes acima de 50 pg/mL, demonstrando que estas sao
capazes de estimular a producéo de quantidades significativas de oxido nitrico pelos
macrofagos, comparaveis aos niveis do controle positivo.

Para o extrato, na analise de variancia entre as médias, houve diferenca

estatistica significante entre elas. A concentracdo de 175 pg/mL foi a que apresentou
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a maior média de producao de NO, sendo de 8,50 uM, proximo a meédia do LPS, que
foi de 8,66 pM.

Extrato 2

NO (WM)

& Extrato Uvaia pg/mL

Figura 8 Producédo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos tratados com extrato de Eugenia pyriformis
obtido por extracdo assistida por ultrassom - extrato 2. * e ** significam p<0,05 e p<0,01,
respectivamente, em relacdo ao meio. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Frankenberger et al. (2018) mostraram que algumas fragdes com diferentes
metabdlitos, incluindo triterpenos pentaciclicos relacionados a a e B-amirina, apesar
de apresentarem diferente efeito citotdéxico, igualmente mostraram forte inibicdo de
NO e TNF-a, independentemente da sua composicao diferente.

Sendo assim, os constituintes do extrato testado neste estudo apresentam um
melhor estimulo ao macréfago para producdo de NO, com excecédo das concentracées

consideradas toxicas.

Avaliacdo do estimulo a producao do anion superdxido

Durante o primeiro estagio da infeccdo, sdo produzidos anions superoxidos
como parte da exploséo respiratéria em macrofagos de camundongos em resposta a
fagocitose. Promastigotas de Leishmania sdo susceptiveis a exposi¢cao ao superéxido
e a radicais hidroxila gerados pelo peréxido de hidrogénio (H202) (PAPA, 2007).

De acordo com a Figura 9, os macrofagos tratados com o extrato 1 mostraram
capacidade na producdo de superoxido. As concentracdes de 5 a 100 pg/mL
demonstraram um crescente na média das porcentagens de producdo do anion,
chegando a 118% na concentracdo de 50 pug/mL, adotando-se o meio como 100%.
Esta foi a Unica das concentragBes que obteve significancia estatistica, quando

comparado com o controle negativo, feito pelo pés-teste de Tukey.
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O controle positivo (LPS) ndo apresentou diferenca estatistica para essas
mesmas concentracdes, demonstrando a capacidade de estimular a produgéo do
anion superoxido pelos macrofagos. Observa-se uma diminuicdo na producdo do
anion superoéxido nas concentracfes de 150 e 175 pug/mL, o que pode ser explicado
pela toxicidade dessas concentracfdes, demonstrada na Figura 5.

Através de uma avaliacdo por meio de andlise por variancia (ANOVA), ha
diferenca estatistica entre as médias (p<0,05).

Extrato 1

2001

Porcentagem %
.
S
S

50

N Extrato Uvaia pg/mL

Figura 9 Producéo do anion superdxido por macrofagos tratados com extrato de Eugenia pyriformis
obtido por CO:2 supercritico - extrato 1. * significa p<0,05 em relagdo ao meio. LPS — Lipopolissacarideo
(1 pg/mL).

Por meio da avaliacdo da producéo de superéxido por macréfagos tratados com
0 extrato 2, pela Figura 10, verificou-se que eles apresentaram maiores niveis de
superéxido, quando comparados com 0s controles.

Ja o pOs-teste de Tukey apresentou significancia com as concentracbes de 5 e
10 yg/mL, quando comparadas com o controle negativo (MEIO) e com o branco
(DMSO). As concentracdes citadas apresentaram uma porcentagem média de 124%
e 125,3%, respectivamente. Quando elas sdo comparadas com a média de producao
do controle positivo (99,31%), apresentam significancia estatistica, demonstrando
uma boa capacidade de estimulo da producédo do anion superoxido pelos macroéfagos.

A andlise estatistica por meio da variancia (ANOVA) das médias demonstrou

que ha diferenca estatistica entre elas (p<0,05).
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Figura 10 Producéo do anion superéxido por macrofagos tratados com extrato de Eugenia pyriformis
obtido por extracéo assistida por ultrassom - extrato 2. * significa p<0,05 em relagdo ao meio. LPS —
Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Avaliacdo do estimulo a producéo de peréxido de hidrogénio

A producéo de peroxido de hidrogénio por macrofagos foi avaliada pelo método
espectrofotométrico, baseado na oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de
peroxidase, comparando-se a producao dos macréfagos tratados com os extratos com
agueles tratados com o lipopolissacarideo (LPS).

De acordo com a Figura 11, os macréfagos tratados com o extrato 1 obtiveram
uma menor producao quando comparados com os controles. As concentragdes de 15
e 150 yg/mL foram as que obtiveram os menores valores, apresentando diferenca
estatistica com o controle negativo (meio), por meio do pés-teste de Tukey.

Através de uma avaliagcdo por meio de analise por variancia (ANOVA), ha
diferenca estatistica entre as médias.

O peroéxido de hidrogénio (H202) é gerado in vivo pela dismutacéo do radical
anion superoxido (O2-) ou é produzido por enzimas oxidases e pela oxidacdo de
acidos graxos (ALVES et al., 2010).

Alguns métodos mostram que ha a necessidade de checar se a substancia
teste ndo funciona como substrato para a peroxidase, o que pode decrescer a
fluorescéncia. O radical superéxido pode inibir a peroxidase e comprometer a medida
de H202 em sistemas geradores de O2- (HALLIWELL, 1995).

Sendo assim, o extrato testado pode inibir a peroxidase, prejudicando a
avaliacao da producéo de H20:..
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Figura 11 Producédo de peréxido de hidrogénio por macréfagos tratados com extrato de Eugenia
pyriformis obtido por CO2 supercritico - extrato 1. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Um aumento na producédo de peréxido de hidrogénio nas células estimuladas
por PMA foi verificado, o qual mostrou uma elevacdo de 80% na sua producédo. Na
avaliacéo feita com mondcitos estimulados por LPS e PMA, também se observou um
aumento na producdo do peréxido de hidrogénio das células de pacientes com

Leishmaniose Tegumentar Americana (PAPA, 2007).

Avaliacdo do estimulo a capacidade fagocitica

Esse teste avaliou a capacidade de macréfagos tratados com os extratos 1 e 2
de internalizar as particulas da solucéo de trabalho.

Deve ser considerado inicialmente o tipo de fagocitose que ocorre pelo fagécito
em relacdo a Leishmania. Tem sido demonstrado que o parasita pode penetrar no
fagécito por dois processos: um deles por fagocitose por enrolamento (coiling
fagocitose) e o outro por fagocitose ativa. A primeira pode resultar em localizacéo
citoplasmatica do parasita e, na segunda, o parasita ingerido se localiza dentro do
vacuolo fagocitico (DE SALDANHA et al., 2012).

De acordo com a Figura 12, verificou-se que 0 extrato 1 obteve um
comportamento semelhante nas concentragfes testadas com relacdo aos seus
controles. Observa-se que o controle negativo (MEIO) obteve a produgado esperada
proxima a 100%, valor préximo ao da concentracdo de 150 pg/mL. O LPS obteve uma
producao de 107%.

Na analise das médias por ANOVA, houve diferencga significativa.
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Figura 12 Atividade fagocitica de macréfagos tratados com extrato de Eugenia pyriformis obtido por
CO: supercritico - extrato 1. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Com relacdo a avaliacdo da fagocitose, por método espectrofotométrico, de
macrofagos tratados com o extrato 2, verifica-se, por meio da Figura 13, que nem o
controle positivo (LPS), tampouco as concentracbes do extrato apresentaram
diferenca estatistica com os controles negativo e branco (DMSO) por meio do pés-

teste de Tukey. O MEIO apresentou a producéo esperada de 100%.

Extrato 2
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Figura 13 Atividade fagocitica de macréfagos tratados com extrato de Eugenia pyriformis obtido por
extracdo assistida por ultrassom - extrato 2. LPS — Lipopolissacarideo (1 pg/mL).

Teles et al. (2011) e Torres-Santos et al. (2004) estudaram a acédo dos
triterpenos isolados sobre formas promastigotas de L. amazonensis e macréfagos e
mostraram que eles foram capazes de promover acdo antileishmania, porém com
inibicdo da atividade fagocitica dos macrofagos, o que Ihes permitiu afirmar que a acao
do extrato sobre as formas amastigotas era uma acao direta, e ndo com o reforgo
sobre 0 mecanismo da fagocitose.

Outro estudo demonstra que os triterpenos estimulam a granulocitose e a
fagocitose, auxiliando no combate a infeccado (AKIHISA et al., 1996). Porém, mesmo

com essas informacdes, até mesmo o mecanismo de agdo pelo qual os triterpenos
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inibbem o crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp ainda néo foi
totalmente elucidado (LIMA et al., 2011).

Quantificacdo e avaliacdo da a e B-amirina

Klein et al. (2018) revelaram resultados de teores bastante elevados de
amirinas nos extratos de uvaia utilizados neste trabalho. As concentragdes foram
determinadas, usando Cromatografia Liquida (HPLC), com metanol como fase movel.
Para o extrato obtido por fluido supercritico (extrato 1), foram detectados 17,09 £
0,27% de a-amirina e 54,58 + 0,09% de B-amirina, sendo o desvio padrdo de trés
replicatas. Para o extrato obtido por ultrassom (extrato 2), foram detectados 14,31 *
0,36% de a-amirina e 62,72 + 0,50% de B-amirina. Nas Figuras 14.a e 14.b, constam
os cromatogramas de HPLC para os extratos 1 e 2, respectivamente.
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Figura 14 Cromatograma dos padrdes de a e B-amirina dos extratos 1 (a) e 2 (b).

Em relacdo a atividade tripanocida, estudos prévios mostraram que compostos
puros, incluindo a a e B-amirina, sdo inativos (DA SILVA FILHO et al., 2004,
FOURNET et al., 1992); entretanto, de acordo com dados da literatura (CREVELIN et
al.,, 2006; GAERTNER et al., 1999; OTUKI et al., 2005), algumas misturas de
triterpenos podem apresentar melhores atividades bioldgicas do que seus compostos
isolados.

Algumas fra¢des, com diversos metabalitos, testadas por Frankenberger et al.
(2018), revelaram efeito antiparasitario interessante sobre amastigotas intracelulares
de L. amazonensis e tripomastigotas de T. cruzi. As atividades antiparasitarias das

fraces foram melhores que as dos triterpenos semissintéticos (preparados a partir de
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trés diferentes reagdes de oxidagado da a-amirina) e a-amirina. Este resultado posterior
sugeriu uma contribuicéo sinérgica dos constituintes da fracao.

Resultados apresentados por Otuki et al. (2005) mostram que a mistura dos
triterpenos a e B-amirina, administrados sistematicamente, nas vias espinhal e
supraespinhal em camundongos, produz antinocicep¢cdo pronunciada e dose
relacionada. Além disso, este efeito parece estar relacionado com sua capacidade de
interferir nas vias da Proteina quinase C e A.

Resultados com relacéo a capacidade antioxidante sao relevantes para ampliar
o conhecimento sobre a flora brasileira e prospectar moléculas de interesse quimico
para as possiveis aplicagbes diferenciadas nos setores farmacéutico, estético,
alimentar e agricola (CARDOSO et al., 2018).
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CONCLUSOES

Ao avaliar a agédo da atividade tripanocida e leishmanicida de extratos de
Eugenia pyriformis, foi possivel verificar seu potencial in vitro na acdo contra 0s
parasitas.

Para a Leishmania amazonensis, na forma promastigota, tanto o extrato obtido
por fluido supercritico quanto o assistido por ultrassom apresentaram atividade in vitro
moderada, com relacdo ao medicamento padrdo para tratamento. Também
apresentaram seguranc¢a nas doses testadas para o extrato 2, e até a concentragao
de 100 pg/mL para o extrato 1.

Para o Trypanosoma cruzi, na sua forma infectante de tripomastigota, tivemos
sua acdo mais acentuada, apresentando também uma atividade in vitro moderada,
guando comparada com o seu controle positivo (Benznidazol). O extrato 2 apresentou
uma atividade mais acentuada, com seguranca nas concentracoes testadas.

As quantificagbes de a-amirina e B-amirina foram significativas em ambos os
extratos, justificando sua capacidade antioxidante pela presenca de tracos de vitamina
E em sua composicado e como caracteristica do metabdlito secundario. A capacidade
de producdo de componentes que auxiliam no combate ao parasita foi detectada nos
testes que mostraram eficacia dos extratos no auxilio da producao de éxido nitrico e
superoxido.

Estudos revelam a capacidade da acdo das amirinas, principalmente na sua
acado conjunta, justificando a sua eficacia para estudos mais aprofundados para
futuros testes in vivo, como uma alternativa terapéutica potencial para as patologias

tratadas neste estudo, assim como alguma acao sobre macréfagos murinos.
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