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RESUMO

A amebiase é uma doenca humana causada pelo protozoario Entamoeba histolytica, um
parasito patogénico e invasivo que causa morte de cerca de 100 mil individuos por ano em
todo mundo. Algumas espécies do género Maytenus tém sido utilizadas na medicina popular
brasileira para tratamento da diarreia. Estas plantas sdo promissoras fontes de triterpenos
bioativos de interesse medicinal. Doze extratos brutos e quatro triterpenos, previamente
conhecidos, isolados a partir de galhos e raizes de Maytenus gonoclada, foram investigados
“in vitro” em relagdo ao potencial amebicida em diferentes intervalos de tempo. Extratos
brutos, lupeol, 3p-30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno e 3-oxo-11a-hidroxilup-20 (29)-eno néo
exibiram atividade contra E. histolytica, contudo, o triterpeno tingenona foi ativo. A
citotoxicidade da tingenona foi avaliada utilizando células mononucleares do sangue
periférico humano. A ICs, encontrada foi de 8,9 pM. Neste caso a dose citotdxica esta muito
proxima da dose amebicida, inviabilizando o prosseguimento dos estudos com a substancia
“in natura”. A citotoxicidade da tingenona sobre células humanas poderia constituir restri¢éo
para seu emprego em tratamentos antiparasitarios. Contudo a facilidade de obtencéo e
grandes quantidades, sinaliza sua utilizacdo para modificacdes na estrutura da molécula

visando obter derivados com potente atividade e menor toxicidade.

Palavras-chave: Entamoeba histolytica; Maytenus gonoclada; Tingenona



ABSTRACT

Amebiasis is a human disease caused by the protozoan Entamoeba histolytica, a parasite that
causes invasive pathogenic and death of about 100.000 individuals per year worldwide. Some
species of the genus Maytenus have been used in Brazilian folk medicine to treat diarrhea. These
plants are promising sources of bioactive triterpenes of medicinal interest. Twelve extracts and
four triterpenes, previously known, isolated from the branches and roots of Maytenus gonoclada
were investigated "in vitro™ against potential amoebicide at different time intervals. Crude
extracts, lupeol, 3B-30-dihydroxy-lup-20 (29)-ene and 3-o0xo-11o-hydroxylup-20 (29)-ene
exhibited no activity against E. histolytica, however, the triterpene tingenone was active. The
cytotoxicity was evaluated using the tingenone mononuclear cells human peripheral blood. The
ICso 0f 8.9 UM was found. In this case the cytotoxic dose is very close to the dose amoebicide,
precluding further studies with substance "in nature”. The cytotoxicity of tingenone on human
cells could be restricted to its use in parasite treatments. However the ease of obtaining large
amounts and, pointing their use for changes in the structure of the molecule to obtain derivatives

with potent activity and lower toxicity.

Keywords: Entamoeba histolytica; Maytenus gonoclada; Tingenone



1.INTRODUCAO

1.1 Histdrico

InfeccBes intestinais foram relatadas, desde a Grécia Antiga, pelo filésofo e médico
Hipocrates (460-377 a.C), o qual fez a primeira referéncia a uma “doenga mortifera” que
acometia individuos portadores de febre e disenteria (Tanyuksel & Petri 2003).

A primeira observacdo de amebas nas fezes foi feita por Lambl (1860), em um caso
de diarreia infantil e, posteriormente, por Cunningham (1871), que as identificou nas fezes
de um individuo com célera na india (Silva 1997). Em 1875, o pesquisador Friedrich
Aleksandrovich Losch (1840-1903) observou um grande nimero de microrganismos nas
fezes de um camponés russo que sofria de disenteria cronica. Ldsch, entdo, infectou cées
com as fezes deste paciente e ap0s a necropsia dos animais, visualizou-se um numeroso e
intenso processo ulcerativo na mucosa do colon com a presenca de muitas amebas. Estas
amebas foram entdo denominadas de Amoeba coli (Ackers 2002).

Segundo Imperato (1981), a descri¢do patologica da invasao do intestino e do figado
por amebas foi realizada por Councilman & Lafleur em 1891. Estes foram os primeiros
pesquisadores a utilizarem as expressdes ‘“abscesso amebiano do figado”, “disenteria
amebiana” e a sugerir a denominacdo Amoeba dysenteriae para o parasito.

Quincke & Roos (1893) descreveram detalhadamente o trofozoito e evidenciaram a
presenca de cistos nas fezes, descrevendo-os como estruturas arredondadas, com parede bem
definida. Em 1903, Fritz Schaudinn (1871-1906) demonstrou a existéncia de dois tipos de
ameba infectando o homem, uma patogénica e outra ndo, denominando a forma néo
patogénica de Entamoeba coli e a patogénica de Entamoeba histolytica, devido a sua grande
habilidade de lisar tecidos (Martinéz-Baez 1989).

Vérias teorias tentaram explicar o comportamento patogénico da E. histolytica. De
acordo com a teoria unicista proposta por Dobell (1919), a E. histolytica constitui uma
espécie produtora de cistos tetranucleados, ndo patogénica, que poderia se tornar virulenta
de acordo com as influéncias da flora bacteriana intestinal ou fatores ambientais
desconhecidos (Clark 1998).
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A teoria dualista proposta por Brumpt (1877-1951), em 1925, definiu a existéncia de
duas espécies de amebas morfologicamente idénticas, porém biologicamente diferentes,
habitando o intestino humano: uma patogénica capaz de produzir doenga, e outra ndo
patogénica que viveria no intestino como comensal (Clark 1998). Esta teoria ndo foi muito
aceita pela comunidade cientifica da época, devido a inexisténcia de métodos para distinguir
as espeécies.

A teoria neodualista proposta por Hoare (1961) afirmou que a E. histolytica
apresenta um potencial patogénico variado, com cepas apresentando diferentes graus de
viruléncia, sendo responsaveis por casos assintomaticos ou formas graves da doenca (Silva
2006).

Apos o século XX, a teoria dualista comecou a ganhar adeptos, devido a observacdes
feitas por Sargeaunt e colaboradores ao ressaltarem diferencas no perfil isoenzimatico de
isolados patogénicos e ndo patogénicos, correlacionando-os com a forma clinica e
parametros bioldgicos de E. histolytica (Tanyuksel & Petri 2003). Em 1993, considerando
evidéncias bioquimicas, imunoldgicas e genéticas, Clark e Diamond confirmaram a
existéncia das duas espécies morfologicamente idénticas proposta por Brumpt (1925),
sugerindo 0 nome de Entamoeba dispar para a espécie ndo patogénica (Pinilla et al. 2008).

Em 1997, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) passou a apoiar a teoria dualista,
confirmando a existéncia da E. dispar. Os pesquisadores presentes em um seminario sobre
amebiase, realizado no Mexico, concluiram que o critério de tamanho utilizado para a
descricdo taxondmica classica da E. histolytica ndo serve para distingui-la da E. dispar e,
além disso, quando o diagnostico for feito por microscopia dptica, deve ser registrado como
E. histolytica/E. dispar (Ackers 2002).

1.2 Morfologia e biologia
De acordo com o Comité de Sistematica e Evolucdo da Sociedade Internacional de
Protozoologia, o0 protozoario E. histolytica pertence ao Reino Protista, Filo

Sarcomastigophora, Classe Lobosea, Ordem Amoebida, Familia Endamoebidae e Género
Entamoeba (Martinez-Giron et al, 2008)
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Em seu ciclo de vida, a E. histolytica apresenta quatro estagios evolutivos,
conhecidos como: trofozoitos, pré-cistos, cistos e metacistos. Os cistos e trofozoitos sdo
fases bem definidas do parasito, entretanto, 0s pré-cistos e metacistos sdo fases
intermediéarias. O pré-cisto é ligeiramente arredondado, menor que os trofozoitos e possuem
corpos cromatoides em forma de bastonete no citoplasma. O metacisto trata-se de uma
forma multinucleada liberada pelo cisto no intestino delgado, que apos varias divisdes
nucleares e citoplasmaticas originara trofozoitos metacisticos (Neves et al, 2011).

O cisto corresponde a um estagio evolutivo com metabolismo reduzido. E
considerada a forma de resisténcia do parasito, devido a sua capacidade de sobreviver fora
do hospedeiro por semanas resistindo a acidificacdo, cloracéo, dissecacdao, bem como outros
estresses ambientais. Entretanto, em ambiente externo, quando submetidos a temperaturas
inferiores a 5 °C ou superiores a 40 °C sdo rapidamente destruidos (Huston et al,1999; Samie
et al. 2012). Os cistos sdo observados em fezes solidas ou pastosas do hospedeiro, sdo
esféricos, ovoides ou irregulares com parede refrataria bastante rigida, composta por quitina.
Medem de 10 a 15 um de didmetro, contém de 1 a 4 nucleos revestidos com grénulos de
cromatina, cariossoma pequeno e central (Figura 1). O citoplasma dos cistos possui vacuolos
contendo glicogénio e membrana nuclear ligeiramente visivel. Os corpos cromatoides,
compostos de &cido ribonucléico, sdo visualizados, em forma de bastdo ou charuto, no
citoplasma (Stanley 2003).

Ao contréario dos cistos, os trofozoitos de E. histolytica sdo moveis e variam o
tamanho entre 10 a 40 um de didmetro, podendo chegar a 60 um nas formas teciduais.
Geralmente, possuem apenas um nucleo, medindo de 4 a 7 um, com cariossoma central,
membrana nuclear delgada e cromatina uniforme sob a forma de finos granulos na periferia
da carioteca. O citoplasma contém vacuolos e é diferenciado em ectoplasma (claro e hialino)

e endoplasma (granuloso) (Figura 2) (Neves et al, 2011).
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Figura 1. Foto de cistos de E. histolytica/E.dispar corado com

>
SWE

tricrémio. Corpo cromatoide em forma de bastao (seta)
Fonte: http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Os trofozoitos alimentam-se por meio da fagocitose de bactérias e restos de matéria
organica em decomposic¢do ou por pinocitose de nutrientes liquidos, tendo como ambiente
natural o intestino grosso. S&o essencialmente organismos anaerobios, entretanto, séo
capazes de crescer em atmosferas com até 5% de oxigénio. Trofozoitos sdo facilmente
destruidos no ambiente externo, degenerando em poucos minutos (Tanyuksel & Petri 2003).

Segundo Silva (1997), o extremo pleomorfismo dos trofozoitos de E. histolytica fica
bastante evidente quando examinado pela microscopia eletronica de varredura. As
superficies dos trofozoitos sdo geralmente irregulares, sendo observadas proeminéncias
alternadas com pregas e sulcos ligeiramente profundos. Estudos sobre a ultraestrutura dos
trofozoitos mostram que a E. histolytica ndo apresenta reticulo endoplasmatico, complexo de
Golgi, centriolos, microtubulos e mitocondria. Em relacdo a locomocéo, esta ocorre através
de pseudopodes grossos ou lobopodes e a energia para a constante movimentacdo provém da

conversao anaerobica da glicose e piruvato em etanol (Stanley 2003).
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Figura 2. Foto de trofozoitos de E. histolytica/E. dispar
corado com iodo (A) e tricrémio (B).

Fonte:www.dpd.cdc.gov/dpdx

1.3 Ciclo biolégico

O ciclo de vida do parasito é considerado relativamente simples, sendo classificado
COmMOo MonoXénico, ou seja, Se processa em um Unico hospedeiro: 0 homem (Figura 3).

A infeccdo normalmente se inicia pela ingestdo de cistos maduros (forma infectante)
presentes em agua ou alimentos. Apos a ingestdo, a parede cistica fornece protecdo contra o
baixo pH do estdmago e as enzimas gastrointestinais, favorecendo a passagem das formas
infectantes pelo estdmago do individuo (Zlobl 2001). Chegando ao intestino delgado, na
porcdo terminal do ileo, ocorre o desencistamento e liberacdo do metacisto através de uma
fenda na parede cistica (Neves et al, 2011). Os fatores que induzem o desencistamento ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos, provavelmente sais inorganicos, meio alcalino, baixa
tensdo de oxigénio e apropriadas condi¢cdes osmoticas do ambiente intestinal influenciam
neste processo (Ravdin 1988).

Ap0s sucessivas divisdes nucleares e citoplasmaticas, 0 metacisto originar quatro e,
posteriormente, oito trofozoitos, chamados trofozoitos metacisticos. Estes trofozoitos séo
levados pelo bolo alimentar até o intestino grosso, colonizam o local e se alimentam de
bactérias e restos celulares (Zlobl 2001; Haque et al, 2003; Wiser 2010). Segundo Haque e

colaboradores (2003), durante o processo de desencistamento no lamen intestinal, os
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trofozoitos produzidos se aderem as mucinas do colon e, assim, colonizam o intestino grosso
do individuo.

A E. histolytica, geralmente, persiste por meses ou anos no intestino como
comensais, no entanto, ocasionalmente alguns trofozoitos invadem a submucosa intestinal,
multiplicam-se ativamente no interior das Ulceras, atravessam a circulacdo porta e atingem
6rgdos como figado, pulmédo, rim, pele ou cérebro, causando a amebiase extra-intestinal
(Eichinger 2001).

Todavia, sobre certas circunstancias, alguns trofozoitos se desprendem da parede
intestinal, sofrem desidratacdo e eliminam substancias nutritivas presentes no citoplasma,
transformando-se em pré-cistos (Neves et al, 2011). Os fatores responsaveis pela indugdo do
encistamento também ndo séo totalmente conhecidos, no entanto, sugere-se que a agregacao
de trofozoitos na camada de mucina possa desencadear tal processo (Wiser 2010). Alem
disso, segundo Zlobl (2001), se as condi¢des do limen se tornarem adversas a sobrevivéncia
dos trofozoitos, estes podem encistar. Os pré-cistos formados secretam uma parede cistica
rica em quitina, formam os corpos cromatoides e se transformam em cistos mononucleados.
Apos duas divisdes nucleares, ha a formacéo de cistos (tetranucleados) que chegam, entéo,
ao ambiente atraves das fezes normais ou formadas, completando o ciclo (Tanyuksel & Petri
2003).

Os cistos tetranucleados tornam-se infectantes imediatamente ap0s sua excre¢do com
as fezes e permanecerdo viaveis por semanas dependendo das condi¢gdes ambientais (Wiser
2010). O intervalo entre a ingestdo de cistos deste parasito e 0 aparecimento dos primeiros
sintomas varia de poucos dias a meses ou anos, tornando-se dificil definir o periodo de

incubacdo da doenca (Neves et al, 2011).
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Ingestdo de cistos maduros

Ciclo nido-patogénico
na luz do intestino a) na parede b) no figado,

do intestino pulmio etc,

!

% Ciclo patogénico:
©

Eliminacao nas fezes

Figura 3. Ciclo biolégico
Fonte: Adaptado de Rey, 2010

1.4 Transmissao e fatores de risco

De acordo com documentos publicados em 1997 pela OMS, a amebiase ¢ uma
infeccdo causada pelo protozoario E. histolytica com ou sem manifestacGes clinicas
(Ximeénez et al, 2011). A doenca é transmitida, principalmente, pela ingestdo de cistos
tetranucleados presentes na agua ou alimentos contaminados com fezes humanas,
consequéncia das precarias condicGes sanitarias e higiénicas do ambiente. A infeccdo
também ocorre através de contato pessoa-pessoa (Maos sujas ou objetos contaminados por
cistos), como observado em grupos familiares, no qual um Unico membro infectado é

considerado importante fator de risco na transmissdo da doenca para os demais individuos
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(Braga et al, 2001). E importante ressaltar que os “portadores assintomaticos”,
manipuladores de alimentos sdo os principais disseminadores dessa protozoose (Neves et al,
2011).

Existem, ainda, transmissfes através do contato sexual oral-anal e por meio de
vetores mecanicos, como moscas e baratas, que transportam cistos viaveis e contaminam
alimentos (Pai et al, 2003). Os trofozoitos ndo estdo envolvidos na transmissdo da amebiase,
pois, sdo destruidos quando expostos a enzimas e ao acido cloridrico do trato gastrointestinal
(Reed & Ravdin 1995).

As avaliacOes de indicadores ambientais, demogréficos, socioecondmicos e de salde
sdo de suma importancia para o estudo de diversos problemas de salde na infancia. Através
de tais avaliacGes, torna-se possivel identificar os fatores de risco para a morbidade infantil
e, em particular, para infeccGes causadas por E. histolytica.

Define-se como fator de risco uma caracteristica ou elemento, enddgeno ou exdgeno,
que se associa a maior probabilidade de desenvolvimento de uma enfermidade (Rover et al,
2010). No caso da amebiase, inUmeros sdo os fatores de risco que favorecem a transmissao
da doenca: insalubridade, pobreza, condicGes de superlotagédo, higiene pessoal precéria,
exposicdo fecal em creches, viagem a paises em desenvolvimentos, caréncia de agua potavel
intradomiciliar, relacionamentos homossexuais, desnutri¢cdo, gravidez, estado de supressdo

do sistema imunolégico e alcoolismo (Zlobl 2001; Martinez-Giron et al, 2008).

1.5 Epidemiologia

Por estar amplamente difundida em todo o mundo, estudos epidemioldégicos
comprovam que a infeccdo por E. histolytica é endémica em paises em desenvolvimentos de
clima temperado e tropical, sendo mais comumente encontrada em locais de baixo nivel
socioecondmico e condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas (Tanyuksel & Petri 2003; Pritt
& Clark 2008). Segundo Cunha e colaboradores (1991), a prevaléncia desta protozoose é
bastante variavel. Estima-se que a prevaléncia média da amebiase no mundo seja de
aproximadamente 10%, chegando a 80% em paises em desenvolvimento e areas tropicais
(Ghoshal & Lakshmi 2002; Ximénez et al, 2009).
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Em relagdo as infecgcBes causadas por protozoarios, a amebiase constitui a doenca
humana mais agressiva, perdendo apenas para a maléria. De acordo com estimativas atuais,
a amebiase infecta aproximadamente 500 milhGes de pessoas em todo o mundo, resultando
em 40.000-100.000 mortes anuais, principalmente em paises tropicais e subtropicais
(Stanley 2003; Abid et al, 2008; Leos-Rivas et al, 2011).

A amebiase constitui sério problema de salde publica em paises como México,
india, Bangladesh, leste e sul da Africa, Vietni e em toda a América do Sul (Zlobl 2001).
Nas Américas, 0 México é considerado o pais com maior nimero de casos de amebiase,
sendo o local onde ocorrem as formas mais graves da doenca (Brandt & Tamayo 1970).

No México, embora as doencas diarréicas estejam diminuindo, e essa circunstancia
favoreca a reducdo do nimero de casos e incidéncia da amebiase, tal doenga continua sendo
considerada uma das vinte maiores causas de morbidade no pais (Figura 4) (Ximénez et al,
2011). A populagdo mais freqlientemente afetada possui menos de 15 anos, com notavel

aumento em criancas de 5 a 9 anos de idade (Ximénez et al, 2009).
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Figura 4 — Casos de incidéncia de amebiase intestinal
no México entre 2003-2008.
Fonte: Secretaria de Salud, 2009

A Asia é o continente com maior nimero de pessoas infectadas apresentando 300
milhdes de infectados e até 50 mil mortes anuais (WHO 1997). Por razdes ainda ndo
esclarecidas, as taxas de incidéncia de abscesso hepatico amebiano no Vietnd séo

extremamente elevadas, com valores relatados de aproximadamente 21 casos por 100.000
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habitantes (Ximénez et al, 2009). Na Africa, a diarreia é responsavel por até 75% de todas as
doencas da infancia (Ximénez et al, 2011). O continente apresenta 85 milhdes de infectados
com alta incidéncia de amebiase invasiva, e até 30 mil mortes anuais (Guerrant 1986).

No Brasil, a amebiase também constitui um sério problema de salde publica.
Segundo Cunha e colaboradores (1991), a prevaléncia desta protozoose é bastante variavel,
nas diferentes regides do pais, assim como sua patogenicidade e viruléncia. Os indices mais
elevados da infecgdo foram observados em Belém - PA, com cerca de 29% dos individuos
possuindo o parasito E. histolytica (P6voa et al, 2000).

Na Regido Amazobnica, as precarias condi¢cdes sociais e econdmicas bem como a
falta de saneamento basico na maioria das localidades despertou o interesse de varios grupos
de pesquisa acerca da prevaléncia de diversas enteroparasitoses. Segundo Feitosa (1986), a
alta freqtiéncia de colite disentérica e abscesso hepatico amebiano na regido Amazonica esta
relacionada as diferentes cepas de E. histolytica presentes no local.

As formas de colite disentérica sdo pouco frequentes no Brasil, havendo
predominancia da forma de colite ndo disentérica. No entanto, considerando a alta
porcentagem de assintomaticos infectados com E. histolytica no Brasil (Gomes et al, 1999)
torna-se importante que as distribuicBes reais da E. dispar e da E. histolytica sejam
determinadas.

Apesar da maioria dos casos de amebiase estarem relacionados a paises em
desenvolvimento, a doenca também € encontrada em paises desenvolvidos. Um exemplo
desse fato pode ser observado em alguns paises industrializados da América do Norte e da
Europa, nos quais a amebiase afeta grupos definidos da populagdo, tais como: homens
homossexuais, turistas que viajam para areas endémicas, doentes mentais institucionalizados
e imunodeprimidos HIV positivos (Tanyuksel & Petri 2003).

Nos Estatos Unidos, dados relatados sobre a epidemiologia do abscesso hepatico
amebiano entre 1979-1994 apontaram para a importancia dos movimentos migratorios sobre
as taxas de morbidade associada a amebiase no periodo em analise (Ximénez et al, 2009).
Em 1993, 2.970 casos de amebiase foram relatados nos EUA. Destes casos, 33% eram
imigrantes vindos do México, América Central e Sul e 17% vinham da Asia e llhas do
Pacifico (Stanley 2003).

26



As zonas consideradas endémicas para amebiase no mundo podem ser visualizadas

na Figura 5.

Figura 5 — Zonas endémicas de amebiase no mundo (em verde).
Fonte: http://www.muskadia.com/sante/cartes/amibiases_map.htm

1.6 Manifestacdes clinicas

Na amebiase observa-se uma grande variedade de sindromes clinicas que refletem o
potencial que a E. histolytica tem de se tornar invasiva e causar doenca progressiva (Wiser
2010). Dados publicados sobre a freqiiéncia da infeccdo indicam que dos 10% individuos
infectados pelo parasito, apenas 1% desenvolve a forma invasiva da doenca com
manifestacdes clinicas. Dessa forma, torna-se importante salientar que 90% das infecgdes
tém curso assintomatico e sdo, frequentemente, autolimitadas (Zlobl 2001; Ximénez et al,
2011).

Sabe-se que o potencial patogénico das cepas de E. histolytica e o quadro
imunoldgico do individuo contribuem diretamente para a gravidade da doenca. Um exemplo
desse fato pode ser observado durante a colite amebiana e a amebiase hepatica, nas quais,
diferencas patolégicas ocorrem devido a varia¢do de viruléncia do parasito nos dois érgaos
ou as diferentes repostas imunes do hospedeiro no intestino e figado (Stanley 2001).

Alguns quadros clinicos da doenca sdo descritos a seguir.
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1.6.1 Amebiase intestinal

O parasito vive comumente no intestino grosso, sendo capaz de causar alteracbes na
mucosa, caracterizando a forma clinica denominada de amebiase intestinal. Formas graves
de amebiase invasiva sdo observadas em criangas (menores de 5 anos), mulheres gravidas,
idosos e em individuos que estdo sendo tratados com imunossupressores ou gque possuam
imunodeficiéncias. Essas formas graves de amebiase sdo: ameboma, colite fulminante, e

megacolon toxico (Ximénez et al, 2011).

1.6.1.1 Colite nao disentérica

E a forma mais frequente de amebiase e acomete pessoas de todas as idades. Trata-se
de uma sindrome com sintomatologia inespecifica, que inclui dor abdominal espasmddica e
disturbios intestinais frequentes, alternando entre episodios de diarreia e constipagédo (Zlobl
2001). Os sintomas tipicos também incluem: diarreia (3 a 5 evacuages), colicas, flatuléncia,
nausea e anorexia (Wiser 2010). A maioria das amebas provenientes deste quadro clinico
sdo identificadas como E. dispar (Sargeaunt 1982). Esta forma da doenca é controversa,
sendo dificil distingui-la da sindrome do intestino irritavel, muito comum em pacientes de

paises endémicos para a amebiase (Ximenez et al, 2009).

1.6.1.2 Colite amebiana aguda

Em geral, possui inicio gradual com dor abdominal, tenesmo, vomitos, flatuléncia e
fezes liquidas (4 a 6 evacuacgdes/dia) contendo sangue e muco. O historico de sintomas dura
de 1 a 4 semanas, sendo que alguns pacientes desenvolvem febre e desidratacao
(especialmente criangas), conforme a gravidade da doenca aumenta. A aparéncia
caracteristica de ulceras hemorragicas puntiformes, com mucosa ao redor relativamente
normal a endoscopia do reto ou sigmoide auxilia no diagndstico. A mortalidade € inferior a
1%, no entanto, ela aumenta para até 40% se ocorrer perfuracdo intestinal (Zlobl 2001;
Motta & Da Silva 2002).
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1.6.1.3 Colite fulminante e megacolon toxico

Colite fulminante ¢ uma complicacdo rara da disenteria amebiana, a qual ocorre em
apenas 6% a 11% dos pacientes com infec¢do sintomética. Apresenta-se com um rapido
inicio de diarreia sanguinolenta intensa, dor abdominal grave e febre alta. A invaséo
amebiana da parede do c6lon leva a uma necrose massiva de amplos segmentos ou de todo o
cblon (Chen et al, 2004) . Megacdélon toxico ocorre em apenas 0,5% dos casos. O célon se
dilata, perdendo a capacidade de executar os movimentos peristalticos de forma apropriada.
A distensdo abdominal é grave e 0s pacientes apresentam: contagem alta de glébulos
brancos, febre alta e dor abdominal. O reconhecimento precoce e intervencao cirdrgica sdo
importantes neste caso, uma vez que pacientes com megacélon toxico, geralmente, ndo tém

resposta apenas com terapia antiameba (Haque et al, 2003).

1.6.1.4 Amebomas

Trata-se de uma manifestacdo incomum, facilmente confundida com carcinomas ou
tumores. Os amebomas apresentam-se como massas abdominais dolorosas que ocorrem com
maior frequéncia no ceco e colon ascendente do individuo infectado. O paciente apresenta
dor, massa abdominal palpavel e disenteria com sangue. O prognostico é grave,

especialmente com a presenca de perfuracao intestinal (Zlobl 2001; Ximénez et al, 2009).

1.6.2 Amebiase extra-intestinal

Em alguns individuos, o parasito invade a submucosa intestinal e atinge a circulagéo
sanguinea, disseminando-se para outros 6rgdos como figado, pulmao, coracdo, encéfalo,

pele entre outros, caracterizando o quadro de amebiase extra-intestinal.

1.6.2.1 Amebiase hepética

E a forma invasiva mais frequente e responsavel pelo maior nimero de mortes, sendo
observada principalmente em adultos jovens e adultos em fase reprodutiva (20-50 anos).

Pode surgir meses ou anos apos a fase intestinal da infeccdo e é caracterizada por: febre,
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hepatomegalia, dor no quadrante superior direito, anorexia e, ocasionalmente, peritonite
(Wiser 2010). Sdo comuns calafrios, anemia, perda de peso, diarreia e ictericia — sendo este
altimo indicativo de maltiplos abscessos e/ou grande comprometimento hepatico (Haque et
al, 2003; Cordeiro & De Macedo 2007). Os achados laboratoriais sugestivos de abscesso
hepatico amebiano sdo a presenca de leucocitose, neutrofilia, aumento da velocidade de

sedimentac&o globular e altos niveis de fosfatase alcalina (Ximénez et al, 2011).

1.6.2.2 Amebiase pleuropulmonar

A invasdo do trato respiratério costuma ser secundaria ao abscesso hepatico,
ocorrendo em 7% a 20% dos pacientes com abscesso hepatico. Os sintomas clinicos mais
frequentes incluem tosse, dor toracica, dispneia, taquicardia e febre. Casos mais graves
levam a formacdo de fistulas hepatobronquiais com manifestacdes como a formacdo de
catarro marrom contendo material necrético e trofozoitos. (Cordeiro & De Macedo 2007,
Wiser 2010). O quadro de amebiase pleuropulmonar pode ser confundida com pneumonia
bacteriana ou doenca neoplasica, levando a diagndsticos erroneos (Hara et al, 2004).

Outros oOrgdos também podem ser acometidos pela amebiase, poréem s&o
considerados raros: sistema urinario, genital (podendo apresentar fistulas retovaginais),

regido perianal, pele e até ossos (Cordeiro & De Macedo 2007).

1.7 Diagnostico

O diagnéstico clinico da amebiase é considerado dificil devido a natureza néo
especifica dos sintomas, 0s quais sdo facilmente confundidos com disenterias bacterianas
(Salmonella, Campylobacter e Escherichia coli), bastante comuns em paises tropicais e
subtropicais (Tanyuksel & Petri 2003).

Tradicionalmente, a amebiase intestinal é diagnosticada pela realizacdo da pesquisa
do parasito nas fezes atraves da identificacdo de cistos ou trofozoitos (Stauffer & Ravdin
2003). Durante a realizacdo do diagndstico parasitologico de fezes, 0s organismos surgem de
forma intermitente. Devido a este fato, recomenda-se a apresentacdo de trés amostras de

fezes, em dias alternados, durante um periodo de 10 dias (Pritt & Clark 2008). Além disso, é
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importante evitar a presenca de substancias como antibioticos, laxantes e antidiarreicos, pois
esses danificam a estrutura do parasito, dificultando consequentemente sua identificacdo
(Proctor 1991).

A microscopia tem sido utilizada ha anos como método diagnostico da amebiase.
Porém, a execucdo dessa metodologia depende diretamente da habilidade dos técnicos que
realizam a analise, j& que diversos fatores podem afetar os resultados, tais como: atraso no
processamento do material, analista mal treinado, dificuldade na diferenciacdo de trofozoitos
ndo moveis de células epiteliais e preservacao inadequada da amostra (Ruiz Palacios 1997;
Cordeiro & De Macedo 2007). Além disso, com a descoberta do complexo E. histolytica /E.
dispar, outra limitacdo é a impossibilidade do diagnostico diferencial por esse tipo de
analise, uma vez que ambas as espécies ndao podem ser distinguidas apenas por sua
morfologia (Motta & Silva 2002; Stanley 2003; Cordeiro & De Macedo 2007). Devido a
baixa sensibilidade (60%) e as elevadas taxas de falso-positivos atribuidos a microscopia
para o diagnostico da amebiase, tornou-se necessario a aplicacdo de métodos alternativos na
tentativa de obter um diagnostico mais seguro e confiavel para a doencga (Zlobl 2001).

A cultura de E. histolytica / E. dispar é realizada a partir de amostras fecais, amostras
de biopsia retal, ou aspirados de abscesso hepatico. Entretanto, tal processo necessita entre 1
a 4 semanas para ser executado e requer equipamentos sofisticados, tornando-o inviavel
como procedimento de rotina, especialmente, nos paises em desenvolvimento. A analise do
perfil isoenzimatico dos parasitos cultivados € capaz de fazer a distin¢do entre os zimodemas
patogénicos e ndo patogénicos. Porém, este processo de analise é trabalhoso, caro e, muitas
vezes, produz resultados falso-negativos para varias amostras de fezes, anteriormente
positivas na microscopia (Samie et al, 2012).

A deteccdo de anticorpos € uma ferramenta que auxilia o diagnostico da infeccao.
Véarios métodos para a deteccdo de anticorpos tém sido utilizados atualmente, tais como:
ensaio imunoenzimatico (ELISA), hemaglutinacdo indireta, imunodifusdo, teste de difusdo
em gel, imunofluorescéncia indireta (RIFI), imunoeletroforese e fixacdo do complemento
(Samie et al, 2012).

O teste de ELISA trata-se de um dos métodos mais utilizados em todo o mundo. No
caso da amebiase, tal metodologia é utilizada para demonstrar a presenca de anticorpos

antiamebianos no soro, sendo sua utilizacdo mais recomendada em pacientes com suspeita
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de abscesso hepético e individuos assintomaticos infectados pela E. histolytica (Tanyuksel
& Petri 2003). A pesquisa de anticorpos possui uma sensibilidade de 90% para o abscesso
hepéatico amebiano e de 70% para a colite amebiana. Essa diferenca ocorre diante do grande
aumento de anticorpos na amebiase invasiva extraintestinal ao contrério dos niveis de
anticorpos existente nas formas nao invasivas (Petri & Singh 1999; Sanchez-Guillén et al.
2002).

Para a pesquisa de antigenos fecais (coproantigenos), os testes se utilizam de
anticorpos monoclonais ou policlonais especificos a fim de detectar antigenos de E.
histolytica. Estes testes sdo considerados rapidos, sensiveis e amplamente utilizados para se
confirmar achados microscépicos (Pritt & Clark 2008; Stanley 2003).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é considerada o método de maior
especificidade (100%) e sensibilidade (94%) para a identificacdo de infecgdes por
Entamoeba sp (Stauffer & Ravdin 2003; Herbinger et al, 2011). Trata-se de uma técnica que
permite a amplificagdo de regides especificas do DNA de E. histolytica e E. dispar, sendo
assim, considerado o instrumento de escolha para o diagnéstico diferencial dessas espécies
(Cordeiro & De Macedo 2007). Entretanto, o tempo consumido para a execucdo do teste,
sua relativa complexidade, a necessidade de equipamentos sofisticados e o custo elevado sao
algumas das desvantagens ao se utilizar tal técnica, principalmente, em paises em
desenvolvimento (Koneman et al, 2008).

Técnicas de imagem ndo invasivas (ultrassonografia, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética) sdo consideradas excelentes auxiliares para o diagnostico da doenca
extraintestinal (Zlobl 2001; Wiser 2010). No caso do abscesso hepatico amebiano, o
diagnostico definitivo é confirmado por testes sorologicos positivos para anticorpos contra
E. histolytica e pela demonstracdo da lesdo hepatica atraves de técnicas de imagem
(Tanyuksel & Petri 2003).

A ultrassonografia apresenta precisdo de 95%, revelando les6es bem definidas com
bordas arredondadas, sendo considerada uma técnica mais barata e acessivel do que a
tomografia computadorizada (Ximénez et al, 2009). A tomografia computadorizada e a
ressonancia magnética caracterizam melhor o abscesso hepético e permitem a detec¢do de
lesbes menores, porém, sdo menos especificas do que a ultrassonografia (Pritt & Clark
2008).
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1.8 Tratamento

Os protozoérios E. histolytica e E. dispar sdo morfologicamente idénticos, porém,
bioguimicamente e geneticamente diferentes (Solaymani-Mohammadi et al, 2006). De
acordo com as recomendagdes da OMS, procedimentos que permitam a diferenciagdo entre
E. histolytica e E. dispar necessitam ser adotados, uma vez que o tratamento da amebiase é
administrado somente nos casos em que a E. histolytica seja confirmada (Pritt & Clark
2008). Nao ha evidéncias de que pacientes infectados com E. dispar estejam em risco de
salde ou que coloquem em risco a sociedade, portanto, ndo necessitam de terapia
medicamentosa (Zlobl 2001).

Em 1912, a emetina foi 0 primeiro composto a demonstrar atividade amebicida,
entretanto, atualmente, é pouco utilizada devido a sua elevada toxicidade (Upcroft &
Upcroft 2001).

Na decada de 50, a introducdo de farmacos nitroheterociclicos representou uma nova
Era no tratamento de infec¢bes por bactérias e protozoarios. Como consequéncia desse fato,
foi sintetizado o metronidazol (1-B-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol), um agente
antimicrobiano utilizado na clinica médica ha mais de 45 anos (L6fmark et al, 2010) devido
a sua baixa toxicidade, elevada eficacia e curto periodo de tratamento (Ledo 1997).

O metronidazol (MTZ) é o amebicida mais utilizado em todo o mundo. Atualmente,
pertence a lista dos 100 medicamentos mais prescritos nos Estados Unidos e um dos 10 mais
utilizados durante a gravidez (Bendesky et al, 2002). Em mulheres gravidas, o diagnostico
precoce e o tratamento sdo importantes, ja que a amebiase durante a gravidez coloca a
paciente em maior risco de aborto e parto prematuro (Zlobl 2001).

Os medicamentos recomendados para o tratamento da amebiase variam de acordo
com as manifestagdes clinicas dos pacientes. Assim, 0s farmacos amebicidas séo
classificados em dois grupos: amebicidas luminais e amebicidas teciduais.

Os individuos assintomaticos infectados por E. histolytica devem ser tratados com
amebicidas luminais (paromomicina, etofamida, teclosan, furoato de diloxanida, ou

iodoquinol) na tentativa de erradicar a infeccdo. Estes medicamentos eliminam as amebas
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luminais, prevenindo a invasdo de tecidos subsequentes e a propagacdo da infecgdo através
de cistos (Stanley 2003).

A doenca invasiva intestinal e extraintestinal sdo tratadas com amebicidas teciduais
(MTZ, tinidazol, secnidazol, dentre outros). Tais amebicidas sdo bem absorvidos pela
corrente sanguinea e nao atingem elevadas concentracdes no limen intestinal. Devido a esse
fato, o tratamento é acompanhado da administracdo de um agente luminal a fim de erradicar
qualquer potencial reservatério intestinal (Pritt & Clark 2008; Wiser 2010).

Comumente, o tratamento utilizando MTZ varia entre adultos e criangas. No caso de
adultos, o medicamento é administrado nas dosagens de 250 a 500 mg (via oral ou
intravenosa) de 8 em 8 h, durante 5 a 7 dias (amebiase intestinal) ou 7 a 10 dias (amebiase
hepatica). Em criancas, a dosagem diminui para 35 a 50 mg/kg/dia (via oral), 3 vezes ao dia.
No caso de colite amebiana fulminante, é prudente adicionar antibioticos de amplo espectro
para 0 tratamento de bactérias intestinais que possam se espalhar pelo peritdnio do
individuo. A intervencao cirdrgica é ocasionalmente necessaria em casos de abdéme agudo,
hemorragia gastrointestinal ou megacdlon toxico (Haque et al, 2003).

O controle de cura na amebiase intestinal devera ser realizado no 7°, 14°, 21° dia ap0s
0 término do tratamento, através de métodos como: Hoffman, Faust e Hematoxilina férrica
(Ledo 1997).

Abscesso hepatico amebiano tameém ¢ tratado via quimioterapia, sendo 0 processo
cirurgico raramente indicado. O tratamento de escolha requer um nitroimidazol administrado
via oral ou, quando néo tolerado, por via intravenosa (Ruiz-Palacios 1997).

E importante ressaltar que, apesar dos escassos relatos clinicos de resisténcia aos
farmacos de escolha para o tratamento da amebiase, 0 uso inadequado a curto prazo e as
superdosagens, normalmente prescritas como profilaxia a doenca, podem favorecer o
surgimento de resisténcia do microrganismo contra tais farmacos (Upcroft & Upcroft 2001).
Relatorios sobre falhas no tratamento indicam que tal resisténcia devera se tornar
clinicamente importante em um futuro proximo. Além disso, clones resistentes sao
constantemente gerados em laboratorio, sugerindo que a E. histolytica poderd, naturalmente,
desenvolver resisténcia aos farmacos (Bansal et al, 2006).

Além disso, apesar dos nitroimidazdis serem considerados os farmacos de escolha

para o tratamento da amebiase, diversos efeitos colaterais indesejaveis podem ser atribuidos
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ao seu uso, tais como: nauseas, vomitos, dor de cabeca, insbnia, tontura, gosto metélico,
sonoléncia, erupcdo cutanea e boca seca. Os efeitos secundarios mais graves sao raros, mas
incluem eosinofilia, leucopenia, palpitacdes, confusdo, e neuropatia periférica (Haque et al,
2003; Cudmore et al, 2004).

1.9 Plantas medicinais e fitoterapicos

Segundo a OMS, planta medicinal trata-se de todo vegetal que possui, em uma ou
mais partes, substancias que sdo utilizadas com finalidades terapéuticas ou que sejam
precursoras de farmacos semisintéticos. Desde os tempos imemoriais, 0 homem busca, na
natureza, recursos que aprimorem sua condicdo de vida para, assim, aumentar suas chances
de sobrevivéncia pela melhoria da saide (Rodrigues et al, 2006).

A referéncia mais antiga da utilizacdo de plantas medicinais data de mais de 60 mil
anos, sendo as primeiras descobertas feitas por estudos arqueoldgicos em ruinas do Ird. Na
China (3000 a.C.), ja existiam farmacopéias que compilavam ervas e suas indicacdes
terapéuticas. A utilizacdo das plantas medicinais faz parte da historia da humanidade, tendo
grande importancia nos aspectos medicinais e culturais (De Rezende & Cocco 2002).

No Brasil, a adocdo da terapia de cura a base de plantas, surgiu da articulacdo dos
conhecimentos dos indigenas, jesuitas e fazendeiros, na época em que 0 pais era col6nia de
Portugal (De Rezende & Cocco 2002). Atualmente, a medicina popular do pais tornou-se
reflexo das unibes étnicas entre os diferentes imigrantes e 0s inUmeros povos autoctones que
difundiram o conhecimento das ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de
geracdo em geracdo (Lorenzi & Matos 2002). Hoje em dia, a preocupacdo com a
biodiversidade e as idéias de desenvolvimento sustentavel no mundo, trouxeram novas
perspectivas para os estudos das plantas medicinais, despertando um interesse global na
fitoterapia (Lorenzi & Matos 2008).

De acordo com a literatura, fitoterapico corresponde a todo medicamento
tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se, exclusivamente, matérias primas vegetais
com a finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagndstico, com beneficio para o

usuario (Veiga Junior et al, 2005; Oliveira et al, 2007a).
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A OMS reconhece a importancia da fitoterapia, sugerindo ser uma alternativa viavel
e importante as populacdes dos paises desenvolvidos e, principalmente, dos paises em
desenvolvimento (De Rezende & Cocco 2002). Tendo em vista que a maioria da populagéo
mundial ocupa paises menos desenvolvidos economicamente, nos quais encontram
dificuldades em oferecer atendimento a salde devido ao aumento populacional e a escassez
de recursos, destaca-se a importéncia da fitoterapia (Oliveira et al, 2007a). Segundo dados
da OMS, estima-se que 65 a 80% da populacdo de paises em desenvolvimento dependam
diretamente das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de
salde (Gongalves et al, 2005).

Pesquisas envolvendo plantas medicinais demonstraram que, em sua maioria, tal
matéria-prima € capaz de originar medicamentos em menor tempo, com custos inferiores e
mais acessiveis a populacdo (Barraca 1999). Neste contexto, o uso de plantas medicinais,
para o tratamento das mais diversas enfermidades, tem incentivado paises como a China a
consumir de 30 a 50% dos medicamentos de origem vegetal. Na Europa e América do
Norte, 50% da populacdo declararam ja ter feito o uso de fitoterapicos (Oliveira et al,
2007a). A Alemanha ganha destaque neste cenario, pois €, atualmente, o pais onde se
consome metade dos extratos vegetais comercializados em toda a Europa, sendo as plantas
medicinais utilizadas por 90% da populacdo para tratar resfriados, gripes, doengas do trato
digestivo, dores de cabeca, insdnia, Ulceras estomacais, nervosismo, bronquite, doencas de
pele, fadiga e exaustdo (Veiga Junior et al, 2005).

Na india, cerca de 20 mil espécies de plantas medicinais foram registradas
recentemente. Estima-se que sejam consumidas 2 mil toneladas de plantas/ano e que,
aproximadamente, 25 mil formulacdes efetivas a base de plantas sejam utilizadas na
medicina popular e conhecidas pelas comunidades rurais da india (Verma & Singh 2008).

Em nosso pais, o interesse maior pelos fitoterapicos, parte de uma grande parcela da
populacdo que ndo tem acesso aos medicamentos industrializados e, que, vislumbram nas
plantas medicinais alternativas de tratamento. As estimativas nacionais apontam gque 82% da
populacdo brasileira utiliza-se de produtos a base de ervas, sendo o setor fitoterapico
detentor de duzentas empresas, movimentando 1 bilhdo de reais e empregando mais de 100

mil pessoas no pais (Oliveira et al, 2007a).
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E importante ressaltar que, a toxicidade de plantas medicinais representa um sério
problema de saude publica. Ao longo dos anos, o uso de plantas demonstrou que algumas
delas apresentam substancias potencialmente perigosas e, por esta razdo, devem ser
utilizadas cuidadosamente. As pesquisas realizadas para avaliar o uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda s&o incipientes, assim como o controle da
comercializacdo pelos 6rgdos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de
produtos naturais. Devido a este fato, a OMS recomenda que produtos a base de plantas
devam ser padronizados, em relacdo a seguranca, antes de serem comercializados (Veiga
Junior et al, 2005; Choudhary & Sekhon 2011).

1.9.1 Familia Celastraceae

Dentro do vasto universo das plantas medicinais, encontra-se a familia Celastraceae,
localizada, em sua maioria, nas regides tropicais e subtropicais, com alguns representantes
em clima temperado (Nufiez Rivas 2004; Al-Ajmi 2007).

O estudo das espécies da familia Celastraceae faz parte do projeto desenvolvido no
Nucleo de Estudo de Plantas Medicinais (NEPLAM) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) que tem por objetivo caracterizar
quimicamente e farmacologicamente plantas dessa e de outras familias.

Na familia Celastraceae inclui-se, aproximadamente, 1.300 espéecies em 88 géneros,
caracterizados por serem plantas de porte variavel, apresentando-se como arvores ou
arbustos, de caule ou tronco retorcido, com folhas simples, opostas e dentadas, flores ndo
vistosas e pequenas (terameras ou pentameras), frutos encapsulados e sementes com arilo
branco ou laranja (Nufiez Rivas 2004). A distribuicdo geografica dessa familia é ilustrada na

figura abaixo (Figura 7).
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Figura 6 - Distribuicdo geografica da familia Celastraceae (rosa).
Fonte: Nufiez Rivas 2004.

No Brasil a familia Celastraceae é representada por trés géneros: Maytenus,
Austroplenckia e Franhofera. O género Maytenus, considerado o maior e 0 mais estudado,
apresenta cerca de 80 espécies distribuidas pela regido tropical e subtropical do territ6rio
brasileiro (Joffily & Vieira 2005). Na América do Sul, o grande nimero de usos medicinais
tem sido atribuido a varias espécies de Maytenus, sendo amplamente utilizada na medicina
tradicional para o tratamento de doencas gastricas (Niero et al, 2011) No Quadro I, estdo

inseridas algumas das utilidades de plantas do género Maytenus relacionadas a medicina
tradicional.
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Quadro | — Espécies do género Maytenus utilizadas na medicina popular

Espécies Utilizagdo na Medicina Tradicional

Diurético
Antitumoral
Cicatrizagéo de feridas
M. ilicifolia Antisséptico
Antiasmatico
Analgésico

Anti-inflamatério

Antiulcerogénica

M. truncata o .
Anti-inflamatdrio
M. robusta Antiulcerogénica
o Anti-infeccioso
M. rigida -
Analgésico
o Antialérgico
M. salicifolia

Alivio de coceiras

Fonte: Adaptado de Niero et al, 2011

Além das inimeras atividades bioldgicas que possui, muitos grupos de pesquisa
estudam a familia Celastraceae devido a sua ampla distribuicdo botanica, natureza quimica e
complexidade de seus metabdlitos (Rodriguez Pérez 2000). Com o0s avangos das pesquisas
foram encontrados diversos metabdlitos secundarios biologicamente ativos, relacionanos a
esta familia, dentre os quais se destacam: alcaloides piridinicos sesquiterpénicos, triterpenos
pentaciclicos e triterpenos quinonametideos.

Os alcaloides piridinicos sesquiterpénicos sdo metabolitos secundarios derivados de
sesquiterpenos poliéster, de ocorréncia restrita a familia Celastraceae (Nufiez et al, 2004;
Santos et al, 2012). Estes alcaloides tém despertado o interesse de pesquisadores devido as
diversas atividades biologicas que apresentam, tais como: acao inseticida, imunossupressora,

antitumoral, citotoxica e anti-HIV (Wei et al, 2009).
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Os triterpenos pentaciclicos séo as substancias encontradas em maior abundancia nas
plantas da familia Celastraceae sendo reconhecidos, juntamente com os alcaloides
piridinicos sesquiterpénicos, como marcadores quimiotaxondmicos dessa familia (Santos et
al, 2012). Os esqueletos triterpénicos séo baseados em uma estrutura de 30 carbonos,
compreendendo cinco anéis de seis membros cada (por exemplo, friedelanos) ou quatro
anéis de seis membros e o Ultimo de cinco (por exemplo, lupanos) (Patocka 2003).

Triterpenos quinonametideos sdo metabdlitos secundarios restritos a espécies da
familia Celastraceae (Corsino et al, 2000). Os triterpenos quinonametideos, pristimerina e
maitenina, exibem um amplo espectro de atividades bioldgicas, destacando-se atividades
antioxidante (Carvalho et al, 2005), antibiética (Mouijir et al, 1990) e antiproliferativa (Costa
et al, 2008). Neste contexto destaca-se a tingenona, substancia isolada de raizes de varias
espécies da familia Celastraceae, que atualmente é utilizada como agente anti-inflamatorio,
antioxidante, citotdxico e inseticida existindo, também, relatos sobre seu promissor potencial
clinico como agente terapéutico e quimiopreventivo para o cancer (Gomes et al, 2011). A
descoberta da atividade antitumoral exercida pela tingenona contribuiu expressivamente

para o aumento do interesse pela familia Celastraceae (Ravelo et al, 2004).

1.9.2 Maytenus gonoclada

A especie Maytenus gonoclada (Figura 7), conhecida popularmente como
“Tiuzinho”, é encontrada em regides de cerrado e campos rupestres do Sudeste e Nordeste
brasileiro, principalmente nos Estados da Bahia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais
(Silva et al, 2011). Tal espécie é caracterizada como arbusto ou arvore pequena medindo até
quatro metros de altura, composta por ramos nitidamente quadrangulares, folhas oval-
elipticas, com apice e base em formato cénico (Oliveira et al, 2007b).

M. gonoclada é considerada bastante semelhante a espécie Maytenus salicifolia
(Figura 7), o que as distingue sdo os ramos mais quadrangulares e as folhas mais rijas
(Carvalho-Okano 1992). Popularmente conhecida como “Cafezinho”, o cha das folhas de M.
salicifolia é comumente utilizado para o tratamento de Ulceras estomacais, cura de alergias e
coceiras (Valladdo et al, 2009; Magalhaes et al, 2010).
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Das folhas de M. gonoclada estudou-se fitoquimicamente 0s extratos hexanico,
acetato de etila e etandlico, obtendo inimeras substancias isoladas, sendo os triterpenos
pentaciclicos encontrados em grande quantidade. A estes metabolitos secundarios sdo
atribuidas importantes atividades farmacoldgicas, como: antitumoral, anti-inflamatéria, anti-
HIV, antiulcerogénica, antidisentérica e antireumatica (Oliveira et al, 2007b). Recentemente,
0 estudo de galhos de M. gonoclada atribuiu ao extrato hexanico atividades biologicas
contra Staphylococcus aureus, Candida albicans, Tenebrio molitor (praga que atinge gréos
armazenados) (Silva et al, 2011) e Giardia lamblia (Silva et al, 2012).

.z‘? - e ‘ . ". .
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Figura 7 — Fotos de Maytenus gonoclada Martius (esquerda) e Maytenus salicifolia
Reissek (direita)
Fonte: Silva 2010
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2. JUSTIFICATIVA

Amebiase, causada por Entamoeba histolytica, é considerada uma importante causa
de morbidade e mortalidade e um problema de salde publica em paises em
desenvolvimento. Acomete cerca de 500 milhGes de pessoas, sendo 50 milhdes de casos
clinicos envolvidos com disenterias ou abscesso hepatico amebiano (AHA) e cerca de 100
mil mortes anuais (Stanley 2003; Bansal et al, 2006).

Ate a década de 50 o tratamento da amebiase era feito com a emetina, substancia
extremamente tdxica, quando entdo surgiu 0 MTZ, tornando-se a escolha terapéutica para
otratamento de infeccbes por E. histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis
(Busatti et al, 2007). Apesar dos escassos relatos de resisténcia ao farmaco descritos na
literatura, muitos sdo 0s gquestionamentos quanto a inducdo de resisténcia ao MTZ em E.
histolytica (Upcroft & Upcroft 2001).

A exposicdo inadequada a curto prazo e a administracdo de niveis subletais do MTZ
tém sido normalmente prescritos como profilaxia da amebiase. Tais medidas, contribuem
precisamente para a inducdo da resisténcia ao medicamento (Upcroft & Upcroft 2001). Vale
ressaltar que o0 MTZ gera efeitos colaterias indesejaveis ao paciente, tais como nauseas,
gosto metélico, cefaléia, insnia e tonturas. Estes efeitos colaterais levam muitos individuos
a desisténcia ou a ndo adesd@o ao tratamento (Cudmore et al, 2004).

As peculiaridades acima mencionadas sinalizam a importancia da pesquisa de novos
farmacos amebicidas que apresentem como caracteristicas principais seguranca, boa
atividade, poucos ou nenhum efeito colateral ao paciente, além de constituir tratamento
alternativo para casos resistentes a profilaxia usual. Sendo assim, observou-se, nos ultimos
anos, a intensa procura por substancias bioativas e com valor agregado pelos cientistas
brasileiros, visto que o Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, contando com cerca
de 13% da biota global (Queiroz et al, 2006).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencdo de
doencas, € uma das mais antigas praticas da humanidade, sendo observada em diversas
culturas. Como exemplo deste fato, diversas plantas da familia Celastraceae tém sido
utilizadas em diferentes regides da Africa (Khalid et al, 2007), América Latina (Itokawa et

al, 1993) e China (Luo et al, 2005), sendo muitas espécies conhecidas por sua utilizacdo na
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medicina tradicional e na agricultura (Nufiez Rivas 2004). O género Maytenus, considerado
0 maior e 0 mais estudado desta familia, apresenta cerca de 80 espécies distribuidas pela
regido tropical e subtropical do territorio brasileiro (Joffily & Vieira 2005). Tal género
destaca-se pela diversidade de atividades bioldgicas que apresenta, tais como: acdo anti-
inflamatoria (Sosa et al, 2007), antileucémica (Schneberg et al, 2001), antibacteriana
(Lindsey et al, 2006), analgésica e antiulcerogénica (Fonseca et al, 2007), antidiarréica e
inseticida (Niero et al, 2011).

Historicamente, empresas farmacéuticas utilizam extratos de plantas para a producgéo
de formulacGes terapéuticas, entretanto, com o advento dos antibiéticos em meados do
século XX, as formulagdes de compostos purificados tornaram-se mais comuns (Mishra &
Tiwari 2011). Os farmacos derivados de produtos naturais sdo capazes de tratar 87% das
enfermidades humanas, sendo utilizados como antibacterianos, anticoagulantes,
antiparasitarios e antineoplasicos (Brandao et al, 2010). Apesar deste fato, a incidéncia de
infeccdes parasitarias tem aumentado globalmente (Mishra & Tiwari 2011).

Diante do exposto, vale destacar que inimeras plantas brasileiras nunca foram
estudadas e pesquisas nesta area sao de grande relevancia para o isolamento e descobrimento
de novas moléculas com atividade terapéutica, contribuindo para o surgimento de
fitoterapicos genuinamente nacionais. Tendo em vista a grande aplicabilidade medicinal de
espécies do género Maytenus, torna-se importante a realizacdo de estudos detalhados
visando verificar a possivel atividade inibitéria de compostos provenientes da planta

Maytenus gonoclada frente ao protozoario E. histolytica, bem como seu potencial citotdxico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Investigar, através de ensaios “in vitro”, o potencial amebicida de extratos brutos e

triterpenos obtidos a partir de Maytenus gonoclada (Celastraceae).

3.2. Objetivos especificos:

— Obtencdo dos extratos brutos e triterpenos de galhos, cascas e cernes de raizes de M.
gonoclada;

— Padronizar o inoculo ideal de E. histolytica para a realiza¢do dos ensaios “in Vvitro”;

— Realizar “screening” dos extratos brutos e triterpenos, obtidos de galhos, cascas e
cernes de raizes de M. gonoclada, sobre E. histolytica;

— Determinar a 1Csq (concentragdo da substancia necessaria para reduzir em 50% o
crescimento dos trofozoitos) do MTZ, dos extratos brutos e triterpenos, ativos contra
E. histolytica;

— Auvaliar o potencial citotoxico, dos extratos brutos e triterpenos, ativos contra E.
histolytica, sobre a proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico

humano;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cepa de E. histolytica e manutencéo do parasito

Durante todo o ensaio experimental foi utilizada a cepa EGG de E. histolytica,
originaria de Manaus - Brasil, isolada em Agosto de 1988 de paciente do sexo masculino, 35
anos, portador de colite disentérica e abscesso hepéatico. Desde entdo, a cepa vem sendo
mantida no Laboratorio de Amebiases nas dependéncias da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), em cultivo axénico.

Os trofozoitos séo cultivados em tubos de vidro estéreis (Pyrex®) contendo 13 mL de
meio YI-S (Diamond et al. 1995) e, posteriormente, incubados em estufa bacteriologica a 37
°C. As culturas sdo observadas periodicamente em microscopio invertido (Olympus IX51),
avaliando seu crescimento, mobilidade e aderéncia. Os tubos com bom crescimento de
trofozoitos sdo mantidos em banho de gelo por 20 minutos e homogeneizados para facilitar o
desprendimento dos mesmos. Apds o desprendimento dos parasitos, uma aliquota da
suspensdo é transferida para um novo tubo contendo meio de cultura fresco. Apos o repique,
0s tubos sdo mantidos novamente em estufa bacterioldgica a 37°C. Repiques entre 48 e 72 h

tém garantido a utilizacdo dos parasitos em fase exponencial de crescimento.

4.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

Galhos de Maytenus gonoclada Martius (Celastraceae) foram coletados na Serra da
Piedade, em Caeté, Minas Gerais, Brasil, em 18 de outubro de 2004 e as raizes em 29 de
janeiro de 2010 no mesmo local pelo Prof. Dr. Sidney Augusto Vieira Filho da Escola de
Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). O material vegetal foi
identificado pela Prof’. Dra. Rita Maria Carvalho-Okano do Departamento de Biologia
Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e a exsicata do especimen (N°. HBCB
60280) encontra-se depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da
UFMG.

4.3 Extratos brutos de galhos e raizes de Maytenus gonoclada
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A metodologia utilizada no preparo dos extratos foi estabelecida em trabalhos
anteriores desenvolvidos no Nucleo de Estudos de Plantas Medicinais (NEPLAM), Instituto
de Ciéncias Exatas (ICEX) (Duarte 2000; Miranda 2007; Silva 2011), sob a coordenacdo da
Prof®. Lucenir Duarte.

Apds secagem a temperatura ambiente, os galhos foram triturados em moinho de
martelos e submetidos a extracdo exaustiva com o0s solventes hexano, cloroférmio, acetato
de etila e etanol, puros e sequencialmente em aparelho Soxhlet. A filtracdo e remogéo do
solvente, por destilacdo a pressdo reduzida em evaporador rotatério, conduziram aos extratos
hexanico, cloroférmico, acetato em etila e etandlico (Figura 8).

As raizes de M. gonoclada, apds secagem a temperatura ambiente, foram separadas
em cerne e casca (Figura 9). Essa separacdo foi assim realizada em fungéo da existéncia de
diferentes tipos de metabolitos encontrados nessas partes da planta. Em geral, as cascas
possuem uma maior variedade de substancias do que no cerne (Duarte, 2000; Silva 2011).
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Galhos moidos

m = 1,0 kg

1. Extracdo com hexano
em aparelho Soxhlet

2. Remogao
do solvente

Extrato
hexéanico Torta 1

m=5,5g

3. Extragdo com cloroférmio
em aparelho Soxhlet

4. Remogao
do solvente

Extrato
cloroférmico Torta 2

m=33.2g

5. Extragao com acetato de
etila em aparelho Soxhlet

6. Remogéao
do solvente

Extrato em
acetato de etila Torta 3

m=26,7g

7. Extragdo com etanol
em aparelho Soxhlet

8. Remogao
do solvente

Extrato
etandlico Torta 4

m=77,4¢g

Figura 8 — Esquema do preparo dos extratos de galhos de M. gonoclada

Figura 9 — Fotos de cascas (esquerda) e cernes (direita) de raizes de M. gonoclada
Autor: Fernando César Silva
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As cascas foram trituradas em moinho de facas e os cernes em moinho de martelos.
Cascas e cernes foram submetidos & extracdo exaustiva com hexano/éter etilico (1:1),
cloroférmio, acetato de etila e etanol, sequencialmente em aparelho Soxhlet. A utilizacdo da
mistura de hexano/éter etilico (1:1) foi realizada visando a obtencdo de triterpenos
quinonametideos em quantidades significativas (Rodriguez Pérez, 2000; Nufiez Rivas,
2004). A filtracdo e remocdo do solvente, por destilacdo a pressdo reduzida em evaporador
rotatorio, conduziram aos extratos de acordo com o solvente utilizado. O esquema do

processo de obtengdo de extratos € mostrado na Figura 10 e Figura 11, respectivamente.

Cascas moidas

m = 250,0 g

1. Extragdo com hexano/éter etilico
(1:1) em aparelho Soxhlet

2. Remocgao
do solvente

Extrato hexanico/
éter etilico (1:1) Torta 1

m=18,8g

3. Extragdo com cloroférmio
em aparelho Soxhlet

4. Remogao
do solvente

Extrato
cloroférmico Torta 2

m=13g

5. Extragdo com acetato de
etila em aparelho Soxhlet

6. Remogao

do solvente
Extrato em
acetato de etila Torta 3
m =299g
7. Extracdo com etanol
em aparelho Soxhlet
8. Remocgao
do solvente
Extrato
etandlico Torta 4
m =53,7¢

Figura 10 — Esquema do preparo dos extratos de cascas de raizes de M. gonoclada.
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Cernes moidos

m = 750,0 g

1. Extragdo com hexano/éter etilico
(1:1) em aparelho Soxhlet

2. Remogdo
do solvente

Extrato hexanico/
éter etilico (1:1) Torta 1

m=5,2g

3. Extracdo com cloroférmio
em aparelho Soxhlet

4. Remogao
do solvente

Extrato
cloroférmico Torta 2

m=16g

5. Extragdo com acetato de
etila em aparelho Soxhlet

6. Remogao
do solvente

Extrato em
acetato de etila Torta 3

m =60,4g

7. Extragdo com etanol
em aparelho Soxhlet

8. Remogao
do solvente

Extrato
etanolico Torta 4

m=5,6g

Figura 11 — Esquema do preparo dos extratos de cernes de raizes de M. gonoclada

No quadro Il, abaixo, tem-se a codificacdo atribuida a todos os extratos brutos obtidos de

galhos, cascas e cernes de raizes de Maytenus gonoclada.

Quadro Il - Extratos brutos obtidos de Maytenus gonoclada

Cadigo Amostra

D5 Extrato hexano/éter etilico (1:1) de cascas de raizes
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D6 Extrato cloroférmico de cascas de raizes
D7 Extrato em acetato de etila de cascas de raizes
D8 Extrato etandlico de cascas de raizes

D9 Extrato hexano/éter etilico (1:1) de cernes de raizes
D10 Extrato cloroférmico de cernes de raizes
D11 Extrato em acetato de etila de cernes de raizes
D12 Extrato etandlico de cernes de raizes
FH2 Extrato hexanico de galhos

EC Extrato cloroformico de galhos

EA Extrato em acetato de etila de galhos

EE Extrato etandlico de galhos

4.4 Isolamento de triterpenos de M. gonoclada

Os triterpenos constituem um dos grupos de terpenos mais estruturalmente
diversificados, com mais de 100 esqueletos ja descritos como produtos naturais (Domingo et
al, 2009).

O 3pB-hidroxilup-20(29)-eno foi obtido do extrato cloroformico de galhos de M.
gonoclada por meio de colunas cromatograficas de silica gel, utilizando como sistema eluente
uma mistura de hexano/cloroférmio/acetato de etila (7:2:1) (Silva et al., 2011a). O composto 3p-
30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno foi obtido da reacdo de oxidacdo do 3B-hidroxilup-20(29)-eno
com iodosilbenzeno e metaloporfirina de manganés (Mn(lI1)TPPCI) como catalisador. A

purificacdo foi realizada utilizando colunas cromatogréaficas de silica gel e o sistema eluente
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utilizado foi o hexano/acetato de etila (7:3) (Silva et al., 2011b). O extrato hexanico/éter etilico
(1:1) de cascas de raizes de M. gonoclada foi submetido a cromatografia em sephadex e,
posteriormente, em silica gel obtendo-se o0s seguintes compostos: 3-0xo-11a-hidroxi-lup-20(29)-
eno e 3-hidroxi-24,29-dinor-1(10), 3,5,7-friedelatetraen-2,21-diona, também conhecido como
tingenona. No quadro a seguir estdo representadas as estruturas quimicas e as respectivas massas

molares dos triterpenos obtidos de M. gonoclada (Silva et al. 2011a).

Quadro 11 — Estrutura quimica e massa molar de triterpenos isolados de M.
gonoclada
Substancia Massa molar (g/mol) Estrutura Quimica
3B-hidroxilup-
P P 426,39
20(29)-eno (D1)
3 B-30-di-
hidroxilup-20(29)- 442,38
eno (D2)
3-o0x0-1lalfa-
hidroxilup-20(29)- 440,37
eno (D3)
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3-hidroxi-24,29-
dinor-1(10),3,5,7-
friedelatetraen-2,21- 420,27
diona (D4 ou

Tingenona)

4.5 Padronizacéo do inéculo

Para a padronizacdo do inéculo, tubos de vidro estéreis contendo trofozoitos de E.
histolytica em fase logaritmica de crescimento, foram mantidos em banho de gelo durante 20
minutos e, posteriormente, homogeneizados a fim de facilitar o desprendimento dos
mesmos. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 7 minutos a 1500 rpm. Parte do
sobrenadante foi descartado e os precipitados obtidos foram concentrados em dnico tubo. A
quantificacdo da suspensao de trofozoitos foi realizada em camara de Neubauer, utilizando a
técnica de contagem de leucocitos adaptada (Carvalho & Silva 1988) e o corante vital eosina
(0,125%). Resumidamente, 40 uL da suspensdo de trofozoitos, foram transferidos para
“eppendorfs” contendo 160 pL de eosina. Apds homogeneizacdo, uma aliquota deste
contetdo foi depositada nos reticulos da camara, evitando excesso de liquido e bolhas de ar.
A contagem dos parasitos presentes na camara foi executada em microscépio optico (Nikon
Eclipse E100) utilizando o aumento de 10X. O calculo do nimero de trofozoitos/mL foi

efetivado empregando a seguinte equacao:

Z=FcxFdxY
Onde:
Z = numero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspensao;
Fc = fator de correcdo da Camara de Neubauer (2.500);
Fd = fator de dilui¢do utilizado durante a contagem;

Y = namero de trofozoitos contados nos quatro quadrantes laterais da camara.
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Para a selecdo do indculo ideal, diferentes concentracbes de trofozoitos, em
triplicata, foram testadas (40.000/mL, 60.000/mL e 80.000/mL). Apos 48h de incubacdo em
estufa bacteriolégica a 37 °C, cada cultura foi analisada em microscopio invertido (Olympus
IX51), verificando seu crescimento, mobilidade e aderéncia.

4.6 Teste preliminar

Inicialmente foi realizado o teste preliminar (“screening”) de todos os extratos brutos
e triterpenos, a fim de selecionar aqueles com efeito sobre a viabilidade e/ou vitalidade dos
trofozoitos de E. histolytica.

Os extratos brutos (16,5 mg) (Quadro I1) e triterpenos (14 mg a 19 mg) (Quadro 111)
foram solubilizados em 1 mL de DMSO obtendo-se, respectivamente, solucdes de 16,5
mg/mL e 14 mg/mL a 19 mg/mL. Aliquotas de 200 pL destas solu¢Ges foram diluidas em
meio de cultura YI-S para um volume final de 10 mL, obtendo-se concentracgGes finais de
0,33 mg/mL (extratos brutos) e 0,28 mg/mL a 0,38 mg/mL (triterpenos). As solugdes
preparadas foram filtradas em membrana esterilizante de nitrocelulose (0,22 um) e aliquotas
desta foram adicionadas, separadamente, a tubos de vidro contendo trofozoitos (indculo
previamente padronizado) e meio de cultura a fim de obter concentracdo maxima para teste
de 17 ug/mL (extratos brutos) e 100 uM (triterpenos), em um volume final de 6 mL. Cada
“screening” foi realizado em triplicata e repetido duas vezes utilizando-se controle negativo,
controle positivo (metronidazol - MTZ) e controle de DMSO (0,5%).

Apos 48h de incubacdo em estufa bacteriologica a 37 °C, cada tubo foi analisado em
microscopio invertido. Os extratos brutos e triterpenos que apresentaram atividade foram,
posteriormente, associados ao parasito em concentracfes crescentes para a determinacdo da
ICso.

4.7 Determinacédo da I1Cs

4.7.1 Padronizacdo da técnica
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Foi utilizado o MTZ na padronizacdo da técnica de determinagdo da 1Csy. Este
farmaco é amplamente descrito em todo o mundo e comumente utilizado durante
experimentos de atividade amebicida. O MTZ (20,0 mg) foi dissolvido diretamente em 1 mL
de dimetilsulfoxido (DMSQO), obtendo-se solu¢do de 20,0 mg/mL. Aliquota de 200,0 uL
desta solucdo foi diluida em meio de cultura YI-S para um volume final de 10 mL, obtendo-
se concentracdo final de 0,4 mg/mL. A solucdo preparada foi, posteriormente, filtrada em
membrana esterilizante de nitrocelulose (0,22 um) e aliquotas desta foram adicionadas a
tubos de vidro contendo trofozoitos de E. histolytica (in6culo previamente padronizado) e
meio de cultura a fim de obter concentragdes finais variando de 0,4 a 12,8 uM, em um
volume final de 6,0 mL.

Do mesmo modo, 0s triterpenos que apresentaram atividade no “screening” foram
adicionados, separadamente, a novos tubos contendo trofozoitos de E. histolytica e meio de
cultura, a fim de obter concentragdes finais variando de 1 a 32 uM, em um volume final de
6,0 mL.

Os tubos foram incubados em estufa bacteriologica a 37 °C durante intervalos de 24 e
48 h. Apos os periodos de incubacdo, a viabilidade foi verificada qualitativamente em
microscopio invertido observando-se a mobilidade e aderéncia dos trofozoitos. Para a
determinacgéo da ICsp 0s trofozoitos foram quantificados através da técnica de contagem de
leucocitos adaptada (Carvalho & Silva, 1988), detalhada anteriormente no item 4.5.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos duas vezes.

Foram utilizados controle negativo, controle positivo (MTZ) e controle de DMSO (0,5%).

4.8 Avaliacao da citotoxicidade

Para determinar o potencial citotoxico dos compostos ativos, foi avaliado “in vitro” o
efeito destes sobre a proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) a
fim de sinalizar o nivel de seguranca em utilizacbes futuras. As analises a seguir foram
realizadas no Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular (Departamento de Fisiologia) da

UFMG com a colaboracéo da Prof.2 Elaine Maria de Souza Fagundes.

4.8.1 Células mononuclares do sangue periférico humano
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As amostras de PBMC foram cedidas pela Fundagcéo Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Minas Gerais (HEMOMINAS), provenientes de sangue Vvenoso
heparinizado de 11 voluntéarios saudaveis. As PBMC foram separadas conforme o método
descrito por Souza-Fagundes e colaboradores (2003), com modificagdes. O sangue
heparinizado foi aplicado a tubos de 15 mL, estéreis, contendo uma mistura de
Ficol/Hypaque® (Sigma-Aldrich) na proporgéo de 1:2. Estes tubos foram centrifugados por
40 minutos, 1400 rpm a 18 °C. Apo6s a centrifugacdo, as PBMC foram coletadas com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidas para um tubo de fundo cdnico estéril. Em
seguida, as celulas foram lavadas por 3 vezes em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich),
centrifugadas (7 minutos, 1400 rpm & 24 °C) e a densidade celular ajustada para 2,0 x 10°
células/mL. 100 uL desta suspensdo foram adicionadas a placa de microtitulacdo de 96
pocos. A cada poco foi acrescentado 20 uL de fitohemaglutinina (PHA a 25 pg/mL) e 60 uL
de meio RPMI-1640 suplementado com 5% de soro humano normal AB Rh+ (previamente
inativado), 3% de L-Glutamina (2mM), 2% da mistura antibiotico/antimicético (1000 U/mL
de penicilina, 1000 pg/mL de estreptomicina e 25 pug / mL de fungisone) para evitar uma
possivel contaminacdo bacteriana ou fungica. A placa foi incubada por 24 h em atmosfera de
5% CO, e 100% de umidade, 37 °C para estabilizagdo. Posteriormente, as substancias testes
foram dissolvidas em DMSO e associadas a cultura de células, separadamente, atraves de
diluicGes seriadas em diferentes concentragdes (0,25 a 100 uM). As placas foram novamente
incubadas, por 72 h sob as mesmas condi¢des anteriores.

Os ensaios foram realizados em triplicata, repetidos duas vezes independentes e
utilizando-se como controle positivo a cisplatina, composto utilizado na terapia anticancer
(Delarmelina et al., 2012). O controle do solvente (DMSO) foi realizado na concentracao
méaxima de 0,5%. A proliferacdo e viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio de MTT,

descrito a seguir.

4.8.2 Avaliacdo da viabilidade e proliferacao celular

O ensaio para avaliacdo de viabilidade e proliferacdo celular € baseado na reducéo
metabolica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan.

A metodologia utilizada foi descrita por Monks e colaboradores (1991), com modificacdes.
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Restando 4 h para o fim do periodo de incubacdo das culturas, foram adicionados a cada
po¢o 20 uL de uma solugao de MTT (2,5 mg/mL). Apos as 4 h de incubacdo e formacéo dos
cristais de formazan, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado a vacuo. A cada poco
foram adicionados 200 ul. de uma solugdo de HCl 0,04M em isopropanol. Apods
solubilizacéo dos cristais de formazam, formados pela metabolizacdo do MTT pelas células
viaveis, as placas foram lidas em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 595 nm.

Os resultados foram expressos em percentual de proliferacdo em relagdo a cultura
controle, sendo calculado a partir da formula:

Porcentagem de proliferacéo = (Asgs teste x 100) + Asgs controle negativo

Sendo:
Asgs = absorbancia a 595 nm.
Asgs controle negativo = absorbancia da cultura controle estimulada com PHA.

Asgs teste = absorbancia referente a acdo da substancia testada.

As substancias que apresentaram significativa inibicdo da proliferacao celular foram

submetidas a determinacao da concentracdo inibitoria de 50% (1Csp).

4.9 Analise estatistica

Na avaliacdo dos ensaios “in vitro” foram utilizadas de técnicas de analise descritiva,
como gréaficos de dispersdo, para demonstrar a linha de tendéncia da relacdo entre a
concentracdo da substancia teste e o percentual de inibicdo do protozoéario E. histolytica. A
técnica de analise de regressao linear simples (Werkema & Aguiar 2006) foi utilizada para
estimar a relacdo entre a concentracdo e o percentual de inibicdo. A variavel resposta ou
dependente foi o percentual de inibicdo do crescimento e a variavel independente ou

explicativa foi a concentragéo.
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Andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para identificar a significancia do
modelo de regressdo obtido, ou seja, avaliar se a concentragdo influencia de forma
significativa a inibicdo do crescimento. Para validacdo e posterior utilizacdo da equacdo de
regressdo proposta, realizou-se a analise de residuos e outliers. A qualidade de ajuste do
modelo foi avaliada através do Coeficiente de Determinacdo Ajustado (R” aj.), através do
qual se demonstra a proporcéo da variabilidade de inibigdo explicada pela concentragdo da
substancia testada.

A partir da relacdo obtida, estimou-se a I1Csp, bem como seu intervalo de confiancga,
através da técnica de regressdo inversa ou calibracdo (Werkema & Aguiar 2006). Para
determinar a margem de erro utilizou-se o intervalo de confianga estimado para o ICsy,
obtido através da técnica de regressdo inversa, considerando-se uma confianga de 95% e de
90%. O “Software” utilizado foi o “Minitab 15”, ferramenta de Analise de Regresséo Linear.
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5 RESULTADOS

5.1 In6culo de E. histolytica “in vitro”

O inbculo padréo escolhido foi de 40.000 trofozoitos/mL. Apds 48 h de incubacédo
em estufa a 37 °C, a cultura apresentou-se com formacdo de monocamada de trofozoitos
alongados, boa vitalidade e auséncia de precipitacdo (Figura 12). Os in6culos de 60.000/mL
e 80.000/mL exibiram culturas com caracteristicas muito semelhantes, apresentando
trofozoitos arredondados e em grumos, com pouca mobilidade, em processo de degeneracao
e formacdo de precipitado. Dessa forma, os inoculos de 60.000 e 80.000/mL, foram
considerados inadequados para o uso (Figura 13).

Figura 12 - Foto de trofozoitos de E. histolytica (40.000/mL) em meio de cultura (10X)

Autor: Thaisa Helena Silva Fonseca
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Figura 13 — Foto de trofozoitos de E. histolytica (60.000/mL) em meio de cultura (10X)
Autor: Thaisa Helena Silva Fonseca

5.2 Atividade dos extratos brutos e triterpenos sobre trofozoitos de E. histolytica “in

vitro”

Os extratos brutos e triterpenos testados foram solubilizados em DMSO, o qual em
concentragdo 10 vezes maior que maxima utilizada (0,05%), ndo inibiu o crescimento dos
trofozoitos de E. histolytica.

Os extratos brutos provenientes de galhos, cascas e cernes de raizes foram avaliados
contra E. histolytica. Nenhum dos extratos testados apresentou efeito inibitorio até a
concentracdo de 17 pg/mL.

Os triterpenos 3B-hidroxilup-20(29)-eno (D1); 3-oxo-11a-hidroxi-lup-20(29)-eno (D3)
e 3-hidroxi-24,29-dinor-1(10),3,5,7-friedelatetraen-2,21-diona (D4), e um derivado obtido a
partir de D1, 3B-30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno (D2), foram avaliados contra E. histolytica na
concentracdo maxima de 100 uM. Destes compostos, apenas a tingenona (D4) demonstrou
alteracbes morfolégicas na cultura, como: aumento de tamanho e vacuolizacdo dos
trofozoitos, perda de mobilidade e diminuicdo da capacidade aderente a superficie dos tubos,

e presenca de trofozoitos mortos.
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5.2.1 1C5p do MTZ e tingenona

Sendo a tingenona a Unica substancia que apresentou atividade amebicida no
screening, sua I1Cso foi determinada. O MTZ, utilizado como um controle da qualidade dos
experimentos, também foi avaliado quanto a sua concentracdo inibitéria de 50% do
crescimento dos trofozoitos de E. histolytica.

Para determinar a 1Cso do MTZ, ap6s um periodo de incubacdo de 24 e 48 h, o
primeiro passo foi identificar o grau de associacdo entre as variaveis e a tendéncia de
variacdo que apresentam. Para tanto, construiu-se o grafico de dispersao ilustrado na figura a

sequir:

120 -
100 - et
80 -
60 - .

40 4

Inibicdo do crescimento (%)

20 4 ¢

MTZ (pdl)

Figura 14 - Gréfico de Dispersdo MTZ 24 h (Inibicdo x Concentracdo)

Através da Figura 14 pode-se observar que a relacdo entre concentracédo e percentual
de inibicdo ndo € linear, ou seja, a relacdo entre essas duas variaveis apresenta uma
curvatura proxima da curva exponencial. Desta forma, os resultados inviabilizam a obtencao
do modelo de regressao linear para os dados em sua forma natural, tornando necessaria a
realizacdo de uma transformacdo das variaveis de forma a tornar a relacdo linear. Uma
forma de tornar a relacdo observada em linear consiste em determinar o logaritmo natural
(Ln) da concentracdo de MTZ (Figura 15).
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Figura 15 - Grafico de Dispersdo MTZ 24 h (Inibicdo x Ln [Concentracéo])

Através de ANOVA foi possivel identificar se a concentragdo do MTZ influenciou
de forma significativa no percentual de inibi¢do. De acordo com a analise de variancia,
observou-se uma probabilidade de significancia menor que 0,001, demonstrando que
existem evidéncias de que a concentragdo do MTZ influenciou de forma significativa na
inibicdo do crescimento de trofozoitos de E. histolytica. O modelo obtido é apresentado na

Tabela 1, descrita a seguir.

Tabela 1 - Modelo de regresséo final (MTZ - 24 h)

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante Bo=33,9
de Ln 90,2 < 0,001 0,913 < 0,001
Inibicdo | (Concentracio) Pr=29,

Percentual de Inibicdo = By + By* Ln (Concentracéo)

Analisando os dados da Tabela 1, conclui-se que tanto o intercepto (o) quanto o
coeficiente angular (B1) ajustados foram significativos (p < 0,05), demonstrando que o

logaritmo da concentracdo de MTZ é importante para explicar o percentual de inibi¢do. O
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valor positivo do coeficiente angular indicou que quanto maior a concentracdo da
substancia, maior serd o percentual de inibic&o.

O coeficiente de determinacio ajustado (R?) obtido para o modelo foi de 0,913;
demonstrando que 91,3% da variabilidade da resposta, percentual de inibicdo, é explicado
utilizando o logaritmo da concentragdo da substancia. Os outros 8,7 % sdo explicados por
outros fatores ndo contemplados neste estudo, sendo esse considerado satisfatério. O desvio
padréo do modelo ajustado foi de 10,8%.

N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente
constante em torno da média 0, sendo independentes e normalmente distribuidos. Assim,
conclui-se que 0 modelo é adequado.

Como o0 modelo se mostrou adequado, a etapa final foi determinar o valor da 1Csp, ou
seja, a concentracdo do MTZ que produz um efeito inibitorio de 50% do crescimento da
cultura de E. histolytica. Para tanto, utilizou-se a técnica de regressdo inversa, conhecida
também como calibracdo (Werkema & Aguiar 2006). A equacao de regressao obtida a partir

dos experimentos é descrita a seguir:

Inibicdo (%) = 33,9 + 29,2 - Ln(Concentracéo)

Concentracdo(MTZ) = exp( Inibicdo — 33,9j

29,2

Substituindo a inibicdo por 50 na equacdo acima, conclui-se que o valor da ICsy
estimado para 0 MTZ é de 1,74 uM. O erro padrdo para a 1Cs foi 1,18 pM. Para um célculo
mais preciso, torna-se necessario a construcdo do intervalo de confianca para a 1Csp. A
Tabela 2, descrita a seguir, apresenta o valor estimado para a 1Cso bem como seu intervalo

com 90 % e 95 % de confianga.
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Tabela 2 - Intervalo da ICso (MTZ - 24 h)

Substancia 1Cs0 (UM) Igtoe;\f/izlrcl)gge Inferior Superior
95% 1,24 2,42
MTZ 174 90% 1,32 2,29

A partir da Tabela 2, conclui-se que a ICso para 0 MTZ, apds 24 h de incubacéo, foi
de 1,74 puM, variando de 1,24 a 2,42 uM com 95% de confianca. Considerando-se uma
confianga de 90%, este intervalo variou de 1,32 a 2,29 pM.

Para determinar a ICsp do MTZ, ap6s um periodo de incubacdo de 48 h, foi
construida a Figura 16, visualizada a seguir:
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Figura 16 - Gréfico de Dispersdo MTZ 48 h (Inibicdo x Concentracdo)

Como na analise anterior, observou-se gue a linha de tendéncia entre a concentragdo
e o percentual de inibi¢do do crescimento ndo € linear. Assim os dados foram tratados como
anteriormente, quando foi determinada a ICso do MTZ em 24 h. Uma forma de tornar a
relacdo observada linear consiste em determinar o logaritmo natural (Ln) da variavel
concentragdo do MTZ (Figura 17).
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Figura 17 - Grafico de Dispersdo MTZ 48 h (Inibicdo x Ln[Concentracéo])

Através do uso da escala logaritmica foi possivel estimar a relacdo entre a

concentracdo do MTZ e o percentual de inibicdo em 48 h. De acordo com a analise de

variancia, observou-se uma probabilidade de significancia menor que 0,001, demonstrando

que existem evidéncias de que a concentracdo do MTZ impacta de forma significativa na

inibicdo do crescimento de trofozoitos de E. histolytica (Tabela 3).

Tabela 3 - Modelo de regresséo final (MTZ - 48 h)

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante Bo=44,2
de Ln 95 3 < 0,001 0,903 < 0,001
Inibicdo | (Concentrago) Pr=25,

Percentual de Inibicdo = By + By* Ln (Concentracéo)

Analisando os dados da Tabela 3, observa-se que tanto o intercepto (Bo) quanto o

coeficiente angular (B;) ajustados foram significativos (p < 0,05), mostrando que o uso do

logaritmo da concentracdo do MTZ é importante para se explicar o percentual de inibi¢do. O
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valor positivo do coeficiente angular indica que quanto maior a concentracdo da substancia,
maior sera o percentual de inibicéo.

O coeficiente de determinacéo ajustado (R?), obtido para o modelo, foi de 0,903;
mostrando que 90,3% da variabilidade da resposta, o percentual de inibicdo em 48 h €
explicado utilizando o logaritmo da concentracdo da substancia. Os outros 9,7% sao
explicados por outros fatores ndo contemplados neste estudo, sendo esse considerado
satisfatdrio. O desvio padrdo do modelo ajustado é de 10%.

N&o foram encontrados outliers e os residuos possuem variancia aproximadamente
constante em torno da média 0, sdo independentes e normalmente distribuidos, o que valida
0 modelo utilizado. A proxima etapa foi estimar o valor do 1Csp, em 48 h, utilizando a
técnica de regressao inversa (Werkema & Aguiar 2006). A equacao de regressdo obtida a

partir dos experimentos € descrita a seguir.

Inibicdo (%) = 44,2 + 25,3 Ln(Concentracao)

Concentragao(MTZ) = exp( Inibicéo — 44,2]

25,3

Substituindo a inibicdo por 50 na equacdo acima, concluiu-se que o valor do I1Csy
estimado para 0 MTZ € de 1,26 uM (Tabela 4).

Tabela 4 - Intervalo da ICso (MTZ - 48 h)

Intervalo de

Substancia  1Cso (UM) Confianca Inferior Superior
95% 0,88 1,80
MTZ 1,26 90% 0,93 1,74
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A partir dos resultados encontrados na Tabela 4, concluiu-se que a ICsp para 0 MTZ,
apos 48 h de incubacéo, € de 1,26 pM, variando de 0,88 a 1,80 uM com 95% de confianca.
Considerando-se uma confianga de 90%, este intervalo variou de 0,93 a 1,74 pM. O erro
padrdo obtido foi de 1,17 pM.

A tingenona foi o triterpeno que apresentou atividade no screening inicial. Desta
forma, prosseguiram-se os estudos de atividade com esta substancia a fim de determinar sua
ICsp apds um periodo de incubacdo de 24 h e 48 h. Foram utilizadas as mesmas
metodologias descritas anteriormente para o MTZ.

Assim, construiu-se a Figura 18, que representa o grafico de dispersdo entre o

percentual de inibi¢do e a concentracgdo testada.
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Figura 18 - Gréfico de Dispersdo tingenona 24 h (Inibigdo x Concentracéo)

Tornando a relacdo linear, determinou-se o Logaritmo Natural (Ln) da variavel

concentracdo (Figura 19).
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Figura 19 - Grafico de Dispersdo tingenona 24 h (Inibicdo x Ln[Concentracao])
Através do teste de significancia do modelo (ANOVA), verificou-se que a
concentracdo da tingenona influenciou de forma significativa no percentual de inibigcdo
(Tabela 5).

Tabela 5 - Modelo de regresséo final (Tingenona - 24 h)

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante Bo=14,2
de Ln 915 < 0,001 0,909 < 0,001
Inibicdo | (Concentragéo) pr=21,

Percentual de Inibicdo = By + By* Ln (Concentracéo)

Analisando a Tabela 5, nota-se que 90,9% da variabilidade da resposta, o percentual
de inibicdo em 24 h foi explicado através do logaritmo da concentracdo da substancia. O
desvio padrdo do modelo ajustado foi de 8,1 %. Nao foram encontrados outliers.

Utilizando a técnica de Regressdo Inversa, conhecida também como Calibracédo

(Werkema & Aguiar 2006) foi encontrada a seguinte equacdo de regressao:
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Inibicdo (%) =14,3+ 21,5 - Ln(Concentracao)

Inibicdo —14,3j

Concentragao(Tingenona) = exp( I1E

Substituindo a inibicdo por 50 na equacdo acima, concluiu-se que o valor da 1Csg
estimado para a tingenona foi de 5,26 uM. Para um célculo mais preciso, torna-se necessario
a construcgdo do intervalo de confianca para a 1Cso. O valor estimado para a 1Cso, bem como
seu intervalo com 90 % e 95 % de confianca é apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Intervalo da ICsp (Tingenona - 24 h)

Substancia  1Csp (UM) Irc]ttsr::‘/iaalr?gie Inferior Superior
. 95% 3,75 7,38
Tingenona 5,26 90% 397 6.97

A partir dos dados da Tabela 6, concluiu-se que a I1Csy para tingenona, apos 24 h de
incubacdo, foi de 5,26 UM, variando de 3,75 a 7,38 UM com 95% de confianca, de acordo
com o modelo de regressdao estimado. Considerando-se uma confianca de 90%, este
intervalo varia de 3,97 a 6,97 uM. O erro padrdo obtido foi de 1,18 uM.

Para determinar a 1Cso da tingenona, ap6s um periodo de incubacdo de 48 h, foi

construido o gréafico a sequir (Figura 20):
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Figura 20 - Grafico de Dispersdo tingenona 48 h (Inibigdo x Concentracéo)

Para tornar a relacdo linear, determinou-se o Logaritmo Natural (Ln) da variavel
concentracdo (Figura 21).
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Figura 21- Gréfico de Disperséo tingenona 48 h (Inibi¢do x Ln[Concentragao])
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Posteriormente, aplicou-se o teste de significancia do modelo (ANOVA), verificando
que a concentragdo da tingenona influencia de forma significativa na variavel resposta
(Tabela 7).

Tabela 7 - Modelo de regressao final (Tingenona - 48 h)

Variavel Variavel Coeficientes P-valor R? P-valor
Resposta Explicativa (Coeficientes) | Ajustado | (ANOVA)
Percentual Constante Bo=15,8
de Ln < 0,001 0,918 < 0,001
ibica ~ [_))1:24,3
Inibicdo | (Concentragio)

Percentual de Inibicdo = By + B,* Ln (Concentragdo)

Analisando a Tabela 7, nota-se que 91,8% da variabilidade da resposta, o percentual
de inibicdo em 48 h é explicado pelo logaritmo da concentracdo da substancia. O desvio
padrdo do modelo ajustado é de 8,7%. N&o foram encontrados outliers.

Através da técnica de Regressao Inversa, estimou-se o valor do I1Cso da tingenona em
48 h:

Inibicdo (%) =15,8 + 24,3 Ln(Concentragéo)

Concentracgéo(Tingenona) = exp( Inibicdo — 15,8)

24,3

Substituindo a inibicdo por 50 na equacdo acima, conclui-se que o valor do 1Csy
estimado para a tingenona é de 4,08 M. Para um céalculo mais preciso, torna-se necessario a

construcdo do intervalo de confianca para a ICso (Tabela 8).
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Tabela 8 - Intervalo da ICso (Tingenona - 48 h)

Intervalo de

Substancia 1Cs0 (UM) Confianca Inferior Superior
. 95% 2,95 5,63
Tingenona 4,08 90% 312 5 33

A partir dos dados da Tabela 8, concluiu-se que a 1Cs para a tingenona, ap6s 48 h de
incubagdo, foi de 4,08 puM, variando de 2,95 a 5,63 puM com 95% de confianca.
Considerando-se uma confianga de 90%, este intervalo variou de 3,12 a 5,33 pM. O erro
padrdo obtido foi de 1,17 pM.

5.3 Ensaio de citotoxicidade

Apos a definicdo da ICs, testes complementares foram realizados para avaliar a
citotoxicidade do triterpeno ativo (tingenona) através do ensaio de proliferacdo de PBMC,
tendo como padrdo o MTZ. A ICs encontrada para a tingenona foi de 8,9 uM (6,5 - 12,1
HUM). Este resultado revelou-se 1,7 vezes superior a I1Csp “in vitro”, da referida substancia,
em 24 h (5,26 uM) e 2,1 vezes superior em 48 h (4,08 uM). Nao foi observado efeito
inibitorio significativo do MTZ sobre a proliferacdo de PBMC até a concentracdo maxima
de 100 uM (Tabela 9).

Tabela 9 - Citotoxicidade do MTZ e da tingenona sobre PBMC

Substancia ICs0 (UM)?
MTZ > 100"

Tingenona 8,9(6,5-12,1)"

Cisplatina® 34(2,8-59)"

*ICsp concentragdo minima que inibe 50% do crescimento de PBMC
® Intervalo de confianca de 95%
“Farmaco anticancerigeno referéncia
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6. DISCUSSAO

Amebiase é uma infeccdo do trato gastrointestinal humano causada pelo protozoario
E. histolytica, parasito responsavel por originar uma grande variedade de sintomas clinicos.
Especula-se que 10% da populagdo mundial esteja infectada por este parasito, entretanto,
apenas 1% desenvolve a forma invasiva da doenca com manifestacdes clinicas (Ximénez et
al, 2009). A amebiase acomete pessoas de ambos 0s sexos e de todas as idades, e, 0 risco de
infeccdo varia de acordo com a susceptibilidade do hospedeiro, as diferentes viruléncias do
parasito (cepas) e a localizacdo geografica do individuo, ja que a doenca é frequentemente
encontrada em regides de saneamento basico precario (Pritt & Clark 2008).

O MTZ é atualmente o farmaco mais prescrito para a terapéutica dessa parasitose,
porém, este medicamento tem sido responsavel pela inducdo de véarios efeitos adversos ao
paciente, o que tém levado muitos individuos a desisténcia ou a ndo adesdo ao tratamento
(Cudmore et al, 2004). Casos de resisténcia ao MTZ em G. lamblia e T. vaginalis tém sido
documentados desde o século passado (Upcroft, 1993; Voolmann, 1993). Em contraste,
escassos sdo os relatos de resisténcia relacionados a E. histolytica, como Palhares (2008) ao
observar uma mulher com 34 anos, infectada por Entamoeba histolytica, Entamoeba coli e
lodamoeba butschilli que, ap6s dois tratamentos consecutivos com MTZ, continuou
apresentando cistos dos respectivos parasitos em exames de fezes.

O isolamento e desenvolvimento de novas substancias visando possibilitar a
diminuicdo de efeitos colaterais provenientes da terapia convencional, além de aumentar o
arsenal terapéutico e impedir o surgimento de cepas resistentes, tornou-se atividade de
destague no cenario mundial. Neste contexto, produtos naturais obtidos de plantas,
representam uma area promissora para a descoberta de substancias bioativas inovadoras.

Espécies da familia Celastraceae se destacam devido as diversas aplicacfes na
medicina, como: Austroplenckia populnea utilizada no tratamento de disenterias (Miranda et
al, 2009), Maytenus rigida para tratar infec¢bes e inflamac6es (Estevam et al,, 2009) e M.
truncata com consideravel atividade analgésica e antiulcerogénica (Fonseca et al, 2007).

Neste trabalho foi investigada a propriedade amebicida de M. gonoclada, utilizando
extratos brutos e substancias isoladas de galhos, cascas e cernes de raizes para avaliar seu

provavel potencial anti- E. histolytica.
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Busatti & Gomes (2007) utilizaram método colorimétrico para quantificar o
crescimento de G. lamblia em placas de 24 pocos. A principio, seguiu-se tal metodologia
para avaliar o crescimento de culturas de amebas, entretanto, os resultados obtidos néo
foram satisfatorios durante a quantificacdo dos parasitos. Assim, optou-se por utilizar tubos
de vidro com capacidade de 7 mL, nos quais as amebas apresentaram excelente adaptacéo.
Nestes tubos padronizou-se o indculo ideal que originasse células em fase exponencial de
crescimento, ap6s 48 h de cultivo. Dentre os inculos testados, 40 x 10° trofozoftos/mL foi o
que melhor apresentou formacdo de monocamada de trofozoitos alongados, com boa
vitalidade e auséncia de precipitacdo, considerado o ideal para identificar a acdo das
substancias sobre as amebas.

Para serem testadas, todas as substancias utilizadas neste estudo foram solubilizadas
em DMSO em concentracdo maxima do solvente de 0,05%. Em concentracdo superior a
utilizada, ndo foram observadas alteracbes morfologicas e no crescimento da cultura,
corroborando com dados da literatura (Bharti et al, 2006; Busatti et al, 2007). Feito isto,
passou-se para a avaliacdo da atividade dos extratos e triterpenos, solubilizados em DMSO,
sobre culturas de E. histolytica.

Silva e colaboradores (2012) demonstraram o elevado potencial giardicida (1Cso: 1,02
pg/mL) do extrato hexanico de galhos de M. gonoclada sobre culturas de G. lamblia. Tais
resultados incentivaram a avaliacdo da atividade amebicida de M. gonoclada, ja que alguns
farmacos utilizados como giardicidas sdo também aplicados como amebicidas (Gardner & Hill
2001). Entretanto, no presente estudo, nenhum extrato bruto testado apresentou efeito
inibitorio até a concentracdo de 17 pg/mL. Assim, considerando a complexidade de substancias
presentes em extratos brutos (Barreto Junior et al, 2005), sugere-se que uma tenha interferido na
atividade da outra por inibicdo, competicdo ou impedimento fisico ao alvo de acéo da mesma.

Quatro triterpenos foram isolados dos extratos avaliados, sendo que somente a tingenona
apresentou propriedade amebicida. Dentre os triterpenos testados, a tingenona é a mais polar e
esta peculiaridade pode estar relacionada ao fato de tal substancia possuir atividade, ja que sua
solubilidade é maior. A solubilidade das substancias quimicas em meio aquoso é uma
propriedade fisico-quimica importante que proporciona melhor atividade antimicrobiana. Os
triterpenos inativos sdo menos polares, sugerindo que a auséncia de sua atividade esteja ligada a

baixa solubilidade.

73



Prosseguindo com os estudos de atividade amebicida, iniciamos a padronizagdo da
técnica da 1Cs utilizando o MTZ e, em seguida a tingenona. Em uma busca nas publicacdes
disponiveis, identificou-se que os valores de ICs, do MTZ, para E. histolytica, sdo bastante
variados. Verificou-se, ainda, que diferentes tempos de exposicdo das substancias teste as
amebas sdo apresentados sem nenhuma justificativa apresentada pelo tratamento estatistico
(Bansal et al, 2004; Abid et al, 2008; Saadeh et al, 2009; Sarker et al, 2010). Estes
resultados demonstram que a padronizagcdo na determinacdo da atividade amebicida €
necessaria para que haja uma maior fidedignidade nos resultados. Considerando o exposto,
sugere-se que a atividade amebicida de novos farmacos possa ndo revelar seu verdadeiro
potencial. Desta forma, decidiu-se estimar inicialmente o intervalo de tempo apropriado para
a avaliacdo da atividade do MTZ frente as amebas e, ainda, determinar o impacto desta
variavel na I1Cs, da substancia.

Foram utilizadas técnicas de analise descritiva e graficos de dispersdo, através dos
quais, foi observada a tendéncia da relacdo entre a concentracdo das substancias e o
percentual de inibicdo do crescimento de E. histolytica. Estes resultados foram validados
pela técnica de Analise de Regressao Linear Simples (Werkema & Aguiar 2006).

N&o foram encontrados outliers e os residuos foram independentes e normalmente
distribuidos, indicando a adequacdo do modelo escolhido. Posto isto, estimou-se a I1Csy das
substancias, bem como seu intervalo de confianca através de Regressdo Inversa (Werkema
& Aguiar 2006), considerando-se uma confianca de 95% e de 90%.

O valor de ICsp sobre E. histolytica, encontrado para 0 MTZ foi de 1,74 uM variando
de 1,24 a 2,42 com 95% de confianca em 24 h. A ICso do MTZ em 48 h foi 1,26 uM,
variando de 0,88 a 1,80 com 95% de confianca. Neste caso, 0 valor estimado para 1Cso em
24 h esta contido no valor estimado para 48 h, significando que ndo existe diferenca entre 0s
tempos avaliados. Dentre as publicacdes encontradas na literatura, em relacdo a ICso do
MTZ, poucas apresentam resultados compativeis aos encontrados neste estudo (Wright et al,
1988; Singh et al, 2005; Abid et al, 2008; Bharti et al, 2003; Bharti et al, 2006).

O efeito da tingenona sobre as culturas de ameba foi verificado apos incubacédo de 24
e 48 h. O valor de ICs sobre E. histolytica, em 24 h foi de 5,26 uM variando de 3,75 a 7,38
com 95% de confianca. A 1Cso da tingenona encontrada em 48 h foi 4,08 uM, variando de

2,95 a 5,63 com 95% de confianca. Também, neste caso, o valor estimado para ICso em 24 h
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estd contido no valor estimado para 48 h, significando que ndo existe diferenca entre os
tempos avaliados. Além disto, em ambos os tempos foi observado que a substancia atuou de
forma significativa (p < 0,001) na inibi¢cdo do crescimento do parasito.

Comparando a ICsop do MTZ e tingenona, verificou-se que é necessario cerca de 3
vezes mais quantidade de tingenona para uma mesma atividade. Apesar desta diferenca, a
atividade apresentada pela tingenona pode ser considerada muito boa, por ser um metabdlito
majoritario encontrado em algumas espécies da familia Celastraceae (Rodrigues et al, 2012)
e que grandes quantidades da mesma sdo facilmente produzidas. Estudos revelaram que a
tingenona apresenta excelente atividade contra trofozoitos de G. lamblia (ICso: 0,74 pM)
(Mena-Rején et al, 2007) e inibicdo total do crescimento de Trypanosoma cruzi (Godjiman
et al, 1985), confirmando o elevado potencial antiparasitario que o0s triterpenos
quinonametideos apresentam.

Com relagdo ao mecanismo de ac¢do, até mesmo o MTZ, farmaco utilizado h& anos,
ndo apresenta seu mecanismo completamente elucidado. O mecanismo de acdo do MTZ
inicia-se quando o mesmo penetra por difusdo passiva nas células. Os microrganismos
possuem componentes transportadores de elétrons, conhecidos por ferridoxinas, pequenas
proteinas com potencial redox negativo. Organismos anaerdbios susceptiveis ao MTZ geram
sua energia por meio da fermentacdo oxidativa do acido piravico. A descarboxilagdo do
piruvato, catalisada pela enzima piruvato-ferridoxina oxidoredutase (PFOR), libera elétrons
que reduzem a ferridoxina, a qual doa seus elétrons para 0 MTZ (Brunton et al, 2006). A
transferéncia de um anico elétron ao MTZ forma o radical aniénico nitro (NO") altamente
reativo e toxico para 0s microrganismos anaerobios. Este radical inibe a sintese de DNA,
causando a fragmentacdo do mesmo e de outras biomoléculas vitais, que interrompem a
divisdo e a motilidade do parasito, levando-o a morte (L6fmark et al, 2010).

O mecanismo de acdo dos triterpenos ainda ndo é bem esclarecido. Especula-se que
tais substancias levem ao rompimento da membrana celular do microrganismo, visto que
estes compostos sdo bastante lipofilicos (Kuete et al, 2007; Saleem et al, 2010). O
mecanismo de acdo proposto para a potente atividade da tingenona esté relacionado a sua

possivel interacdo com o DNA ou a inibicdo de sua sintese (Kayser et al, 2002).
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Ainda ressalta-se que, o desenvolvimento de novos farmacos vai alem da atividade
bioldgica e facilidade de obtencdo da substancia. Questdes como toxicidade, sdo imperativas
para o direcionamento de uma substancia para os ensaios clinicos.

Para ser aprovada em um teste de citotoxicidade “in vitro”, uma substancia quimica
ndo deveréd causar a morte de células humanas nem afetar suas fungdes celulares. Assim
sendo, com o uso de técnicas de cultura de células, é possivel detectar a ocorréncia de lise
celular, inibicdo do crescimento celular e outros efeitos gerados pela associacdo dessas
células com uma substancia quimica (Malmonge et al, 1999). Células primarias, isoladas de
tecidos, possuem muitas propriedades semelhantes a células normais “in vivo”, tornando
possivel a realizacdo de ensaios de citotoxicidade, “in vitro”, especificos contra células de
varios tecidos. Nessa perspectiva, as PBMC constituem um interessante modelo para a
avaliacdo de toxicidade “in vitro” (Das Sarma et al, 2007; Kundakoviae et al, 2006).

O MTZ e tingenona foram avaliados quanto a citotoxicidade sobre PBMC. O MTZ
ndo demonstrou efeito inibitorio significativo até a concentragdo maxima testada (100 puM) e
este resultado corrobora com estudos previamente realizados (Busatti et al, 2007; Budakoti
et al, 2009). A 1Cso encontrada para tingenona foi de 8,9 uM. Neste caso, a dose citotoxica
estd muito proxima da dose amebicida, o eu dificulta o prosseguimento dos estudos com a
substancia in natura. Estes resultados demonstram uma baixa seguranca da tingenona como
amebicida.

A citotoxicidade da tingenona sobre células humanas poderia ser uma restricdo para
a sua utilizacdo em tratamentos antiparasitarios (Mena-Rejon et al, 2007). Contudo,
modificacdes estruturais na molécula podem produzir derivados com potente atividade e
menor toxicidade.

Considerando as informac6es disponiveis sobre a relacdo estrutura-atividade das
substancias, alguns critérios sdo utilizados para prever ou justificar a citotoxicidade de um
composto. No caso dos triterpenos quinonametideos, a citotoxicidade € explicada pela
presenca de conjugacdes estendidas de dupla ligacdo no anel B, presenca de grupo carbonila
no carbono 2 (C-2) e, pequenos grupos éster como substituinte em C-3 (Ravelo et al, 2004).
A relacdo estrutura-atividade da tingenona sugere que os anéis A e B desta substancia
contenham um grupo carbonila o,B-insaturado, determinante para a citotoxicidade observada
(Gomes et al, 2011).
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Modificagbes estruturais em compostos biologicamente ativos, constituem,
certamente, 0 método mais utilizado para a obtencdo de mléculas com maior atividade
(Cechinel Filho & Yunes 1998). Assim sendo, a tingenona, comumente isolada com
rendimentos elevados, apresenta material de partida suficiente para a obtencdo de derivados
mais ativos e menos toxicos, uma vez que a sintese total destes compostos torna-se
frequentemente inviavel (Buffa Filho et al, 2002).

Recentemente, estudos com um derivado friedelano, conhecido como friedelina,
relataram atividade antiproliferativa, pr6 apoptética (Martucciello et al, 2010), anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética (Antonisamy et al, 2011). Pesquisas com um derivado
lupano, conhecido como NVX-207, confirmaram que tal composto apresentou excelente
resposta clinica em cdes portadores de cancer (Willmann et al, 2009). Além disso,
Sotanaphum e colaboradores (2005), por meio da producdo de derivados da tingenona,
comprovaram que algumas dessas substancias apresentam menor citotoxicidade frente a
células Vero.

Dessa forma, um dos fatores de extrema importancia para a descoberta de principios
ativos naturais consiste, principalmente, na interacdo entre a quimica e a biologia. Quanto
mais estreita for esta colaboracdo, de forma mais rapida e consistente serdo alcangcados 0s

objetivos almejados.
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. CONCLUSAO

Dentre os extratos brutos e triterpenos isolados de Maytenus gonoclada, a tingenona

apresentou promissora atividade amebicida;

A atividade amebicida do MTZ e da tingenona podem ser avaliadas em 24 ou 48 horas;

Apesar da substancial atividade amebicida apresentada pela tingenona, sua utilizacéo in

natura torna-se dificultada devido a estreita diferenca entre as doses citotoxica e amebicida

encontrada;
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