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ESTUDO DA ACAO TRIPANOMICIDA DO EXTRATO BRUTO DE
Mandevilia velutina EM CAMUNDONGOS INFECTADOS COM
Trypanosoma cruzi.

A doenga de Chagas ¢ uma das mais importantes infecgSes parasitarias em
varias regides da América Latina, incluindo o Brasil, em virtude da sua alta
incidéncia, prevaléncia e repercussdo sécio-econdmica que esta endemia causa aos
paises. Apesar dos esforgos, um niimero muito reduzido de drogas tripanomicidas tem
sido indicadas para o tratamento especifico da doenga, todas com efeitos colaterais
que limitam a utilizagfo. Na regido de Uberlandia, existem relatos populares de que o
extrato do rizoma de Mandevilla velutina € indicado aos pacientes portadores desta
doenca. Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de investigar a acfio deste
extrato sobre a parasitemia e mortalidade de camundongos infectados com 5x10*
formas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi. O extrato foi obtido pela maceraciio de
fragmentos do rizoma em aicool de cereais a 15%, o qual foi liofilizado (EBL) e
ressuspendido em agua destilada. O EBL administrado aos camundongos, por via
oral, apresentou uma baixa toxicidade no organismo destes animais. Quando o EBL
foi administrado em doses crescentes (até 200mg/kg) em camundongos infectados
com 7. cruzi, observou-se redugdio da parasitemia e aumento da sobrevivéncia, os
quais foram dose dependentes. O tratamento prévio dos animais, com uma dose de
200mg/kg, mostrou-se eficaz na dimimugdo da parasitemia, sendo mais eficiente
quando o tratamento foi realizado 24 horas antes da infec¢fo. Quando os animais
infectados foram tratados com duas doses diarias de EBL (71,5 ¢ 143 mg/kg) durante
30 dias e comparados com os animais tratados com Benzonidazol (duas doses diarias
de 50mg/kg), verificou-se que o EBL é mais eficaz do que o Benzonidazol nas doses
administradas. Para investigar o possivel envolvimento do Sistema NO no mecanismo
de a¢do do EBL, animais infectados foram tratados com EBL e inibidor da NOS
(NOARG ou L-NAME) onde se observou uma atenuagio dos efeitos do EBL. Ao
realizar a dosagem de NO, e de NO; no soro de animais normais ¢ tratados com EBL
verificou-se nestes um aumento significante nas concentragdes de NO, e NO;.
Quando se comparou as parasitemias e os niveis séricos de NO; dos animais
infectados, tratados e ndo tratados com EBL, verificou-se que os animais no tratados
apresentaram maiores valores de parasitemia e NO;, entre 8° e 14° dia pés-infecgdo.
A acdo tripanomicida promovida pelo EBL, foi testada também in vitro no sangue
contendo 7. cruzi, incubado com EBL (24 e 48 horas), resultando na redugfio da
contagem de tripomastigotas. Na avz.lliaqz.io do potencial genotdxico do EBL, os
resultados sugerem que O EBL possui efeitos protetores na formagdo de eritrocitos
micronucleados. Na triagem fitoquimica verificou-se a presenca de varas classes
quimicas incluindo os taninos e 0s terpendides que podem apresentar atividade
antiparasitaria. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o extrato bruto de
M. velutina possul componente(s) capaz(es). de atuar sobre a parasitemia de
camundongos infectados com T. cruzi, reduzindo significantemente o nimero de
parasitos durante a infecgdo, sendo que esta redugdio pode estar correlacionada com o
Sistema Oxido Nitrico.
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INTRODUCAO




1.1 - Doenga de Chagas

A Tripanossomiase Americana, mais conhecida como doenga de Chagas, ¢
causada pela infecgdo com o parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi. De acordo
com a Organizagio Mundial da Satde (1991) existem aproximadamente 16 a 20
milhdes de pessoas infectadas em toda América Latina, sendo que cerca de 50%
deste contingente encontra-se no Brasil (PEDROSA et al, 1993). Essa moléstia
representa uma das principais causas de morte subita, que pode ocorrer com
freqiiéncia na fase mais produtiva do cidaddo, ocorrendo no Brasil cerca de 6000
6bitos por ano relacionados a doenga (LANNI e MADY, 1998).

No que se diz respeito & infecgdo pelo 7. cruzi, esta pode ocorrer de varias
maneiras e circunstancias, tais como: transmiss3o vetorial, transfusio sangiiinea,
congénita, transplante de orghos, leite materno (DIAS, 1989) e, também, por
acidentes eventuais com profissionais que manipulam materiais contaminados. A
transmissdo vetorial ocorre pela penetragio de tripomastigotas metaciclicos
(eliminados nas fezes ou urina de triatomineos, durante o hematofagismo) em
solugdo de continuidade da pele ou mucosa integra. Esta via de transmissio tem
importdncia epidemiolégica principalmente nas regides endémicas onde as
estratégias de controle do vetor ndo foram adotadas ou sdo deficientes (NEVES,
1995). Outra modalidade de transmissdo ocasional € a que ocorre por transfusdo de
sangue, sendo esta a mais importante em areas ndo endémicas (REY, 1992). Além
destas duas vias de transmissdo prevalecem em menor grau as outras modalidades de
contdgio, contribuindo para a disseminagdo da doenga.

A partir do momento em que penetra no hospedeiro humano, o T. cruzi passa
a invadir células do sistema mononuclear fagocitdrio, sobretudo macrofagos
(DUTRA et al, 1992). No interior destas células, o parasito que ndo ¢ digerido, por
ter capacidade de sair do fagossomo, passa a habitar o citoplasma na forma
amastigota (tecidual) € comega a subdividir-se. Em seguida, reassume a forma
tripomastigota e atinge a circulagio sangiiinea, periodo no qual se observa uma alta
parasitemia até que haja resposta imune aos parasitos (CUNHA-NETO et al, 1994),
constituindo assim a fase aguda da infecgao.

Esta fase, se caracteriza por ser inicial, ripida, geralmente assintomatica e
por apresentar uma tipica curva parasitémica relacionada com a proliferagdo

intracelular do 7. cruzi, que sai para o meio extracelular, possibilitando assim, a



quantificagio da parasitemia (BRENER, 1979). Os parasitos na forma
tripomastigota, apds atingirem a circulagdo sangiiinea, passam a invadir outras
células como as musculares (MILEL et al, 1991) e células do sistema nervoso
(ALMEIDA er al, 1983). Apos a fase aguda inicia-se a fase cronica da doenca na
forma indeterminada ou latente, que ¢ caracterizada pela presenga de infecgio com
T. cruzi e auséncia de manifestagdes clinicas, podendo ser considerada o periodo
mais longo da doenga (BARRETO et al, 1990).

Segundo Siqueira-Batista ¢ col (1996) cerca de 30% dos portadores do 7.
cruzi evoluem para enfermidade clinicamente discernivel, denominada de fase
cronica determinada, caracterizando-se pelas manifestagdes clinicas relacionadas
com o sistema cardiovascular e/ou digestivos, oriundas de lesdes que se acumularam
e se agravaram no decorrer das fases anteriores (REY, 1992). Segundo Higuchi
(1995), o parasito teria papel fundamental no desencadeamento de lesdes na fase
aguda que influenciariam cronicamente e levariam as alteragdes cardiacas e
digestivas.

De acordo com Storino ¢ col (1986), a evolugdo e as manifestagdes clinicas
da doenca de Chagas sio dependentes da relagdo parasito-hospedeiro, tais. como:
estado nutricional, constitui¢do genética do individuo (hipersensibilidade podendo
originar resposta inflamatoria de maior intensidade), idade (individuos mais jovens
apresentam quadros de maior morbidade), resposta imunolégica e presenca de
reinfecgdo. A cepa do parasito ¢ outro fator importante para a desenvolvimento da
infecgo pelo T cruzi, pois ela € responsavel pela capacidade de infecgfio celular do
parasito, viruléncia e resisténcia aos medicamentos. Dentro das pesquisas aplicadas
a doenga de Chagas, a cepa “Y” ¢é amplamente utilizada em ensaios biolégicos, por
apresentar alta viruléncia e poder invasivo, apresentando também uma resisténcia
média aos medicamentos tripanomicidas (UKUMURA et al, 1990).

Devido as caracteristicas tdo peculiares da doenga de Chagas, a terapéutica &
realizada de duas formas distintas: tratamento sintomatico e o especifico. Para o
tratamento sintomatico se faz uso de drogas para amenizar as manifestagdes clinicas
da fase cronica, tratando-se as anormalidades cardiovasculares e digestivas com .
farmacos ou procedimentos cirirgicos (SIQUEIRA-BATISTA et al, 1992). O
tratamento especifico visa a erradicagdo do agente etiologico no hospedeiro, e para
tanto, existem drogas aplicadas na clinica ¢ experimentalmente. O tratamento

especifico de pacientes nas areas endémicas do Brasil continua a ser feito,



preferencial ou exclusivamente, com o Benzonidazol, ja que o Nifurtimox foi
retirado do mercado em 1990 (SIQUEIRA-BATISTA ef al, 1996). Esta droga pode
diminuir ou mesmo suprimir a parasitemia durante o tratamento, no entanto, os
efeitos colaterais causados tais como: nauseas e vomitos, sensagdo de fraqueza,
irritabilidade e insdnia, levam os pacientes a reduzir as doses ou abandonar o
tratamento (SILVA, 1994). Experimentalmente, outras drogas como o Megazol, o
Itraconazol e o Alopurinol tém sido ensaiadas, mas os resultados parasiticidas
divulgados nfio permitem, ainda, conclusdes definitivas (FRAGATA-FILHO et al,
1994). Recentemente Urbina e col (1996) testaram um composto derivado de
cetoconazol (DO870) em ratos na fase aguda da infec¢do pelo 7. cruzi obtendo uma
supressdo da parasitemia, sugerindo cura parasitolégica. No entanto, foram
encontrados parasitos na forma tecidual nos animais estudados, € os mesmos
somente foram eliminados com longo tempo de tratamento dificultando, assim, o
emprego desta droga devido a sua toxicidade no uso cronico.

As terapias empregadas na doenga de Chagas, para o tratamento especifico,
estdo restritas aos pacientes de fase aguda comprovada, principalmente criangas,
individuos com a forma cronica indeterminada ou com manifestagdes clinicas pouco
expressivas, com parasitemia comprovada em regime de caréncias imunitarias (como
por exemplo, no uso de imunossupressores ou pacientes H.LV positivo) e em
procedimento de transplantes de orgdos (OMS, 1991).

Diante das limitagdes encontradas no tratamento da doenga de Chagas, se faz
necessario o estudo de novos farmacos capazes de eliminar o agente etioldgico e/ou
amenizar as complicagdes resultantes da fase cronica. Sendo assim, a investigagio
de plantas medicinais, popularmente utilizadas no tratamento da doenga de Chagas, ¢

de grande valia para a terapéutica desta moléstia.




1.2 - Plantas Medicinais

As plantas sempre representaram para o homem um recurso terapéutico de
enorme importdncia para as mais variadas doengas. Muitas foram as fontes que
favoreceram o acumulo gradual do conhecimento das propriedades terapéuticas das
plantas medicinais, tais como: a inspiragdo, o instinto, o ensinamento pelos animais,
as analogias de cor, forma exterior e sabor, etc... (MORGAN, 1997).

O poder farmacolégico das plantas estd centrade em seus principios ativos
que, em sua maioria, se originam no metabolismo secundario, sendo este decorrente
da adaptagdo as condi¢des adversas do meio, incluindo as estagdes do ano, tipo de
solo, pH, umidade, composigio genética, nutrientes e temperatura. Estes compostos
se distribuem diferentemente nas diversas partes dos vegetais como raizes, caule e
folhas, € sua composi¢do varia de espécie para espeécie e até mesmo dentro de uma
mesma espécie (MING,1994). Além disso, esses metabolitos secundarios apresentam
estrutura quimica complexa ¢ a maioria nfo apresenta fungdo definida no organismo
onde se encontra (GEISSAMAN et al, 1969).

Entre os principios farmacologicamente ativos com agdio antimicrobiana
encontrados nas plantas, os taninos e os terpendides destacam-se por estarem
presentes na maioria das plantas, principalmente nas que compdem o cerrado
brasileiro (ROBBERS et a/,1997).

Quimicamente, 0s taninos ocorrem como misturas de polifendis soliveis em

agua e compreendem um grupo de substdncias amplamente disseminadas no reino
vegetal. Esses compostos geralmente sdo encontrados em determinados 6rgdos da
planta como folhas, frutos e caule. Farmacologicamente, apresentam efeitos
antiinflamatérios, antidiarréicos € cicatrizantes (ROBBERS er a/,1997).
Os terpendides sdo constituidos por unidades de isopreno. Uma parte dessas
substancias ¢ volatil, tornando-se facil a identifica¢do devido a fragrdncia exalada
pela planta sendo, assim, denominados oleos essenciais. A agdo farmacodinimica
mais caracteristica destes compostos € a antiparasitdria e antisséptica, associada a
uma acdo expectorante, antioxidante, diurética, antiespasmodica, antiviral,
analgésica e antiinflamatoria (ROBBERS et al,1997).

O uso de plantas medicinais contra a doenga de Chagas ¢ bastante difundido
na medicina popular. Hi muitos relatos e poucas comprovagdes cientificas,

principalmente no que diz respeito aos efeitos destes extratos sobre o 7. cruczi.



Alguns trabalhos que comprovam a agiio de extratos vegetais sobre 0 7. cruzi, estio

resumidos no quadro abaixo.

Planta Ensaio Formado Tcruzi | Autores
(Familia ou Espécie)
Euforbiaceae in vitro Epimastigota GONZALES et af, 1985
Vanillosmpsis in vitro Epimastigota e CRUZ et al, 1985
erythropappa Amastigota \
Solanaceae in vitro Epimastigotas CHIARI er al, 1988
Euforbiaceae in vitro Epimastigota BELDA-NETO er af, 1988
Asteraceae in vitro Epimastigota e BUAINAIN et al, 1988
Amastigota
Zanthoxilum in vitro Tripomastigota CUNHA, 1993
minutiflorum
Physalis angulata in vitro Tripomastigotas RIBEIRO et al, 1998
Apisdosperma invitro | Tripomastigotas | JACOME et al, 1998
parvifolium
Norantea in vitro Tripomastigotas ROCHA et al, 1998
brasiliensis
Rheedia longifolia in vitro Tripomastigotas | BERENGER er al, 1998
Clusia criuva in vitro Tripomastigotas CHEDIER et al , 1998
Echinodorus in vitro Tripomastigotas | PIMENTA ef al,1998
macrophyllus

No estado de Minas Gerais, mais precisamente no Tridngulo Mineiro, a
populagdo faz uso do extrato de Mandevilla velutina para combater as complicagdes
cardiovasculares ¢/ou digestivas causadas pela doenga de Chagas. A Mandevilla
velutina pertence a familia Apocinaceae, que possui representantes em todas as
regides do Brasil, e sdo utilizadas nas mais diversas formas, como fornecedoras de
madeira de lei (peroba) ou ornamentagio de parques e jardins devido as exuberantes
flores. Produzem também frutos muito apreciados como a mangaba, mucugé e
pequi, que sdo utilizados na produgdo de gomas elasticas. Entre as espécies dessa
familia, algumas podem apresentar um certo grau de toxicidade, sendo empregadas
como inseticidas. Além dessas utilizagdes, as Apocinaceaes se destacam
principalmente na medicina folclorica pelo seu emprego para variadas finalidades,
tais como: antiparasitérié, estimulante cardiaco e antidiariéica (APPEZZATO, 1988).

A espécie Mandevilla velutina é vastamente difundida pelo planalto
meridional do sul do Brasil sem, contudo, ser frequente ocorrendo esparsamente e
nunca formando agrupamentos. Seu habitat preferencial encontra-se nos campos

cerrados de Minas Gerais e Sdo Paulo. A darea de dispersdo no Brasil compreende os




Estados da Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro ¢ Santa
Catarina. Essa espécie popularmente conhecida como Jalapa, ¢ constituida por um
arbusto de pequeno porte que possui um rfizoma junto a suas raizes; sua parte
vegetativa ¢ composta por folhas simples e as flores sdo tubulares, de coloragio que
pode variar do vermelho ao rosa claro (APPEZZATO, 1988).

Em estudos farmacolégicos realizados, Calixto e col. (1985) demonstraram
que o extrato do rizoma da Mandevilla velutina apresenta componentes
antiinflamatérios contra picada de serpente Bothrops jararaca. Posteriormente,
Calixto e col. (1988) demonstraram que 0 mecanismo de agdo destes componentes
se deve 4 atividade antagonista da bradicinina na inflamagdo causada por picada de
serpente. Mais recentemente, foi demonstrado que o extrato de A velutina possui
componentes capazes de inibir o dcido aracdOnico em edema induzido em pata de
rato (CALIXTO, 1991) e antagonizar a agdo das fosfolipase A2 e fosfolipase C em
edemas de patas de camundongos (NEVES et al, 1993).

Tendo em vista as caracteristicas apresentadas pelas Apocinaceaes e as agdes
farmacologicas comprovadas da Mandevilla velutina, torna-se interessante a

investigagio e elucidagdio da possivel agio desta planta na terapéutica da doenga de

Chagas.




1.3 - Oxido Nitrico

Tanto em humanos como em animais de experimentagfo, a infecgfo pelo T
cruzi induz respostas imunolégicas que desempenham um papel fundamental no
controle do crescimento parasitario. Dentre todas as pesquisas que estio sendo
realizadas na tentativa de elucidar os mecanismos implicados no controle da carga
parasitdria, as que envolvem a produgdo de 6xido nitrico (NO) t€m despertado maior
interesse pelos estudiosos. O NO é um radical livre sintetizado durante a conversio
de L-arginina em L-citrulina, reagfo catalisada pela Oxido Nitrico Sintase (NOS) na
presenga de NADPH e Tetraidrobiopterina. Por sua vez, a NOS existe nos
organismos eucariotos sob trés isoformas, que se distinguem quanto as propriedades
e fungdes fisiologicas (KNOWLES et al, 1994, NATHAN e XIE, 1994): NOS neural
(NOSn - tipo I), NOS induzivel (NOS; - tipo II) e NOS endotelial (NOSe - tipo I ).

Estudos realizados nas diversas areas do conhecimento tém demonstrado que
o NO desempenha vérias fungOes fisioldgicas no organismo animal, sendo que a
acgdo citotoxica ou citostdtica ¢ a mais importante no controle da infecgdo causada
por diversos patogenos. O NOS tipo-II, quando ativada, produz NO por longo
periodo que pode perdurar por dias (KRONCKE et al, 1994). A NOS tipo II ¢
encontrada em diversas células incluindo os macrdéfagos, reutrofilos, epitélio tubular
renal, adenocarcinoma, hepatdcitos, endotélio, endocirdio, células mesageais,
cardiomiocitos, fibroblastos, neurdnios e astrécitos (NATHAN e XIE, 1994). Ja se
sabe que em macrofagos de camundongos ¢ interferon-y (INF-y) e
lipopolissacarideos (LPS) sdo capazes de promover a indugfio transcripcional da
NOSi (NATHAN ¢ XIE, 1994).

Os macréfagos ativados também produzem outros radicais livres com: anion
superdxido (O,) e peréxido de hidrogénio (H,O,). Em adigdo, NO reage com O,
produzindo peroxinitrito (ONOO’), o qual espontaneamente € transformado em ion
hidroxilico (OH) e o dioxido de nitrogénio (NO,). Estes radicais livres sdo
altamente toxicos e constituem parte essencial do mecanismo de defesa dos fagocitos
para destruir microorganismos invasores (HOLSCHER et al, 1998). Além de radicais
livres, macréfagos ativados produzem Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-at), que
¢ uma citocina inflamatéria que potencializa a agdo parasiticida de macrofagos
ativados (WIRTH e KIRSZEBAUM, 1988, SILVA et dl, 1995). Assim, a resposta

imune contra agentes patoldgicos € dependente da ativagdo dos macrofagos pelas
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citocinas, resultando numa série de respostas bioquimicas que convertem os
macrofagos numa potente célula efetora (ROITT et al, 1997)

O envolvimento de NO na atividade tripanomicida de macréfagos ativados
por INF-y foi inicialmente demonstrado por Gazzinelli e col (1992) e, em seguida,
por Munoz-Fernandes e col (1992). Desde entdo, varios trabalhos tm confirmado
este achado. Neste contexto, estudos comparativos entre linhagens de camundongos
susceptiveis e resistentes a infecgio com 7. cruzi demonstraram que, quando
infectados, 0s animais resistentes apresentam maiores niveis séricos de NO (VESPA
et al, 1994). Quando animais desta linhagem resistente & infeccio com 7. cruzi
foram tratados com anticorpo monoclonal anti-TNF-o, ou com inibidores da NOSi,
se tornaram altamente susceptiveis 4 infecgio (SILVA et al, 1995). Mais
recentemente foi demonstrado que, camundongos mutantes deficientes de INF-y ou
NOSi, quando submetidos & infecgdo com 7. cruzi, apresentam parasitemia
dramaticamente aumentada, severo comprometimento tecidual e morte precoce
(HOLSCHER et al, 1998).

Assim, a resisténcia a infecgfo com 7. cruzi tem sido associada com a
capacidade dos linfécitos produzirem INF-y, que por sua vez ativa os macrofagos,
resultando na produ¢io de TNF-ot e de NO e consequente inibi¢do da replicagdio dos
parasitos presentes no seu interior.

Quanto a determinagdo do NO, diversos métodos estio sendo utilizados,
empregando as mais avangadas tecnologias. Esta determinagiio pode ser feita de
forma direta ou indireta, mediante ensaios que reflitam a presenca do NO
(MARZINZIG et al, 1997). O NO produzido in vivo ¢ in vitro pode ser mensurado,
por meio da dosagem de Nitrato (NOs) e Nitrito (NO,) que constitui um método
indireto utilizado na quantificagdo de NO (KELM er a/,1992), pois este reage
rapidamente com O, em meio aquoso resultando NO; € no sangue o NO reage com o
oxigénio ligado ao grupamento heme da hemoglobina produzindo NO; (HENRY,
1991).

Tendo em vista a importancia do NO na agdio tripanomicida de macréfagos
ativados, torna-se de fundamental interesse o estudo de principios ativos vegetais que
possam contribuir para a produgdo de NO, favorecendo a eliminagiio do parasito e,
consequentemente, amenizando os efeitos deletérios causados pelo 7. cruzi no

organismo animal.



OBJETIVOS




2.1 - Objetivo Geral

Estudar os efeitos do extrato bruto de Mandevilla velutina na fase aguda da
doenga de Chagas experimental em camundongos infectados com cepa “Y” do

Trypanosoma cruzi.

2.2 - Objetivos Especificos

- Avaliar a parasitemia e a mortalidade de camundongos infectados com 7.
cruzi e tratados com  extrato bruto liofilizado de M. velutina.

- Comparar o efeito do extrato bruto de M. velutina com o Benzonidazol que
¢ uma droga com ag¢do tripanomicida comprovada.

- Investigar o possivel envolvimento do Sistema do Oxido Nitrico no
mecanismo de acdo do extrato bruto de M. velutina.

- Estudar a atividade tripanomicida in vitro do extrato.

- Avaliar a possivel agdo genotoxica do extrato bruto de M. velutina em
células da medula dssea de camundongos.

- Identificar as principais classes quimicas presentes no extrato bruto de M.

veluting,
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A - Materiais
3.1 - Biolédgicos

3.1.1 - Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos outbread, com 5 a 6 semanas
de idade, pesando entre 30 ¢ 35 gramas, fornecidos pelo Biotério do Vallée Nordeste
ou da Pentapharm e mantidos no Laboratorio de Bioquimica do Departamento de
Genética ¢ Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (DEGEB-UFU) com

ragio e agua filtrada fomecidas ad /ibitum, & temperatura ambiente

3.1.2 - Mandevilla velutina (Apocinaceae)

A coleta do rizoma de Mandevilla velutina (anexol) foi realizada na regido
de cerrado de Uberlandia - MG, sendo armazenado a -20°C, conforme descrito por
Calixto e col (1985).

A identificagdio taxonomica da planta contou com a valiosa colaboragio da
Dr*. Luiza Kinochita Gouveia, do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia

da Universidade de Campinas - SP.

3.1.3 - Trypanosoma cruzi
Foi utilizada a cepa “Y” do T. cruzi, fornecida pelo Laboratorio de
Parasitologia da Faculdade de Medicina do Tidngulo Mineiro (Uberaba), originada

de camundongos infectados e mantida por repique semanal no Laboratorio de

Bioquimica do DEGEB-UFU.

3.1.4 - Escherichia coli

Foram utilizadas . coli fornecidas pelo Laboratorio de Genética Molecular

da UFU, para a produgdo de nitrato redutase e mantidas congeladas a -70°C, até o

momento do uso.



3.2 - Agentes quimicos

3.2.1 - Benzonidazol

Foi utilizado o produto comercialmente disponivel (Rochagan®, Roche).
Cada comprimido, contendo 100 mg de Benzonidazol, foi triturado, pesado e
suspendido em dgua deionizada para uma concentragio final de 60 mgiml de

principio ativo,

3.2.2 - Inibidores da Oxido Nitrico Sintase (NOS)

Foram utilizados dois inibidores inespecificos para a NOS: N®-nitro-] -
arginina (NOARG) e L-arginina-metil-ester (L-NAME) da SIGMA Chemical
Company. Os inibidores foram pesados e dissolvidos em agua deionizada em

concentragdes desejadas.

3.2.3 - Ciclofosfamida (CP)

Utilizou-se a CP-(2-[bis(2-cloroetil)amino]tetrahidro-2H-1,3,2-oxafosforino
2-oxido), CAS N° 50-18-0, comercialmente disponivel como Enduxan®, fabricada
pelo Laboratorio Roche. A CP foi pesada e dissolvida em dgua estéril para injegdo

em concentragdes desejadas.

3.2.4 - Todos os demais reagentes usados eram de grau analitico.

B- Métodos

3.4 - Preparagio do extrato bruto liofilizado (EBL) de Mandevilla velutina.

Numa preparagdo tipica, o rizoma de M. velutina, pesando 100 gramas, foi
lavado em &gua destilada por 20 minutos. Posteriormente, foi imerso durante duas
horas em solugdo de etanol 70% e novamente lavade. Em seguida, foi ralado e
macerado em 1000 ml de solugdo de dlcool de cereais a 15%, durante sete dias, a
temperatura ambiente. Apds este periodo, o extrato foi separado dos fragmentos do
rizoma por filtragdio em papel, acondicionado em frascos pléasticos e liofilizado. O
material lofilizado foi pesado e ressuspendido em dgua destilada nas concentragdes

desejadas e armazenado a 4°C.




3.5 - Determinagio da parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi.

A parasitemia foi determinada de acordo com a técnica descrita por Brener
(1979), que consiste na contagem do T. cruzi no sangue a fresco. O sangue foi
coletado por uma sec¢do na cauda do animal (5° a0 12° dia apds a infecgdo), num
volume de 5pl, o qual foi distribuido entre ldmina (25,4x76,2mm) e laminula
(22x22mm) e levado a0 microscopio Optico (STUDAR LAB. ZEISS) para contagem
dos parasitos. O niimero de tripomastigotas observados por campo foi multiplicado
pelo fator de corregdo para o calculo da quantidade de parasitas presentes em Im] de

sangue circulante nos camundongos.

3.6 - Produgdo da infecgfio com Trypanosoma cruzi

Os camundongos foram infectados por injeco intraperitoneal de
aproximadamente 50.000 formas sanguineas do 7. cruzi. O indculo desejado foi
preparado a partir da dilui¢do do sangue, coletado por pungdo cardiaca com seringa
heparinizada, em uma solugdo de PBS (Tampdo fosfate 0,01M, com salina 0,09%,
pH 7,2) contendo soro fetal bovino a 10%, num volume total de 200ul de indculo
por animal (PINTO, 1986). Os animais assim infectados foram separados

aleatoriamente para formar os grupos controles e experimentais.

3 7 - Teste de microhematocrito para detecgdo de tripomastigotas de 7. cruzi.

O sangue a ser testado foi coletado por meio de um tubo capilar (1,2x75mm)
ndo heparinizado. Logo ap6s, 0 mesmo foi colocado numa centrifuga de hematécrito
em 30.000 rpm por 10 minutos. Ao término da centrifugagdio os capilares foram
Jevados ao microscopio optico (aumento de 400x com auxilio do dleo de imersdo)
para a detecgdo de tripomastigotas de T. cruzi. A observagio foi realizada em

material obtido da regido leucocitaria do sangue centrifugado (LAFUENTE, 1985).

3.8 - Investigagdio da toxicidade do EBL de M. velutina

Cinco grupos de animais normais (n=10), escothidos aleatoriamente, foram
mantidos em jejum por 12 horas. Logo apds, receberam doses crescentes de EBL,
num volume total de 0,5 ml de indculo, por meio de gavagem. As doses variaram de
0,5 a 5,0 g/kg de animal dependendo do grupo. Os animais foram observados a cada
2 horas até¢ completar 12 horas. Apos este periodo a observagio passou a ser

realizada a cada 12 horas, até atingir 48 horas.
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Na tabela A encontram-se resumidos esses procedimentos.

Tabela A - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.8

Grupos | Animais Nommais EBL de M.velutina
Numero mg/kg de animal (dose Unica)
Tl 10 0,5
T2 10 1,0
T3 10 2,0
T4 10 35
T5 10 50

3.9 - Estudo do efeito EBL de M. velutina na parasitemia e mortalidade de
camundongos infectados com 7. cruzi.

Foram formados, aleatoriamente, cinco grupos de animais infectados com T
cruzi, sendo cada grupo composto por 10 animais, mantidos em gaiolas separadas.
Quatro destes receberam tratamento por gavagem com EBL de M. velutina, cujas
doses variaram de 25 a 200 mg/kg de animal (GA-25Smg/kg, GB-50mgkg, GC-
100mg/kg e GD-200mg/kg). Um grupo recebeu dgua destilada (GE-controle) num
volume total de 0,5 ml por animal. O tratamento foi iniciado imediatamente ap6s a
infec¢do, em intervalos de 24 horas, e se prolongou por 6 semanas. A parasitemia
diaria de cada animal foi determinada do 5° a0 10° dia apés a infecgiio, e as curvas
parasitémicas foram tragadas com os valores médios calculados para cada grupo de
animais. A sobrevivéncia dos mesmos foi monitorada até 60 dias ap6s a infeccido.

Na tabela B encontram-se resumidos esses procedimentos.

Tabela B - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.9

Grupos | Animais Infectados com 7. cruci EBL de M.velutina H,0
Numero mg/ke de animal ml
GA 10 25 -
GB 10 50 -
GC 10 100 -
GD 10 200 -
GE 10 - 0,5




3.10 - Estudo do pré-tratamento com EBL de M. velutina em camundongos infectados
com 7. cruzi.

Para este estudo formaram-se quatro grupos de animais normais (n=5) separados
aleatoriamente. Os grupos experimentais GI, GII e GIII receberam um pré-tratamento
com EBL, numa tnica dose de 200 mg/kg de peso, por meio de gavagem, num volume
de 0,5ml por animal. Os grupos foram separados de acordo com os dias de pré-
tratamento (GI-7dias, GII-3dias e GIII-1dia antes da infecgdo). O grupo controle (GIV)
recebeu somente dgua destilada 1 dia antes da infecgfio. A parasitemia diaria de cada
animal foi determinada do 6° ao 11° dia apds a infecgdo, e as curvas parasitémicas
foram tragadas com os valores médios calculados pam cada grupo de animais. A
sobrevivéncia dos mesmos foi monitorada até 45 dias apés a infecgio.

Na tabela C encontram-se resumido esses procedimentos.

Tabela C - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.10

Grupos Animais Normais EBL de M. velutina H,O
Numero |  dia do pré-tratamento mg/kg de animal ml
Gl 05 7 200 -
GII 05 3 200 -
GIlI 05 1 200 -
GIV 05 7 . 0,5

3.11 - Estudo comparativo dos efeitos do EBL de M.velutina e do Benzonidazol na
parasitemia ¢ mortalidade de camundongos infectados com T. cruci

Neste estudo formaram-se, aleatoriamente, quatro grupos de animais infectados
com T. cruzi, contendo 10 animais cada e mantidos em gaiolas separadas. Dois destes
grupos foram tratados com duas doses distintas de EBL de M. velutina (GF-71,5mg/kg e
GG-143mg/kg de animal). Um terceiro grupo recebeu duas doses didrias de
benzonidazol de 50 mg/kg de peso por dia, o que corresponde ao controle positivo
(GH) para a diminui¢do da parasitemia. O quarto grupo recebeu agua destilada (GI-
controle negativo), num volume total de 0,5ml por animal. Os tratamentos que
ocorreram num intervalo de 12 horas, por meio de gavagem, foram iniciados
imediatamente apds a infecgdo € prolongados at€ o 13° dia de infecgo. A parasitemia
didria de cada animal foi determinada do 6° ao 10° dia apds a infeccdio, e as curvas
parasitémicas foram tragadas com os valores médios calculados para cada grupo de
animais. A sobrevivéncia dos mesmos foi monitorada at¢ 45 dias apés a infecgio.

Na tabela D encontram-se resumidos esses procedimentos.



Tabela D - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.11
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Grupos | Animais Infectado com 1. cruzi EBL Benzonidazol { H,0
Ntmero mg/kg mg/kg ml
GF 10 71,5 - =
GG 10 143 - -
GH 10 - 50 -
Gl 10 - -- 0,5

3.12 - Estudo dos efeitos de EBL de M. velutina associado aos inibidores da NOS em
camundongos infectados com 7. cruzi.

Para este estudo foram montados dois experimentos utilizando diferentes
inibidores da NOS, NOARG e L-NAME.

3.12.1 - Estudo dos efeitos de EBL de M. velutina associado ao NOARG em
camundongos infectados com 7. cruzi.

Na associagiio do EBL com NOARG formaram-se quatro grupos de animais
infectados com I. cruzi, escolhidos aleatoriamente, contendo 5 animais cada e mantidos
em gaiolas separadas. O primeiro grupo (GJ) foi tratado com EBL na dose de 200
mg/kg. O segundo (GK) recebeu o tratamento com NOARG na dose de 50 mg/kg, o
terceiro (GL) foi tratado com a associagio de EBL*NOARG em doses de 200 mg/kg e
50 mg/kg de peso por dia, respectivamente; o quarto (GM) recebeu 4gua destilada,
constituindo, assim, o grupo controle. As administragdes de EBL e agua foram
realizadas por meio de gavagem num volume total de 0,5 ml. O tratamento com
NOARG foi feito por meio de injegdo intraperitoneal, num volume de 0,2 ml por
animal, num intervalo de 24 horas. Paralelamente aos grupos experimentais e controle,
foi monitorado um grupo de animais normais que recebeu somente administragiio de
NOARG na mesma dose que 0 grupo GK. O tratamento dos animais foi realizado até o
décimo quinto dia apds infecgdo.

A determinagdo da parasitemia diaria de cada animal foi realizada do 6° a0 10°
dia apos a infecgdo € as curvas parasitémicas foram tragadas com os valores médios
calculados para cada grupo de animais. A sobrevivéncia dos mesmos fot monitorada até
50 dias apds a infecgdo.

Na tabela E estiio resumidos esses procedimentos.



Tabela E - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.12

Grupos | Animais Infectado com 7. cruzi EBL NOARG H,O
Numero me/kg mg/kg ml
GJ 05 200 - -
GK 05 - 50 -
GL 05 200 50 -
GM 05 -- -~ 0,5

3.12.2 - Estudo dos efeitos de EBL de M. velutina associado ao L-NAME em

camundongos infectados com 7. cruczi.

A associagdo de EBL com L-NAME, procedeu-se segundo descrito em 3.12.1,

substituindo NOARG por L-NAME.

Na tabela F encontram-se resumidos os procedimentos.

Tabela F - Resumo dos procedimentos da associagdo de EBL + L-NAME

Grupos | Animais Infectado com 7. cruzi EBL L-NAME H,O
Nimero mg/kg mg/kg ml
GN 05 200 - -
GO 05 200 50 -
GP 05 - 50 -
GQ 05 - - 0,5

3.13 - Dosagem de Nitrito (NO,) ¢ Nitrato (NOs) no soro de animais normais tratados
com EBL de M. velutina

3.13.1 - Tratamento dos animais para obtengéo de soro.

Quatro grupos de animais normais (n=5) foram separados aleatoriamente. Os
grupos experimentais GR, GS e GT receberam tratamento com EBL na dose de 200
mg/kg de animal por dia, por meio de gavagem, num volume de 0,5ml por animal, os
mesmos foram separados de acordo com niimero de dias de tratamento (GR-7dias, GS-3
dias e GT-1dia). O grupo controle (GU) recebeu agua destilada durante 7 dias, num
intervalo de 24 horas. Apos 24 horas dos respectivos periodos de tratamento, os animais
foram sacrificados em cimara de éter, o sangue foi coletado por meio de pungio
cardiaca e armazenado em tubos Eppendorf (2ml), 4 temperatura ambiente, para
posterior obtengdo do soro.

Na tabela G encontram-se resumidos esses procedimentos.
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Tabela G - Resumo dos procedimentos descritos no item3.13.1

Grupos Animais Normais EBL de M. velutina | H,0
Numero n° dias tratados mg/ke de animal ml
R 05 7 200 g
G 05 3 200 i
T 03 1 200 ]
GU 05 7 _ 0.5

3.13.2 - Dosagens de NO, e NO;

A quantificagiio de NO, e de NO; no soro foram realizados conforme a técnica
descrita por Granger e col (1996) que se fundamenta numa reagéio colorimétrica. Para
tanto, 500ul de soro foi desproteinizado, por meio de precipitagio com S0ul de sulfato
de zinco a 10% e 10ul de hidréxido de sodio 2,5N. Posteriormemte, foi realizada uma
reago de conversdo com fosfato de sédio 0,5M, pH 7.2 ¢ formato de amdnio 2,4M, pH
7.2, a qual foi adicionada uma aliquota de 10l de E. coli, produtora de nitrato redutase.
O material foi mantido em repouso por 2 horas a 37°C. Em seguida, a amostra foi
centrifugada (10.000g, 5 minutos a 20°C); a 100ul do sebrenadante foram adicionados
100p! de reagente de Griess (mistura de volumes iguais de sulfanilamida 1% em écido
fosforico 5% e de alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% em agua). Apds 10 minutos, as
leituras das absorbancias foram obtidas em espectrofotdmetro a 540nm (ESPEKOL,
ZEISS).

A concentragio sérica de NO, de cada amostra foi calculada a partir da equagdo
da reta obtida para a regressdo linear da curva padréo construida com nitrito de sodio (0
a 150 puM). Para a determinagdo da concentragdo de NO; nos soros dos animais foi
construida uma curva padrio com nitrato de sodio (0 a 150 puM).

3.14 - Dosagem de Nitrato (NO3) no soro de animais infectados com 7. cruzi e tratados
com EBL de M. velutina

Para esta finalidade foram formados, aleatomamente, quatro grupos (GV,
GW.,GXeGY)de animais (n=5). Dois destes grupos continham animais infectados com
T. eruzi (GV e GW). O GV recebeu tratamento com EBL (200 mg/kg) e o controle GW
recebeu 4gua destilada, num volume total de 0,5ml. Os outros dois grupos, compostos
por animais normais, foram tratados igualmente aos grupos anteriores (GX-EBL na dose
de 200mg/kg e GY-0,5 ml de dgua destilada). .

Os tratamentos foram iniciados imediatamente apos a infecgfio, em intervalos de

24 horas, € se prolongaram por [4 dias. A partir do 6° dia de infecg¢do, um animal de
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cada grupo foi sacrificado em camara de éter a cada 48 horas. O sangue destes animais
foi coletado, por puncio cardiaca, ¢ armazenado em tubos Eppendorf (2,0 ml) a
temperatura ambiente para a obtengio do soro. A dosagem de NO; no soro procedeu-se
como descrito em 3.13.2.

Paralelamente a esses procedimentos, a parasitemia didria de cada animal foi
determinada do 6° a0 14° dia ap6s a infecglo. As curvas parasitémicas foram tragadas
com os valores médios calculados para cada grupo de animais.

Na tabela H encontram-se resumidos esses procedimentos.

Tabela H - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.14

Grupos Animais EBLde M. velutina { H,O
Numero | Normal | Infectado/T. cruci mgkg de animal ml
GV 05 - + 200 -
GW 05 - + - 0,5
GX 05 + - 200 -
GY 05 + - - 0,5

3.15 - Estudo dos possiveis efeitos genotdxicos do EBL de M. velutina.

Para este estudo foi realizada a andlise de eritrécitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) da medula dssea femural de camundongos, conforme
descrito por Schmid (1975). Para tanto, formaram-se cinco grupo de animais normais
(n=5) escolhidos aleatoriamente e mantidos separados. Trés destes grupos receberam
doses distintas de EBL de M. velutina (GI-100 mg/kg, GII-200 mg/kg e GIH-800 mg/kg
de animal por dia), num volume final de 0,5 ml por animal, em intervalos de 24 horas,
durante 7 dias. O GIV foi tratado somente com é4gua destilada ¢ o GV (controle
positivo) recebeu, no 6° dia, uma dose de 20 mg/kg de ciclofosfamida por via
intraperitoneal.

No sétimo dia os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para
posterior obtengio de células da medula éssea de acordo com a técnica descrita por
Schmid (1975). As epifises dos fémures retirados dos animais foram seccionadas ¢ a
medula dssea foi obtida por pungdo, sendo posteriormente emulsionada com soro fetal
bovino. Apos este procedimento, as amostras de células da medula foram espalhadas
em laminas, secadas e fixadas com metanol por 5 minutos. Apds 24 horas, as mesmas
foram coradas com uma solugdo 1:20 de GIEMSA com tampio fosfato, 0,01M, pH 7,2.
Posteriormente, as laminas foram levadas ao microscopio optico (aumento de 1000x)

para contagem de 2000 eritrocitos policromdticos por limina, quantificando-se também




19

o nimero de micronucleos encontrados. Os valores encontrados de EPCMN em cada

animal dos diferentes grupos foram submetidos ao teste para eventos raros (PEREIRA,
1991).

3.16 - Métodos para a triagem fitoquimica do extrato bruto (EB) de M. velutina
Os métodos realizados para a triagem fitoquimica foram baseados nas técnicas

descritas por Wagner e col. (1984) e Williamson e col. (1996).

3.16.1 - Extracdo do EB.

O rizoma da planta pesando 800g foi triturado em liqiiidificador industrial com
capacidade para 8 litros ¢ macerado em solugdo de etanol 70%, durante 4 dias, a
temperatura ambiente. O extrato obtido foi separado dos fragmentos do rizoma por
meio de filtragem a vicuo com papel de filtro intercalado com placas de algodio.
Evaporou-se Sob vacuo o etanol presente no extrato, em evaporador rotatdrio
(HERDOLPH WB 200). Tomou-se a fragdo aquosa restante € extraiu-se com trés
volumes de éter etilico, resultando em duas fragdes: uma orgdnica menos polar e outra
aquosa que contem componentes de maior polaridade. As amostras obtidés foram
liofilizadas e 1,0g de extrato seco foi ressuspendido em 100 ml de etanol absoluto, para

realizagiio da triagem fitoquimica.

3.16.2 - Determinagdo de triterpenos e esterdides.

Utilizou-se um volume de 20 ml de EB de cada fragdo, evaporado até a secura e
dissolvidos em 50 ml de etanol absoluto. A uma aliquota de 40 ml foram adicionados
10 ml de hidréxido de potassio 0,5M, a qual foi submetida a um sistema de refluxo por
duas horas. A amostra resultante do refluxo, adicionou-se 10 ml de dgua destilada e
gvaporou-se em rotavapor para retirada total do alcool. A amostra resultante da
evaporagdo foi tratada com 10 ml de éter etilico por tr€s vezes, obtendo-se 30 ml de
fracdo organica (etérea). Uma aliquota de 5ml foi separada e submetida 4 reagdo de
Liebermann-Buchard (volumes iguais de dcido acético anidro e cloroformio, acrescidos
de 3 a 4 gotas de acido sulfurico concentrado), onde a formagfo de um anel verde

azulado e uma interfase marrom indica a presenga de triterpenos e esteroides.
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3.16.3 - Determinagdo de carotenoides.

Apds realizar os mesmos procedimentos para determinagdo de triterpenos e
esteroides até a fragfio organica (etérea), tomou-se uma aliquota de 5 ml desta fragdo, a
qual foi submetida a reagio de Carr-Price, que consistiu na evaporagdo até a secura
ressuspensdo em Sml de cloroférmio e adigdo lenta de trés gotas de reagente de Carr:
Price (25g de cloreto de antimdnio III em 75ml de cloroférmio). Nesta reagio a

formagdo de um precipitado branco e uma fase sobrenadante azul indica a presenca de

carotenoides.

3.16.4 - Determinago de acidos graxos.

Apos realizar os mesmos procedimentos de determinagdo de triterpenos e
esteroides até a obtengdo da fragdo orgdnica (etérea), esta fragdo foi acidificada com
4cido cloridrico até pH 3,0 a 4,0, e depois submetida a uma reextragdo com 10 ml de
éter etilico absoluto por duas vezes e evaporou-se em um tubo de ensaio até secura
total. Apos a secura, a formagdo de residuos como cristais na parede do tubo indica a

presenga de acidos graxos.

3.16.5 - Determinagéo de alcaloides.

Neste ensaio utilizaram-se 10 ml de EB evaporado até secura e o residuo
resultante da evaporagdo foi dissolvido em 3 ml de 4cido cloridrico concentrado. A
solugdio resultante foi dividida em trés porgdes iguais. A primeira adicionou-se trés
gotas de reagente de Mayer (solugdo de 1,35g de cloreto de mercurio e 5g de iodeto de
potassio em 100ml de dgua). A segunda foi utilizada como branco e a terceira
adicionou-se trés gotas de uma solugio reagente de Bertrand (acido silicotingstico 5%),
sendo que a formagio de um precipitado branco nos tubos um e trés indica a presenga

de alcaloides.

3.16.6 - Determinagdo de agliconas flavonicas.

Para este teste foi utilizado uma aliquota de 5 ml de EB, evaporado até a secura
total. O residuo resultante da evaporagéio foi dissolvido em 2 ml de metanol 50% a
quente. A solucdo resultante foram adicionadas limalhas de magnésio em pequena
quantidade ¢ Iml de 4cido cloridrico concentrado. Aguardou-se 10 minutos para o

processamento da reagio, onde a mudanga de cor para uma coloragdo avermethada

indica a presenga de agliconas flavénicas.
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3.16.7 - Determinagio de emoddis.
Neste ensaio foram utilizados 5 ml de EB, evaporado até a secura e o residuo
resultante foi dissolvido em | ml de hidréxido de aménio 25%. Na mistura final. o

aparecimento de uma coloragdo vermetha indica a presenga de emodois

3.16.8 - Determinagdo de cumarinas.

Neste ensaio foram utilizados 5 ml de EB, evaporados até a secura e o residuo
resultante  foi dissolvido em 1 ml de dgua destilada fervente. Duas aliquotas foram
aplicadas em um papel de filtro com o auxilio de capilar de vidro, formando duas
manchas. Sobre uma das manchas foi aplicado uma gota de solugdio de hidroxido de
potassio 0,5M e as manchas foram observadas sob luz ultravioleta a 366nm
(MINERALIGHT - 25 254/366). A fluorescéncia da mancha indica a presenca de

cumarina.

3.16.9 - Determinagdo de Taninos galicos e catéquicos.

Neste ensaio foi utilizado um volume de 5 ml de EB, diluido em 2 mi de agua
destilada, ao qual foram adicionados trés a cinco gotas de solugdo de cloreto férrico a
1%. Nesta condi¢do, a mudanga de cor da solugdo para azul indica a presenga de

taninos galicos e para verde, a presenga de taninos catéquicos.

3.16.10 - Determinagio de Saponinas.
Para este ensaio foram utilizados 5 ml de EB, diluidos em 45 ml de dgua
destilada. Esta solugiio foi submetida a uma agitagdo vigorosa por 5 minutos e a

formagdo de espuma que se mantem por 20 minutos indica a presenca de saponinas.

316.11 - Determinagio de Compostos Redutores.

Neste ensaio foi utilizado um volume de 5 ml de EB ao qual acrescentou-se 1ml
de solucdo de Fehling [36,65¢ de sulfato de cobre, 172g de sal de Rochelle (tartarato de
sédio tetrahidratado) e 125g de hidroxido de potassio em 1000ml de 4gua]. Esta mistura
foi submetida ao sistema de evaporagdo e condensagdo por refluxo durante 30 minutos.
O aparecimento de precipitado cor de tijolo corresponde a presenga de compostos

redutores.

i
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3.16.12 - Determinagfio de Amido.
Para este ensaio foram utilizados 5 ml de EB onde adicionou-se 3 ml de agua
destilada e 2 gotas de lugol (100g de iodeto de potdssio e 50g de iodo metilico em

1000ml de dgua). O aparecimento da coloragdo azul corresponde a presenga de amido.

3.16.13 - Determinagio de Mucilagens.

A presenca de mucilagens foi pesquisada utilizando-se Sml de EB, onde foram
adicionados 10 ml de acetona absoluta e 5 gotas de hematoxilina (10%). Apds agitacio
vigorosa, o material foi filtrado em papel de filtro. O aparecimento de precipitado

violeta corresponde a presencga de mucilagens.

3.17 - Estudo do efeito tripanomicida in vitro do EBL de M. velutina.

Os ensaios tripanomicidas in vitro foram baseados em metodologia

desenvolvida por Cover & Gutteridge (1982).

Dez tubos Eppendorf (1,5ml) contendo 0,9ml de sangue heparinizado de animais
normais foram separados em 5 lotes de dois tubos. Trés destes lotes receberam
diferentes concentragdes de EBL de M. velutina, num volume total de 0,Iml (T1-
10mg/ml, T2-20mg/ml e T3-30mg/ml), o quarto (T4-sangue com T.cruzi) e quinto (T5-
sangue sem 7. cruzi) lotes foram utilizados como controle positivo € negativo
respectivamente. Os tubos foram homogeneizados por uma hora a temperatura
ambiente. Posteriormente foram adicionados aos lotes T1, T2, T3 e T4 0,1ml de sangue
contendo aproximadamente 5x10* tripomastigotas de T.cruzi. O lote T5 recebeu o
mesmo volume de agua destilada. Os lotes foram homogeneizados por 10 minutos e
incubados a 4°C. Depois de 24 e 48 horas de incubagdo, amostras destas misturas foram
examinadas, entre ldmina e laminula, a0 microscopio Optico (aumento de 400x).
Pesquisou-se 50 campos por lamina, onde os tripomastigotas avaliados quanto a
mobilidade ¢ quantidade (BRENER ef al., 1979). Nas amostras onde nfio foram
encontrados parasitos, o sangue foi submetido ao teste do microhematdcrito.

No organograma 01 se encontram-se resumidos esses procedimentos.
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Organograma 01 - Resumo dos procedimentos descritos no item 3.17

Tubos Eppendorf
1,5ml

sangue heparinizado de 10 animais
normais 0.9 ml cada

Extrato Bruto Liofilizado de M.velutina (10, 20 € 30 mg/mi)-0,1mi
' Homogeneizagdo por uma hora
Sangue de animal apés 7 dias de infecgo pelo 7. cruzi (0,1 ml)

Homogeneizacdo 10’

24 horas a 4°C 48 horas a 4°C

\/

Microscdpio (400x)
Mobilidade e Quantidade

G

Microhematocrito

3.18 - Andlises estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica do Teste ANOVA

utilizando o programa Microsoft Systat. Para a analise dos EPCMN foi utilizado o teste

para eventos raros conforme descrito por Pereira (1991).




RESULTADOS
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4.1 - Investigagfio da toxicidade do EBL de M. velutina.

Para investigar os possiveis efeitos toxicos do EBL foram montados 5 grupos de
animais normais, os quais receberam doses crescentes, que variaram de 0,5 a 5,0 g/kg
de peso, dependendo do grupo. Apods observagio realizada de acordo com o item 3.8,

constatou-se que niio houve dbito nos grupos estudados no periodo que foi até 48 horas
ap6s a adminstragiio do EBL.

4.2 - Efeito do EBL de M. velutina na parasitemia e mortalidade de camundongos
infectados com 7. cruzi.

A investigacdo do efeito do EBL na parasitemia de camundongos infectados
com 7. cruci foi realizada por meio da administragfio do extrato em doses crescentes, de
acordo com o item 3.9. Os valores das parasitemias (7°, 8° ¢ 9° dia apos infec¢do) dos
grupos experimentais (GA, GB, GC e GD) e controle (GE) estdo apresentados na Tabela
01.

Na Figura 01 estdo apresentadas as curvas de parasitemia, tragadas a partir das
médias aritméticas didrias de cada grupo. Baseando-se nos resultados obtidos com cada
curva, foi possivel constatar que os grupos de animais tratados com EBL apresentaram
redugdo da parasitemia.

Na Figura 02 estdo apresentadas as porcentagens de diminuigdo da parasitemia,
calculadas entre o sétimo e oitavo dia apos a infecgdo, dos grupos experimentais, sendo
que esta foi mais acentuada no grupo GD. Na Figura 03 estdo apresentadas as taxas de
sobrevivéncia para cada grupo estudado. Os resultados demonstram que 0 grupo sem
tratamento (GE) apresentou 100% de mortalidade e a sobrevivéncia dos grupos tratados
foi diretamente proporcional & dose de EBL, sendo que no grupo GD 100% dos animais

sobreviveram até 60 dias pos-infecgdo.




Fabela 01 - Valores da parasitemi

as didrias ¢ médias parasitémicas dos grupos tratados

com EBI. (GA-25mg/kg, GB-50 mg/ke, GC-100mg/kg ¢ GD-200mg/kg de animal) ¢

controle (GE-0,5ml de H,0 destilada).

Parasitemia (x 20.000) por ml de sangue

Animais GA T GB ___»_GC ST B GD . ~GE

2 70 | go | 9o | 7° ge 90 70| 8 [ 9T e 9% T° ge [ oo
Al 0211081 O | 371201 8 401 60 |18 6 | 13| 0 93 | 161 | 14
A2 (31 24| % 75 | 46 1 19| 85 175 21 181 84 161 1351 175 | 31
A3 49 | 151 27 | 99 | 133 | 24 321200000108 171 | 24
A4 a0 78| 32| 71| 46 | 18 1512210 8135037 7 147 163 | 28
A5 30 [ 70 ] 10 | 12 | 149 22 39 | 29 | 122720 | 0 | 135} 77 10
A6 32 90 | 21 54| g0 | 141 114 400,22)2 104 69 19
A7 92 1271 32 | 52| 85| 17 0 01010396 | 93| 123 | 22
A8 g6 1z2| 13| 2 |4 |0 (0|0 o 2pdp 0y b 02

- Al0 108 | 95 35 63 126 | 5 {0 g lojo] 0]0 9 91 14

_Meédias [ 72.8] 91 | 14.8 | 46,7(59.2 12.7]31,1]29,3] 8.6 98 1219131 91 | 1057} 18

- -

N¢ de fripomastigofas
{x 20.000)/ml de sangue

Figura 01 - Cupvas de parasitermnia dos grupos de
com doses crescentes de EBL de M. velutina (GA-25mg/kg, GB-50 mg/ke, GC-
]()()mg/kg ¢ GD-200mg/kg de animal
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) ¢ controle ( Gl

y grupo de animais do grupo controle.

animais infectados com 1. cruzi (ratados

0,5 ml de TLO destilada). *P-0,05
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4.3 - Estudo do pré-tratamento com EBL de M. velutina em camundongos infectados
com 7. cruzi.

Neste estudo investigou-se¢ 0 efeito do pré-tratamento com EBL de M. velutina
sobre a parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi, de acordo com o item
3.10. Os valores das parasitemias determinadas no 7°, 8° e 9° dia ap0s a infecgio estdo

expostos na Tabela 02. Utilizando as médias diarias das parasitemias foi possivel tragar

as curvas parasitémicas para cada grupo (Figura 04), onde constatou-se que o grupo pré-
tratado (GIII) 1 dia antes da infecgdo resultou numa menor parasitemia (Teste ANOVA)

quando comparado aos grupos pré-tratados 3 ou 7 dias antes da infecgdo, GI e GII

respectivamente, e sem tratamento (GIV).
Na Figura 05 estdo apresentadas as porcentagens de diminuigdo da parasitemia

_ . o Q0 Ain ek o ~
dos grupos experimentats, calculadas entre 7° e 9° dia apds infecgdo, em comparagdo ao

controle (GIV), constatou-se uma diminui¢ao de 78% para o grupo GIII, 55% para o GII

e 33% para o GI, quando comparados a0 grupo GIV (controle)
Os animais dos grupos experimentais € controle foram monitorados quanto ao

Obito até 45 dias apds a infecgdo, possibilitando assim, o calculo da porcentagem de

sobrevivéncia dos animais em cada grupo estudado. Constatou-se que a sobrevivéncia

foi maior nos animais tratados com EBL (20 a 60%) € no grupo sem tratamento (GIV)

houve 100% de mortalidade (Figura 06).

Tabela 02 - Valores das parasitemias diarias e médias parasit€émicas dos grupos pré-

tratados com EBL numa dose de 200mg/kg de animal (GI-7dias, GlI-3dias e GIII-1dia)

e GIV-controle (0,5 mi de H,0 destilada).

Parasitemia (x 20.000) por ml de sangue
G | Gl GIII GIV
Animais o ,% RIS 18 ]9 | 7° 8 o
Al 70 | 68 | 34 | 14| 36 13110125120 |47 ) 88 ) 76
A2 31 | 56 | 16 |22 | 49 26 | 12123 | 11 | 68 [ 129 ] 102
A3 6 | 127| 45 | 13| 68|37 | 13} 34122173132 1]
Ad 29 | 131 69 | 62 | 73 49 | 10} 20 | 17 | 45 | 165] 142
A5 15 | 28 | 12 | 24 | 46 21 { 114 36 { 22 | 67 {101 | 97
Medias | 34,6 | 8203521 27 5481(295(11,2127,5]18,4] 60 | 123 1105.6
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1.4 - Estudo comparativo dos efcitos do EBL de M. velutina ¢ do Benzonidazol na

Parasitemia ¢ mortalidade de camundongos infectados com 1. cruzi

Neste estudo comparou-s¢ O efeito do EBL com o do Benzonidazol sobre a

parasitemia de animais infectados com 1 cruzi, de acordo com o item 3.11. Oy valores

| e da o go ¢ 9° dia apds a infecgdo estio expostos na Tabel:
das parasitemias determinadas no 7°, 89 ¢ 9° dia apos ¢ G : I 1a Tabela

03. A partir do cilculo das médias diarias das parasitemias foi possivel tragar as curvas
VI S < " L R

oo = e de constatou-se que 0s ¢ s 1r S con
parasitémicas para cada grupo (Figura 07), onde const: ¢ que os grupos tratados com

duas doses diarias de EBL (GF ¢ (3(3) resultaram em uma menor parasiternia quando

comparados a0s grupos tratados com Benzonidazol (GI) ¢ sem tratamento (GI).
dl e Dl ek BHARA

Na Figura 08 estio apresentadas as porcentagens de dinminuigio da parasitemia

dos  grupos c\‘pmimcnl‘ais‘ e comparagdo  ao controle  (Gl), constatando-s¢  uma
ULCEYN 13 ) - xS

T oa OO0 PG “Z.. - sl QRO =
diminuicio de 77% para 0 grupo GE ¢ 90% para o GG, ambos tratados com EBI,

enquanto  que 0 grupo G tratado com benzomidazol resulton em uma dininuigio de

52%,

Os aimais dos grupos experimentats ¢ controle foram monitorados quanto ao

§ animais o pOs

6bito até 45 dias apos a infecgiio, a partir do qual foi possivel calcular a porcentagem de
[ @D d : .

sobrevivéncia dog animais ¢m cada grupo estudado ¢ constatar que a sobrevivéneia foi

; - 3 > 2 b 1 Ly

major nos animais (ratados com EBL (Figura 09).



Tabela 03 - Valores das parasitemias didrias ¢ médias parasitémicas dos grupos tratados
com duas doses didnas BL (GI*‘-71,5mg/kg, GG-143mg/ke), Benzondazol (GH- 50

mg/le) ¢ com dgua destilada ( (1-0,5 ml por dia).

Parasitemia (x 20.000) por ml de sangue
Animais GF | GG e ~GH Gl
7° RT Qo 7 8¢ | Qe 7° g 9o 7o el 9o
02 ] 06 | 04 1 01 01 | 40 | 04 1 62 | 26 | 05

Al 05 06 ! {
A2 02 | 04 | 01 10 | 01 00 | 02 | 20 1 00 | 48 31 03
A3 02 02 01 00 00 | 00 00 13 08 40 27 00
Ad 02 02 | 00 | 00 00 | 00 01 16 06 | 00 00 02

o1 | 02 |02 |02 [ 00} 02100 | 00| 30 | 18§ 05

A 0
AZ dl oc L o3 oo [0z | o1l 0z 08| o4l 1820 03
A7 o L oo L oo |00 |00 [ 00 03 00| 00| 52|57 04
A8 02 117 Log [0z |06 {02 03| 06 03|10 07 00
A9 o> | os | o1 | 00 |00 |00 |02 |00 | oo a8 07| 02
AL0 o s |02 | oo |00 |00 |02 | 04 | 00 | 02 | 29 | 06

o 115 ] 041 20 [107] 1,7 [280]222] 2.4

Médias 2.7 | 50 ] 2.0

30 oo ‘
——GF

N° de tripomastigotas

(x20.000)/ ml de sangue

Dia apos infecgao

L orunas de animais infectados com Tleruzi tratados

Iigura 07 - Curvas de parasttemia dos grupos de animais infectados com 7.eruzi tratados

com duas doses diarias de EBL (Gl—"-71,5mg/kg, G(-143mg'ke), Benzonidazol ((GH-
A Sh . [y Wy

5 s : s ILO destilada). * P-0,05 (Teste ANOVA

S0mg/kg) ¢ sem tratamento (GI-0,5 ml de H; )

quando comparado com 0 grupd de animais controle .
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4.5 - Estudo comparativo dos efeitos do EBL de M. velutina associado aos inibidores da

NOS na parasitemia e mortalidade de camundongos infectados com 7. cruzi.

Neste experimento foram utilizados dois inibidores da NOS (NOARG e L-

NAME). Quatro grupos de animais infectados foram tratados com EBL € com a
associagio de EBL-+inibidor até 0 13° dia de infecgdo. Para tanto, cada inibidor foi
testado separadamente. Na Tabela 04 estio apresentadas as parasitemias dos grupos de

animais experimentais ¢ controle stilizando o inibidor NOARG e na Tabela 05 as do

inibidor L-NAME.

Para cada experimento foram calculadas as médias parasitémicas de cada grupo

e com base nas mesmas foram tragadas as curvas de parasitemias. Analisando estas

curvas (Figura 10 e 11) constatou-s¢ que a associagdo do EBL+inibidor (GK e GO)

resulta numa maior parasitemia quando comparado aos grupos
s tratados somente com inibidor (GL e GP) apresentaram

tratados somente com

EBL (GJ e GN). Os animai

uma parasitemia superior aos animais do grupo controle (GM e GQ).

A sobrevivéncia dos animais infectados, tanto controle quanto experimentais, foi
acompanhada até o 50° dia pos-infecgdo, onde foi constatado que os animais
tratados(GI) somente com extrato apresentaram
de EBL+inibidor (GK e GO) e estes sobreviveram mais que

0s animais dos grupos tratados somente com inibidores (GL ¢ GP) e controle GH e GQ).

uma sobrevivéncia superior aos

tratados com a associagdo

Na Figura 12 e 13 estao apresentadas as porcentagens de sobrevivéncia dos animais do

experimento com NOARG e L-NAME, respectlvamente.
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Tabela 04 - Valores das parasitemias diarias ¢ médias parasitémucas  dos  grupos

experimentais ((GJ-EBL-200mg/kg, GK-EBL-200mg/ke + NOARG-50mg/kg) ¢ controles

(GL-NOARG-50 mg/kg, GM-0,5 ml de HLO destilada).

A}_’»zn'usi[cm_ia (x 20.000) por ml de sangue 7
Animais Gl | Gk GL. GM
70_ go 9o 7 8¢ 9° 7° ‘ 8° 9° 7° 8° })(’
Al 0 15 7 9 | 82 | T2 | T7 | 239 | 201 | 34 | 202 147
A2 0 6 3 2 | 64 | 52 ] 44 | 321 | 258 1 4} 275 206
A3 0 w191 0 | 49|60 10| 198 | 134 | ¥ 68 47
Ad 0 0 () 9] 102 49 95 282 198 5 88 52
AS 0 13 3 0 6 | 37 | 12 | 304 | 252 | 67 | 257 190
Médias 0 | 14474 4 | 724 54 | 47,6|268,81208,623,6/178,4| 1274
300 —t—(5J
250 i G
v 5 GL
8 e o
?n g 200 | ; meeyfoms (VA
",3 ; iw‘m i
- - e %
g E 150 a’/ N““w,%\
e 2 b
& =S / %* oy
2 107 L
i T . i .-"""'.. ; b1
0 w{‘ww i s e
6 o° 10

Figura 10 - Curvas de parasitemia d

com EBL de M. velutina { (3J-200mg/

NOAR(-50me/ke), NOARG (GL-50mg/kg) ¢ sem ratamento (GM). * P-0,05 (Tesic
: o O - .

ANOV A) quando comparad

Dia apds a infecgio

0 com 0 grupo controle (GM).

os grupos de animais infectados com 1. cruzi tratados

ko), EBLNOARG (GK- EBL-200mg/kg 1
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B = . Cerming didfas & medias  parasi amicas q (@ .
Tabela 05 - Valores das parasilcinias diarias ¢ médias parasittmicas dos grupos

experimentais  (GN-EBI -200mg/kg, GO-EBL-200mg/ke  + L-NAME-50mg/kg),

controles (GP- L-NAMI-50 mg/kg ¢ GOQ-0,5 ml de IO destitada).

Parasiternia (x 20.000) por ml de sangue -
TGO GP GO

Animais -GN . . —
Animais 7'0_ 2 = =% go 9o 70 go l‘ 9o 70 go 9o
Al 0 13 8 25 46 37 142 84 70 81 144 97
i o |7 la || 63 | 97 |33 1 17104 212 157
N o | o | o |30 |99 | 110|206 177 74| 163 | 122
A Dl is | o | a0 | ss |30 ] 95 | 181153} 57 1169 | 13)
e o | o | o lss|so]oL)21e 314 218 095 L 163 L 112
o M’,:. =T33 (13,8 | 62,8 39,2 1324 ]183,6] 147 | 818 | 168,2| 976
Iedias ; pe | 0 2 : .

e e S S e GGN

180 bt €16

160 - GI

—-GQ

N° de tripomastigofas
{x 20.000)/ml de sangue
=
=
%
¥
/
3 F
/ /

* M’“v‘sew
e .
3 10

Dia apés a infec¢iio

Vigura 11- de p‘n”mil‘erni‘l dos grupos de animais infectados com 7' cruzi tratados

figura 11- Curvas de parastielited £ o

com LI de M. vehina (GN-200mg/kg) BL +L-NAME (GO- EBL-200mg/kg + .-
om EBI de M. ve 200mg

), L-N AME (GP-50mg/kg) ¢ sem tral

negativo (GQ).

amento (GQ). * P 0,05 (Teste
NAMI: 50me/ke

N \ sontrole
ANOVA) quando comparado com © erupo con
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4.6 - Dosagem de nitrito (NO,) € nitrato (NO;) no soro de animais normais e tratados
com EBL de M. velutina.

O soro de animais tratados com EBL (200mg/kg por dia) por diferentes periodos
de tempo, conforme descrito no item 3.13.1, foi submetido a dosagem de NO, e NO,
seguindo a metodologia descrita no item 3.13.2. Para tanto fez-se necessaria a
construcio de graficos com as respectivas curvas padrdes. Na Figura 14 estd
apresentada a curva padrio de NO; e na Figura 15, a curva padrdo de NO;. A partir das
respectivas equagdes da reta, foi possivel calcular as concentragdes de NO, e de NO,
das amostras de soros dos animais tratados com EBL. As concentragbes meédias de NO;
e NO, dos grupos animais experimentais € controle estdo apresentados nas Figuras 16 ¢
17, respectivamente. Tais resultados demonstram um aumentos nos niveis de NO; e
NO, no soro de animais tratados com EBL, sendo que os maiores niveis foram no

grupo de animais tratados com apenas uma dose de EBL, 24 horas antes do sacrificio

dos animais (GT).
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Fioura 16 - Concentragio média de Nitrato (NOs) no soro de amimais normais tratados
com BRI 200me/ke de peso, sendo que cada grupo experimental recebeu tratamento por
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4.7 - Dosagem de NO; no soro de animais infectados com 7. cruzi € tratados com EBL
de M. velutina

O soro dos animais infectados com 7. cruzi e tratados com EBL foi submetido a
dosagem de NOs, cujos niveis foram comparados com os mesmos valores determinados
para o soro de animais de grupos controles (infectados e normais), conforme descrito no
item 3.14. Na Figura 18 estdo apresentados tais resultados, onde se observa que nos
grupos de animais infectados (GV € GW) a concentragio sérica de NO3 aumenta com o
decorrer do periodo pos-infecgdo até a 12° dia, sendo este aumento maior para o grupo
de animais infectados ndo tratados. Quanto ao grupo de animais normais tratados com
EBL (GX), o maior nivel de NO; foi encontrado no 6° dia, o .qual se manteve
praticamente constante nos demais dias. No grupo de animais normais sem tratamento
(GY), ndo foi determinada a presenga de NOs no periodo de est,u<.10. -

Na Figura 19 estdo representadas as concentragdes médias de' NO? serico dos
grupos de animais infectados (GV @ GW) e normais (GX e GY), evidenciando que a
concentragio ¢ maior no grupo de animais infectados ¢ ndo tratados (GW). ~

A parasitema dos animais de cada grupo infectados com 7. cruzi estio expostas
na Figura 20, sendo possivel verificar que a parasitemia dos animais do grupo tratado

EBL (GV) foi inferior que a apresentada pelos animais do grupo sem tratamento
com

(GW).
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Figura 20 - Numero de Tripomastigotas por animal, encontrados no sangue dos animais

dos grupos infectados por 7. cruzi (GV- tratados com EBL-200mg/kg ¢ GW sem

tratamento) do 6° ao 14° dia pos-intecgdo.

4.8- Estudo dos possiveis efeitos genotoxicos do EBL de AL velutina.

Células extraidas da medula dssea de camundongos tratados com EBL em doses
entre 100 a 800 mg/kg de animal por dia, foram analisadas quanto a presenca de
erifricitos policromaticos micronucleados (EPCMN), conlorme descrito no item 3.15. Na
abela 06 estio apresentadas a freqiiéneia média ¢ o desvio padifio de cada orupo

estudado. Na Fioura 21 estio apresentadas ag porcentagens médias de EPCMN de cada

grupo estudado.

i desvio padrio) de EPCMN, em porcentagem,

Tabela 06 - Fregiiéneia (mcdia &
observadas em animais dos grupos tratados com EBIL ( GI-100, GII-200 ¢ GII-800

mg/ke) e controles (GIV- 02ml de agua destilada ¢ GV-20mg/ke de ciclofosfamida),

" Grupos ] TPCMN / 2000 Eritrocitos Total | EPCMN/I00
CIrocitos

A Az | A3 | Ad A5 | EPCMN | média + dp

Gl 01 02 | 00 | 00 | 02 05 | 0,051 0,02
GII 00 | o1 | 0l 00) 00 021 0,02+005

Git 1 or oo 103 ] os | o1 |10 | o100
Gy or 103 | 0a | 04 06 21 0,21 1 0,12
GV | 2% | 30% | 32% | 28F 23% 135 1,351 4,36

* Valores estatisticamente significativos ‘comparados com 0 grupo G1V, de acordo com o
leste para detecgio de eventos raros (PEREIRA, 1991). Nivel de sig “119““0“ p 0,05,
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Tabela 07 - I'riagem B
p— & TRIAGEM FITOQUIMICA S
T Txtrato Bruto do Rizoma de Mandevilla veluting
Classes (Quimicas 2

Iitéreo
Aquoso it

'1'1‘iterpel‘1()s ¢ Esteroides 2 .
Carotenéides >
Acidos Graxos =
Alcaldides |
Agliconas Flavonicas ' .
Emodois +
Cumarinag ) .
Taninos Galicos ¢ Caléquicos ' :
Saponinas |
Compostos Redutores ;
Amido

Mucilagens —
(= presente, - = ausente
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4.10 - Estudo dos efeitos tripanomicidas i vitro do EBL de M. velutina.

O estudo da atividade tripanomicida in vitro do extrato de M. velutina foi
realizado conforme descrito no item 3.17. O sangue contaminado e incubado com EBL
24 ¢ 48 horas a 4°C, foi observado e avaliado ao microscopio dOptico (aumento 400x;
quanto a mobilidade e quantidade do parasito. Na Tabela 08 estdo expressos os
resultados da observagdo, onde foi possivel constatar que os lotes incubados com
extrato apresentaram um nimero menor de parasitos com baixa mobilidade, quando
estes estavam presentes. As amostras Tl e T2 foram submetidas ao teste de

microhematdcrito € ndo apresentaram parasitos.

Tabela 08 - Efeito tripanomicida in vitro do extrato de M. velutina em sangue
contaminado e incubado com EBL (T1-10, T2-20 e T-30 mg/ml e T4-somente T.cruzi)

24 ¢ 48 horas & 4°C, observado e avaliado ao microscopio optico (400x) quanto a

mobilidade e quantidade do parasito.

Lotes Mobilidade Parasitemia (x20.000) por ml de sangue
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
T1 0 0 0 0
T + 0 2 0
T3 0 0 0 0
T4 ++ ++ 32 18

Mobilidade: ++ = rapida (normal) € +=

lenta 0 = auséncia



DISCUSSAO E CONCLUSAO




44

Uma estreita relagio entre o homem e as plantas medicinais Sempre existiu em
todas as fases do desenvolvimento de vérias civilizagdes. Provavelmente, a tendéncia de
utilizar plantas para o tratamento de doengas ¢ inata ao homem, como a outros animais
No Brasil, o uso de plantas medicinais é bastante comum, Pois aos conhecimentos
adquiridos antes do descobrimento foram acumulados os costumes introduzidos pelos
imigrantes de diversas partes do mundo. Na medicina popular do Tridngulo Mineiro,
mais precisamente na regifo de Uberlandia, existem relatos de que o extrato bruto de
Mandevilla velutina é utilizado no tratamento das complicagdes cardiovasculares,
decorrentes da fase cronica determinada da doenga de Chagas.

A doenga de Chagas constitui um problema médico-social grave em diversog
Paises da América Latina. No Brasil, esta endemia atinge cerca de § milhdes de
habitantes, principalmente populages pobres. O impacto socioecondmico causado por
€sta moléstia ¢ alto, pois considerando-se que 10% dos individuos evoluam para
cardiopatia grave ou comprometimento digestivo, o custo do tratamento desses casos
atingiria US$ 250 milhdes. O absenteismo de 75 mil trabalhadores chagdsicos
brasileiros com cardiopatia grave representaria uma perda de aproximadamente US$ 6
milhdes por ano (WANDERLEY, 1994).

No que diz respeito a terapia da doenga de Chagas, intimeras pesquisas estio
sendo realizadas, mas os avangos jd alcangados, tante para o tratamento especifico
como para o sintomatico, ainda ndo sdo suficientes, pois contamos com poucos recursos
terapéuticos disponiveis no mercado (AMATO-NETO, 1998) .

Diante da importincia médica, socioecondmica da doenca de Chagas ¢ a
necessidade de novos medicamentos que possam ser empregados na terapéutica, este
trabalho objetivou o estudo dos possiveis efeitos do extrato bruto de M. veluting na fase
aguda da doenca de Chagas experimental em camundongos.

Levando em consideragdo os relatos da medicina popular, o extrato do rizoma
de M. veluting pode ser obtido por varios métodos, incluindo a infusiio em agua (“cha”),
Maceragdio em vinho suave (“garrafada™) e maceraglio em dgua, outra forma menos
freqiente ¢ o consumo i natura do rizoma. Devido a essa diversidade de meétodos para
Preparagdo do extrato, neste trabalho fez-se necessario padronizar 0s procedimentos de

extragdo, optando-se pela maceragiio do rizoma triturado em élcool de cereais g 15%.
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letérios do dlcool no organismo dos animais, o extrato

Pa imi
ra suprimir os efeitos de

m média, 100 ml de extrato resultou em 430mg de

m agua destilada nas concentragdes desejadas.

hidroalcodlico foi liofilizado. E

materi
aterial seco, o qual foi ressuspendido e
Apbs ter estabelecido 0 método de pre

procedeu-se 3 :
deu-se & escolha do modelo experimental. Mu
a de Chagas, incluindo os primatas, caes, coethos, ratos €

paro do extrato bruto de M. velutina

itos animais sd0 utilizados como

modelo para o estudo da doeng

cam .
undongos. Destes, 08 camundongos s€ destacam pela disponibilidade, baixo custo

operaci ;s . " T .
peracional, facil manipulagdo possibilidade do uso de animais isogénicos

do de aspectos patologicos, imunolégicos,

representando um bom modelo para 0 estu
enca de Chagas (ANDRADE, 1974;

te N "
ste de agentes terapéuticos € profilaticos da do

ANDRADE, 1985). Além destes fatores, apresent

de : L
senvolvimento das fases caracteristicas da doenca. Na fase aguda, sua parasitemia
mana (SHERLOCK,

e 4 que ocorre na espécie hu
sculares sdo intensas € também similares as

1984), e na fase cronica, as lesGes cardiova
que ocorrem no homem, quando desenvolve a cardiopatia grave (SCHLEMPER, 1983).
T cruci podem Se€r mantidas em laboratério e empregadas

doenca de Chagas €
do com as caracteristic

am também maijor nitidez no

de -~
screve uma tipica curva, semelhant

Diferentes cepas de
m camundongos. Estas sdo

na produgdo experimental da
as morfobiologicas €
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ida multiplicagdo (ex: cepa Y), com picos
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parasitémicos entre 7° € 120 dia de infecg
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Filipe); tipo Il cepas de mul
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parasitémicos entre 0 20° e 30°
Y devido ao seu desempenho © resposta

vivo (ANDRADE, 1974, 1983)

A via de administragdo (oral) utilizada nes
o EBL foi misturado n

ais infectados reduzem

te trabalho também foi baseada nos

relatos populares. Inicialmente a 4gua filtrada fornecida aos

se que 08 anim gradualmente 0 consumo

animais, mas observou-

de 4gua, com a evolugdo da doenga. Para as
a sonda orogastrica.

dose do EBL, optou-s€ pel
que uma grande P2
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segurar que 05 animais recebessem 2 mesma
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tigagdo da toxicidade do EBL
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a toxicidade sobre 08 camundongos, pois
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M40 ocorreram mortes ou efeitos colaterais aparentes tais como: sonoléncia
irritabilidade, diarréia e regurgitagdo no periodo de observagio que foi de 48 horas apos
a administra¢fio. De acordo com o CEME, quando a dose letal mediana é maior que

Sg/kg de peso a determinagdo ndo deve ser realizada, por ndo apresentar pardmetro

fidedigno.
Uma vez constatada a baixa toxicidade aguda do extrato, avaliou-se o efeito da

administragio de doses crescentes do EBL, até a dose de 200 mg/kg de animal por dia,
sobre a parasitemia e mortalidade de camundongos infectados com 7. cruzi. Qs
resultados demonstraram que quanto maior a dose admiristrada menor a parasitemia e
maior a sobrevivéncia, quando se compara com o grupa de animais infectados e ndo
tratados (Figuras 01 e 02). Os animais tratados com a dose de 200 mg/kg apresentaram
uma diminuigio mais acentuada da parasitemia (90%) e maior sobrevivéncia (100%),
quando comparados aos tratados com doses menores (Figura 03) Cabe também citar
que em 30% dos animais do grupo tratado com EBL na dose de 200 mg/kg ndo foi
detectada a presenca de parasitos pela técnica de Brener (1972) (Tabela 01).

Ap6s determinar a eficicia do EBL na dose de 200 mg/kg, estudou-se a
influéneia do tratamento prévio de camundongos com EBL, administrado na dose de
200 mg/kg em diferentes periodos de tempo antes da infecgdo com 7. cruzi. Qs
resultados deste experimento demonstraram que o pré-tratamento ¢ eficaz (Figuras 04,
05 € 06), sendo melhor quando realizado um dia antes da infec¢do, onde foi observada
uma redugdo mais acentuada da parasitemia (78%) e uma maior sobrevivéncia (60%).
Embora em menor gray, a eficdcia apresentada no pré-tratamento realizado no 3° e 7°
dia antes da infecgdo sugerem que o EBL de M. velutina apresenta uma agio
prolongada no organismo deste animal.

Os medicamentos ja utilizados no tratamento etioldgico de pacientes infectados
com 7 cruzi como o Benzonidazol, por apresentarem uma alta velocidade de depuragio
no organismo animal sdo indicados em duas doses diarias (SILVA, 1994). Quando os
animais foram tratados com duas doses dirias de EBL (7 1,5 e 143 mg/kg), a redugio
média das parasitemias foi de 77% e 90% (Tabela 03, Figuras 07 ¢ 08) ¢ a
sobrevivéncia foi de 40% e 80%, respectivamente. Neste experimento, também foram
testados os efeitos da administragio de Benzonidazol, cuja dosagem (duas doses didrias

de 50 mg/kg) foi baseada nos procedimentos descritos por Ukumura ¢ col (1990), onde

o o o o .
foram encontrados uma redugdo média da parasitemia de 52% e sobrevivéncia de 20%

dos animais no periodo de observagao. Comparando os resultados obtidos com os
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8rupos de animais tratados com EBL e com Benzonidazol, o EBL nas doses
administradas se mostrou mais eficaz para diminuir a parasitemia € promover maior
sobrevivéncia dos animais (Figura 08 ¢ 09). Cabe lembrar que, ao contrario do
Benzonidazol, o nosso material de estudo é um extrato bruto de uma estrutura vegetal
com fungdo de reserva, onde a presenga de initmeros componentes é esperada.

Nos experimentos realizados anteriormente, a redugdo média da parasitemia e o
aumento da taxa de sobrevivéncia nos grupos de animais infectados e tratados com ERL
em duas doses diarias de 143 mg/kg (Figuras 07 e 08) e em dose tnica didria de 200
mg/kg (Figuras 02 e 03) sdo bastante similares e permitem concluir que a agfio maxima
da dose de EBL administrado se prolonga por pelo menos 24 horas. Por conseguinte,

nos experimentos posteriores foi estabelecido o tratamento em uma {nica dose a cada

24 horas.
A vpartir dos resultados das parasitemias determinadas nos experimentos

anteriores, verificou-se uma variagdo no niimero de parasitos nos animais de um
mesmo grupo. Esta variagio foi mantida mesmo quande se utilizou um nimero maior
de animais (n=10). No entanto, as diferencas entre as parasitemias dentro do grupo néo
foram significativas (Teste ANOVA), tornando possivel a utilizagdo de um numero
Menor de animais (n=5). Esta redugdo estd, também, de acordo com os principios éticos
internacionais para investigagdes que envolvam 0 uso de animais de laboratério, que
recomenda a reducdo do nimero de animais, a um minimo requerido para obtengdo de
tesultados cientificos vdlidos.

Iniimeros sio os fatores que podem influenciar no desenvolvimento da infecgio
com 7. cruzi, como o estado imunolégico do organismo infectado e a interagdo
Parasito-hospedeiro. O extrato de M. velutina poderia estar atuando de diversas
Maneiras no hospedeiro, assim como poderia estar agindo diretamente sobre o parasito.

Estudos realizados nestes Gltimos anos tém demonstrado que o Oxido Nitrico

(NO) produzido pelos macrofagos ativados sao citostaticos ou citot0xicos para uma

variedade de patogenos, incluindo o 7. cruzt.
Gazzinelli e col. (1992) demonstraram que 0 NO, produzido por macrofagos
ativados, esta envolvido na eliminagdo intracelular do T. cru=i . Em adi¢do, Thomson ¢

col (1998) sugeriram que o NO poderia estar atuando indiretamente no 7. cruci, pois o

mesmo ao ser convertido em peroxido de nitrito inibiria 0 mecanismo de transporte de
calcio na mitocondria e no reticulo endoplasmético do parasito, atuanto também na

homeostase de ATP.
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. .No intuito de verificar o possivel envolvimento do Sistema Oxido Nitrico no
| ecakmshmo de agdo do extrato de M. velutina, no presente trabalho, estudou-se a
Zﬂu'el.ma de inibidores da Oxido Nitrico Sintase (NOS) sobre os efeitos do EBL. pela
j\ Ministragdo de EBL e de inibidor de NOS em camundongos infectados com 7. ;’:r*i

dosagem de inibidores (50 mg/kg de animal por dia) ¢ o perfodo de administragiio ( ;5

di
as) foram baseados nos procedimentos descritos por Vespa e col (1994),
Os resultados da associagdo de EBL com inibidor (NOARG ou L-NAME)

e
. . ' cia de animais infectados foram
Monitoradas até 50° dia pés-infecgdo, onde foi constatada que a mortalidade foi mais
dCentuada para os grupos tratados com inibidor (GL e GP). Em contraste, a
Sobrevivéncia dos animais dos grupos tratados com EBL e inibidor (NOARG ou L-
NAME) foi de 20% e o tratado com EBL foi de 80% (Figuras 11 e 13).

Ainda com relagdo aos experimentos realizados com inibidores de NOS, cabe
Citar que as evidéncias iniciais da atenuagdo dos efeitos do EBL de M. velutina foram
obtidas com a utilizagio de N-monometil-L-arginina (L-NMMA), generosamente doado
Pelo Dr. Elmiro Santos Resende do Departamento de Clinica Médica desta
Universidade. Neste experimento, animais infectados tratados com EBL (200 mg/kg por

dia) e submetidos 4 administragdo intraperitoneal de uma suspensdo de L-NMMA (50
mg/kg) apresentaram, em média, parasitemia 40% superior a dos animais tratados com
EBL ¢ sem inibidor (resultados ndo apresentados em virtude das dificuldades
encontradas na solubilizagdo deste inibidor em meio aquoso).
Uma vez comprovado o envolvimento do Sistema Oxido
determinagio indireta do NO, por meio de dosagens de NO, e NO; no soro de animais

Normais tratados com EBL numa Unica dose diaria de 200 mgkg por diferentes

Periodos de tempo. Na Figura 16 foram apresentadas as concentragoes médias de NO;

S€rico, cujos resultados demonstram que o tratamento por 1 d
comparado 20$ outros grupos tratados por 3 e 7 dias. Estes

Nitrico, realizou-se a

ia resultou numa maior

Concentracio de NO;s,
Ultimos nio apresentaram diferenga significativa entre si. Os resultados da dosagem de

Figura 17), sendo que em cada animal, a

NO, foram proporcionais aos do NO (
ior a de NO;.

concentragdio sérica de NO, foi cerca de 10 vezes infer

Considerando os resultados obtidos nos experimentos anterio
i, optou-se por fazer o

res, para a dosagem

indj T T ppye
ndireta de NO no soro de animais infectados com I cruz
mo de 14 dias e realizar somente a dosagem

tr { X1
atamento com EBL por um periodo maxi
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do , ‘
NO;, no periodo compreendido entre 0 6° e 14° dia pés-infecgdo. Nestas condigdes

animaj : .
1S sacrificados entre o 8° e 12° dia apresentaram niveis séricos de NO; superiores

305 demaic amimmni ,
emais animais do mesmo grupo (Figura 18). No entanto, estes valores foram

Infer; o
Tiores aos encontrados no soro de individuos correspondentes que pertenceram ao
ru . .
g Po de animais infectados sem tratamento (GW). Ainda no grupo de animais
Infi .
Cctados tratados com EBL (GY), este aumento foi menos acentuado durante o

Periodo analisado (Figura 19). Tais resultados indicam que a elevagio dos niveis de

NO i - '
3 estaria correlacionada com a presenga de pamsitos no sangue, o que foi
CO . ~ : by

nfirmado com os resultados da determinagdo da parasitemia destes mesmos animais
Fi - iveis séri i '
(Figura 20), ou seja a elevagdo dos niveis séricos de NO foi precedida pelo aumento da

arasitems D
Parasitemia. Os resultados referentes ao grupo de animais infectados com 7. cruzi e sem

ratamento (GW), estio de acordo com dados obtidos por Vespa e col (1994) pela

Utilizagio de camundongos BALB/c infectados com a cepa Y de 7. cruzi.
Com respeito aos valores da parasitemia apresentados na Figura 20, os mesmos

$¢ distinguiram consideravelmente dos resultados obtidos em experimentos anteriores
(Tabelas 01 o 02). Cabe lembrar que neste experimento, a0 contrario dos demais

®Xperimentos realizados no presente trabalho, cada valor numérico obtido nos ensaios
Quantitativos é derivado de um tnico animal por grupo, portanto, as variagdes
l.ndiViduais entre os animais ou mesmo no lote dos animais utilizado poderiam ter
inﬂuenCiado nos resultados. Uma outra possivel explicagdo seria o periodo de tempo

erminagio da parasitemia.

Catre a coleta do sangue por pungio cardiaca e a det
Apesar das possiveis criticas, o experimento nio foi repetido com um maior
ostas em nosso laboratorio no que

Mumero de amostragens, em vista das restrigdes imp
diz respeito a manutengdo ¢ manipulagdo de materiais contaminados em equipamentos
rofotometro. Ao lado do exposto,

de uso comum como geladeira, centrifuga e espect

Considerou-se que os resultados foram satisfatorios e conclusivos, uma vez que,
stio em concordincia com

Conforme ja mencionado, parte dos resultados obtidos ¢

mfofmc"t(,‘ﬁes disponiveis na literatura.
pecto abordado neste trabalho foi o estudo i vitro da agdo
e o sangue contendo 7. cruzi na presenga do

s nas amostras de

Um outro as

tripanomicida da M. velutina, incubando-s

EBL. Conforme apresentado na Tabela 08, a contagem dos parasito
quando observadas, foram inferiores em

sangue, bem como a mobilidade dos parasitos,
a do EBL. Tais resultados sugerem que, in Vivo,

relagiio a amostras incubadas na ausénci
anguineas, confirmando o possivel

O extrato estaria atuando a nivel de células s
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envolvim . .
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59

TRYPAN OCIDAL ACTIVITY OF THE CRUDE EXTRACT OF Mandevilla velutina
ON Trypanosoma cruzi-INFECTED MICE

Chagas’disease is one of the most important parasitic infections in the most part
(COuntries) several areas of Latin America, including Brazil, due to its high incidence and
Prevalence as well as the socioeconomic repercussion that this endemic disease causes to the
COuntries. Despite the efforts, a very reduced number of trypanocidal drugs has been indicated
for the specific treatment of the disease, all of them with side effects that restrict the use. In
the area of side effects limitation Uberlandia, there are popular reports about the use of
®Xtract of the rhizome of Mandevilla velutina to chagasic patients. This study was developed
to investigate the activity of this extract on parasitemia and mortality of mice infected with 5
X 10* blood-derived trypomastigote forms of 7. cruzi (Y strain). The extract was obtained by
titurated fragments of the rhizome in 15% cereal alcohol, which was subsequently
lYOphih'zed (EBL) and further suspended in distilled water. The EBL when orally
dministered to mice showed to have a low toxicity to the animals. Increasing doses of EBL
(up to 200 mg/kg) administered to 7. cruzi-infected mice showed a re(_iuction of blood
Parasitemia and increase of survival in a dose-dependent manner. The previous treatment of
Animals with a dose of 200 mg/kg was shown effective on the decrease of parasitemia, mamly
When the treatment was carried out 24 hours before the infection. When infected ar}lma_ls
Were treated with two daily doses of EBL (71.5 and 143 mg/kg) for 30 days and parasitemia
Compared with those animals treated with Benzonidazol (two daily dgses qf 50 mg/kg), it was
Verified that EBL was more effective than Benzom'dazol'. To investigate the possible
involvement of the nitric oxide (NO) system in the mechanism of action of EBL, infected
Animals were treated with EBL and inhibitors of NOS (NOARG or L-NAME), where an
attenuation of the EBL effects was observed. By measuring the NO, and NO; serum levels of
Rormal and EBL-treated animals, a significant increase in the concentrations of NO, and NO,
Was verified in the later. When parasitemia and the NOj serum levels of EBL-treated were
Compared to those untreated animals, it was observeg that the untreated animals showed
higher parasitemia and NO; levels between 8" and 14" day pos-infection. The trypanocidal
activity promoted by EBL was also tested in vitro on bloqd samples containing 7. cruzi and
Incubated with EBL (24 and 48 hours), resulting in reduction of counting the trypomastigote
forms. In the genetoxic potential of EBL, the results suggest that EBL has a protective effect
in the formation of micronucleated erythrocytes. In the phytochemical screening, the presence
of several chemical classes was verified including tannins and terpenoids that can have
ntiparasitic activity. The results obtained in this study suggest thqt th@ crude extfe.xc.t t?f M;
veluting presents components which are capable to reduce the parasitemia of 7. cruzi infecte

Mice and this may be correlated with the nitric oxide system.



Anexo 1 - Fotos da Mandevilla velutina (Apocinaceac).

Fotol - Parte Vegetativa da M. velutina

Fotol - Raiz da M. veluling
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