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RESUMO

FERREIRA, D. S. Propriedades terapéuticas de triterpenos acidos na doenca
de Chagas experimental — avaliacao em fase aguda da infeccao. 2010. 102f.
Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

A doenca de Chagas é um problema de saude publica, com dados preocupantes
referentes ao numero de pessoas contaminadas e daquelas que ainda
permanecem expostas ao risco de infeccdo. As doencas tropicais desafiam as
pesquisas cientificas, pois 0s medicamentos existentes apresentam sérios efeitos
colaterais. As tripanossomiases sdo doengas de grande importancia no Brasil,
como é o caso da doenca de Chagas. Estudos realizados em diversos paises tém
relatado que muitas espécies vegetais possuem atividade contra o agente
etiolégico da doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi. Acido ursélico e seu
isébmero, acido oleandlico, pertencem a classe de compostos triterpendides e sao
amplamente distribuidos no reino vegetal e tém sido frequentemente isolados
como mistura isomérica. Nesse sentido, a proposta para o presente estudo foi
avaliar a atividade tripanocida, sobre a cepa Y e Bolivia de T. cruzi, dos triterpenos
acido ursdélico e acido oleandlico, sintetizar e avaliar a atividade tripanocida do sal
derivado de 4&cido ursélico. As substancias foram administradas nas
concentracoes de 20 e 50 mg/kg por via intraperitoneal e oral, ap6s a avaliagdo da
dose letal média (DLsp). As trés substancias empregadas nas concentragdes de 20
e 50 mg/kg, administradas por via intraperitoneal ndo foram capazes de reduzir a

parasitemia dos animais experimentalmente infectados com as cepas Y e Bolivia



de T. cruzi. Entretanto, as trés substancias exibiram atividade tripanocida
significativa, na concentracao de 50 mg/kg, administradas por via oral, em animais
infectados com a cepa Y de T. cruzi. Para a cepa Bolivia de T. cruzi, as
substancias administradas por via oral exibiram atividade biolégica na
concentracdo de 20 mg/kg, sendo significativa apenas para o triterpeno acido
ursélico. A andlise histolégica realizada nao demonstrou uma correlagdo
significativa entre os niveis parasitémicos e o parasitismo tecidual, para todos os
grupos avaliados. A avaliagdo do perfil hepatobiliar e renal das substancias foi
realizada a fim de se verificar possiveis efeitos toxicos das mesmas. Entretanto,
nao foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos tratados e o grupo controle, indicando que o aumento dos niveis
parasitémicos ndo esta associado ao efeito das substancias no tecido. Através da
avaliacdo do efeito dos triterpenos sobre a resposta imune, verificamos uma
diminuicdo dos niveis plasmaticos de IFN-y e um aumento das concentragbes de
IL-10. Dessa maneira, nés sugerimos que o tratamento com essas substancias
pode direcionar a resposta imune para o padrdo Th2 e, em consequéncia desse
efeito imunossupressor, uma maior quantidade de formas tripomastigotas poderia

ser observada na circulagdo do hospedeiro.

Palavras-chave: doengca de Chagas, atividade tripanocida, acido ursdlico, acido

oleandlico.



ABSTRACT

FERREIRA, D.S. Therapeutic properties of triterpene acids in experimental
Chagas' disease - evaluation in the acute phase of infection. 2010. 102 f.
Thesis (Doctorial). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Chagas disease is a public health problem with worrisome data on the number of
infected people, not to mention the population that still remains at risk of infection.
Tropical diseases defy scientific research since the existing drugs have serious
side effects. Trypanosomiases, such as Chagas disease, are of great importance
in Brazil. Studies in several countries have reported that many plant species
display activity against Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease.
Ursolic acid and its isomer, oleanolic acid, belong to a class of triterpenoid
compounds that is widely distributed in the plant kingdom and has frequently been
isolated as an isomeric mixture. In the present study, the trypanocidal activity of the
triterpenoids ursolic acid and oleanolic acid was evaluated against the Y and
Bolivia strains of T. cruzi. In addition, the potassium salt derivative of ursolic acid
was synthesized and also tested. The triterpenoids were administered
intraperitoneally and orally at concentrations of 20 and 50 mg / kg, after evaluation
of the median lethal dose (LDsp). At the concentrations of 20 and 50 mg / kg, the
intraperitoneal administration of each of the substances was not able to reduce
parasitemia of the animals infected with the Y and Bolivia strains of T. cruzi.
However, ursolic and oleanolic acid, as well as the potassium salt derivative of

ursolic acid exhibited significant trypanocidal activity at a concentration of 50 mg /



kg when they were orally administered to animals infected with the Y strain of T.
cruzi. On the other hand, oral administration of the tested compounds at a
concentration of 20 mg / kg evidenced biological activity, which was significant for
ursolic acid only. For the most of studied groups, histological analysis did not
demonstrate a significant correlation between the levels of parasitemia and tissue
parasitism. Determination and evaluation of biochemical parameters in the serum
of experimental animals was performed, to assess the hepatic, biliary, and renal
toxic effects of the substances. There were no statistically significant differences
between the treated groups and the control group, indicating that the increase in
parasitemia is not associated with the effects of the substances in the tissue. We
suggest the hypothesis of an immunosuppressive effect, since there was a
decreased plasma levels of IFN-y after treatment with the triterpenes. Moreover,
the treated groups also exhibited increased levels of IL-10. Therefore, we suggest
that treatment with the substances could be directing the immune response toward
the Th2 type and, as a consequence of this immunosuppressive effect, a greater

amount of trypomastigotes could be observed in the circulation of the host.

Key words: Chagas’ disease, trypanocidal activity, ursolic acid, oleanolic acid.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas

A tripanossomiase americana, conhecida como doenca de Chagas, é
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, cujo ciclo de vida envolve
hospedeiros mamiferos (incluindo humanos) e insetos vetores (varias espécies de
triatomineos). Esta doenca tipicamente tropical € encontrada em todo continente
americano (GOLDBAUM et al., 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, em 21 paises
tropicais onde a doenca de Chagas é endémica, aproximadamente 15 milhdes de
pessoas estdo infectadas e cerca de 28 milhdes permanecem expostas ao risco
de infeccdo (WHO, 2007). Individuos infectados vivendo em regides endémicas e
nao endémicas, geram a possibilidade de novos casos, por meio de mecanismos
alternativos de transmissao de Trypanosoma cruzi, particularmente através das
vias congénitas e transfusionais. Além disso, a persisténcia de focos silvestres
tornou-se cada vez mais correlacionada com a transmissdo oral da doenca de
Chagas humana, com cerca de 100 novos casos por ano (DIAS; PRATA;
CORREIA, 2008).

A alteracao do ciclo silvestre da doencga, principalmente as florestas,
e a migracdo da populagdo humana dentro de cada pais, influenciam a
epidemiologia de todas as doencas transmissiveis, incluindo a doenca de Chagas
(PONCE, 2007). Ao longo das ultimas décadas houve um aumento no numero de

pessoas infectadas vivendo em areas urbanas. Este aumento aconteceu



principalmente devido as migracdes das zonas rurais e, em segundo lugar, devido
as tranfusdes sanguineas (GOLDBAUM et al., 2004).

O triatomineo apds realizar a hematofagia em um hospedeiro, libera
as formas tripomastigotas metaciclicas nas fezes ou urina que penetram através
da solucao de continuidade proliferando-se ativamente no interior de macréfagos.
Findo este ciclo, as células parasitadas se rompem, liberando milhares de
tripomastigotas que ganham a circulacao sendo sua deteccao no sangue periférico
uma caracteristica da fase aguda da doenca (RIBEIRO DOS SANTOS; RASSI;
KOBERLE, 1981).

O parasito é capaz de infectar e se multiplicar no interior de
diferentes células do hospedeiro, incluindo macréfagos, células da musculatura
lisa e esquelética, fibroblastos e neurbnios. A primeira reacédo a infeccao pelo T.
cruzi é inflamacao local que se deve a ruptura de células parasitadas (ANDRADE;
ANDRADE, 2000). Apbés permanecerem assintomaticos por um longo periodo,
muitos pacientes desenvolvem sintomas caracteristicos relacionados ao sistema
cardiaco e digestivo (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000).

As principais causas relacionadas a dificuldade de se combater o
parasitismo, estdo diretamente ligadas as caracteristicas morfoldgicas e
filogenéticas das diferentes populacdes do parasita existentes, que podem
determinar um tropismo tecidual diferenciado e, consequentemente, diferentes
manifestacées clinicas da doenca determinada pelo parasita (RIBEIRO;
FERRIOLLI-FILHO; BELDA NETO, 1982; BELDA NETO; RIBEIRO, 1989).

Segundo Andrade (1976) existem cepas que apresentam

predominancia de formas tripomastigotas sangtiicolas delgadas, que por sua vez



sdo0 mais sensiveis a acdo dos anticorpos circulantes e apresentam tropismo
diferenciado para células do sistema fagocitario mononuclear, parasitando com
maior frequéncia esplendcitos, células do figado e medula éssea. Como
caracteristica, apresentam altos e precoces picos parasitémicos.

Entretanto, existem cepas que apresentam como caracteristica
morfolégica predominante a presenca de formas tripomastigotas sanguicolas
largas, possuindo assim, marcante tropismo para células musculares (musculatura
lisa, esquelética e cardiaca) e tecido glandular (MARTINI et al., 1986). Esse tipo
de conformagcdao morfolégica confere a esta cepa uma maior resisténcia aos
anticorpos circulantes. Como conseqiiéncia, permanece por mais tempo na
corrente circulatéria determinando picos parasitémicos tardios e infeccoes de
duracdo mais prolongada.

A transmissdo natural da doenca ocorre durante a hematofagia,
através da penetracdo de formas tripomastigotas metaciclicas, presentes nas
fezes de triatomineos, na pele do hospedeiro. Como doencga caracteristicamente
rural, tradicionalmente acomete pessoas de origem interiorana que habitam ou
habitaram casas de baixa qualidade, onde facilmente se aloja e coloniza o inseto
vetor (DIAS, 2007).

Muito embora o Brasil tenha recebido em 2006 o certificado de
eliminacdo da transmissdo da doenca de Chagas pelo Triatoma infestans,
devemos lembrar os outros mecanismos de transmissao da infec¢ao (FILHO et al.,
2008). A emigracao das zonas rurais as zonas urbanas, apesar de reduzir a
populacdo rural exposta a vetores infectados, aumenta a probabilidade de

transmitir a infeccdo por meio da transfusdao sanguinea. Dessa forma, apesar do



controle adotado em bancos de sangue a transfusdo sanguinea consiste em um
dos principais meios de transmissdo da doenga na zona urbana (DIAS; SILVEIRA;
SCHOFIELD, 2002).

A transmissdo da doenca através de transplante de érgaos pode
desencadear fase aguda grave, pois o individuo que recebe um 06rgao
transplantado  infectado toma  medicamentos  imunossupressores e,
consequentemente, torna-se menos resistente a infeccdo (LANA; TAFURI, 2005).
Em casos de transplantes torna-se necessario a realizagdo exame sorologico
especifico tanto para o doador como para o receptor (COURA; CASTRO, 2002).

A transmissao congénita ndo possui grande representatividade em
areas onde existe ainda a transmissao natural como forma principal de veiculacao
do parasita, mas pode vir a ser a via de manuteng¢do da endemia chagasica, com
a transmisséao vetorial e transfusional controladas (SILVEIRA, 2000). Poucos séo
os Servicos de Pré-Natal que incluem, rotineiramente, exame do soro, para
doenca de Chagas, em gestantes procedentes ou naturais de areas endémicas
para esta enfermidade (FILHO et al., 2008) e segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (2007), existe cerca de 14 mil novos casos da doenga de Chagas congénita
em paises endémicos anualmente.

Outras formas de disseminacao da doenca ocorrem através de casos
agudos esporadicos e imprevisiveis de transmissao oral do parasito através de
alimentos contaminados em distintas regiées do Brasil nos ultimos quatro anos
(DIAS, 2006; YOSHIDA, 2009). Acredita-se que triatomineos infectados e/ou suas
fezes contaminam alguma fase do processamento e consumo dos produtos, e que

essa seria a via de transmissao (ROJAS et al., 2005).



Apesar da doenca de Chagas ter sido descoberta ha cem anos,
apenas dois farmacos, nifurtimox e benzonidazol, se mostraram terapeuticamente
eficazes para o tratamento da infecgao por T. cruzi (BOSCARDIN et al., 2010).
Essas substancias sao efetivas para o tratamento da fase aguda da infecgcao
chagasica humana, porém apresentam baixo indice de cura na fase crbnica da
doenca. O seu emprego em esquemas de duracdo prolongada (30 a 60 dias)
causa efeitos colaterais indesejaveis e mesmo o nifurtimox que foi amplamente
empregado, deixou de ser usado em decorréncia dos inumeros efeitos colaterais
que apresentava (COURA; CASTRO, 2002).

O Benzonidazol apresenta manifestacées indesejaveis ao paciente
em menor intensidade e, portanto, € o Unico anti-chagéasico disponivel no Brasil
(ESTANI, 1998; CANCADO, 2000). Apesar de sua baixa eficacia na fase cronica
da doenga, o tratamento com benzonidazol é sugerido de modo a retardar ou até
mesmo evitar a evolugdo da doenca crénica (CALDAS et al., 2008; CASTRO;
SOEIRO, 2009). Nifurtimox e Benzonidazol atuam por meio da formagdo de
radicais livres que, quando produzidos, ligam-se a lipidios, proteinas e DNA,
lesando as células (DIAZ DE TORANZO, et al., 1988; URBINA, 1999; MAYA et al.,
2007). O tratamento é recomendado para todos os casos agudos e congénitos da
doenca de Chagas, em infeccdes cronicas reativadas e em individuos com idade
inferior a 18 anos (OLIVEIRA et al., 2008).

O interesse pela pesquisa de substancias com atividade bioldgica
sobre T. cruzi, vem sendo desenvolvido com relativa intensidade, com o intuito de
se obter compostos capazes de atuarem sobre o parasita, porém desprovidos dos

sérios efeitos colaterais. De consideravel importancia é o desenvolvimento de



formulacdes pediatricas para possibilitar uma terapia mais correta e segura para
criangas (JANNIN; VILLA, 2007). E lamentavel que, no Brasil, s6 dispomos de um
farmaco (benzonidazol), com agao parasiticida demonstrada, o que restringe muito
o campo de acao no tratamento dessa doenca (FILHO et al., 2008).

A necessidade de se prevenir a transmissdo da doenga por
transfusado levou a busca por drogas que eliminem o parasita no sangue, ou seja,
uma abordagem quimioprofilatica. Esta consiste na esterilizacado do sangue por
substancias que permitam transfundi-lo, com seguranca, entre seres humanos. A
violeta de genciana é o Unico agente empregado na quimioprofilaxia de sangue
destinado a esse fim (SAUDE- GUIMARAES:; FARIA, 2007).

Apesar de sua alta eficacia, encontram-se restricées a sua utilizacao,
como, por exemplo, a coloragdo violacea induzida ao sangue tratado, sendo
detectada posteriormente nos tecidos transfundidos. Possivel acdo mutagénica e
diferenca de sensibilidade entre varias cepas de T. cruzi, sao fatores que
restringem a utilizacdo dessa substancia (CHIARI et al., 1996; SOUZA et. al.,
2002).

Portanto, a melhor maneira de combater a doenga de Chagas ainda
consiste nas agdes profilaticas, como o combate quimico sistematico aos insetos
vetores e/ou melhorias habitacionais, complementadas por rigorosa sele¢cao de

doadores de sangue. (DIAS; MACEDO, 2005).



1.2. Doenca de Chagas e Resposta Imunolégica

A infeccdo do hospedeiro por T. cruzi sensibiliza diferentes
compartimentos do sistema imune, levando ao aparecimento de respostas
humorais e celulares especificas contra o parasita (ALIBERTI et al., 1996). Em
consequéncia, 0 parasita passa a ser continuamente combatido, e tem a sua
multiplicacdo reduzida nos tecidos do hospedeiro. No entanto, lesdes teciduais
resultantes dessa atividade imunoldgica prolongada acumulam-se e,
eventualmente, levam as alteragdes funcionais musculares e nervosas
caracteristicas da doenca de Chagas. Hoje estd bem estabelecido que células e
mecanismos efetores do sistema imune sdo responsaveis tanto pelo controle da
multiplicagdo do parasita nos tecidos como pelas lesdes locais resultantes da
atividade antiparasitaria (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000).

A invasao de diversos tipos celulares, em especial de macréfagos,
pelo T. cruzi inicia uma série de interagdes moleculares que mobilizam a resposta
imune inata do hospedeiro (ALIBERTI et al., 1996). As células natural killer (NK)
desempenham um papel importante nessa fase que se relaciona com a destruicéo
de células-alvo e com a producdo de citocinas envolvidas na sensibilizagdo de
outras células imunes (SCOTT; TRINCHIERI, 1995). Estas células sdo importante
fonte de IFN- y e TNF- a, duas citocinas relevantes na ativagdo de outras células,
como macrofagos, capacitando-as a destruir microrganismos intra e extracelulares

(HUNTER; SLIFER; ARAUJO, 1996).



A replicacdo do parasita nos macroéfagos é aparentemente regulada por
citocinas, que afetam, ndo apenas o desenvolvimento da infeccao, mas também a
mortalidade da doenca. Dentre as citocinas estudadas, o IFN- y tem sido
associado a resisténcia do hospedeiro a infec¢do durante a fase aguda (SILVA et
al., 1992; SAMUDIO et al., 1998 ). Nessa fase, a principal fonte de producéao de
IFN-y € a célula NK; a producéo de IFN- vy por linfécitos T ocorre sé tardiamente.
Outras citocinas, como IL-10 e TGF-B, estdo associadas a susceptibilidade a
infeccao por T. cruzi (SILVA et al., 1992), devido, provavelmente, a seu papel
inibidor da atividade de IFN- y. Cardillo et al., (1996) mostraram que a producao de
IFN- v por células mononucleares, induzida por T. cruzi in vitro ou in vivo, seria
regulada pela IL-10, sugerindo que a maior ou menor resisténcia observada na
fase inicial da infeccao (fase aguda) poderia ser uma consequéncia do balanco
IFN- v/ IL-10 (SILVA et al., 1998).

Alguns trabalhos demonstram que o padrao de producao de citocinas
determina o direcionamento da infecgéo por T. cruzi. Relatam ainda que a inibigao
génica em animais knockout, de IFN-y, TNF-a e IL-12, agrava a infec¢ao por T.
cruzi (GALVAO DA SILVA et al., 2003; SILVA et al., 1995).

Como outros microrganismos patogénicos, T. cruzi € capaz de
induzir a ativagao de proteinas e enzimas efetoras da imunidade inata. No entanto,
formas infectivas tripomastigotas sao resistentes a acao do complemento e essa
resisténcia se relaciona com a expressao de proteinas na superficie do parasita

(NOGUEIRA; BIANCO; COHN, 1975).



Estudos experimentais demonstram que os anticorpos constituem
componentes importantes nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra T.
cruzi (KIERZENBAUM; HOWARD, 1976; KRETTLI; BRENER,1976). Em 1982,
Krettli e Brener introduziram a idéia de anticorpos liticos. Eles verificaram existir
uma dissociagdo entre os anticorpos envolvidos no diagnéstico da doenca de
Chagas e os que participavam da resisténcia contra o parasita. Estes ultimos s6
se ligavam as formas vivas de tripomastigotas, desta maneira a dosagem de
anticorpos liticos se tornou uma excelente ferramenta para a avaliagao de cura.

As células TCD4 sao extremamente importantes na protecao contra
a infecgdo pelo T. cruzi, uma vez que sao necessdrias para a produgcao de
anticorpos liticos e produzem citocinas, como o IFN - vy, que auxiliam na destruigcéo
de formas intracelulares do parasita em células infectadas (TARLETON et al.,
1996). Por outro lado, a necessidade simultanea de células TCD8 poderia estar
relacionada com o fato de que T. cruzi é capaz de infectar praticamente qualquer
tipo de célula nos diversos tecidos do hospedeiro. Células nao linféides infectadas
expressam apenas MHC classe |. Essas células ndo sdo reconhecidas por
linfocitos TCD4, mas poderiam ser identificadas por células TCD8 efetoras
(NOGUEIRA; COHN, 1976; LENZI et al., 1996).

A infeccao do hospedeiro pelo T. cruzi, quando nao tratada, atinge
um estagio crénico no qual a replicacdo do parasita é reduzida e mantida sob
controle pelo sistema imune, mas o parasita ndo é eliminado. Mecanismos

efetores da resposta imune, atuando nessa fase da infecgdo, provocam injuria



tecidual continua, responsavel pelas alteracdes patologicas observadas na doenga

de Chagas (LAURIA-PIRES; TEIXEIRA, 1996).

1.3. A importancia da pesquisa de vegetais para a descoberta de novas

substancias para o tratamento de doencas tropicais

Desde os primérdios da medicina, substancias quimicas derivadas
de plantas, animais e microrganismos sao usadas para o tratamento de
doencas humanas. O emprego de toxinas naturais e seus derivados tém sido
amplamente adotados nas pesquisas de farmacos gerando o desenvolvimento

de diversos agentes terapéuticos (TEMPONE et al., 2007).

A pesquisa para a obtengdo de novas substancias com finalidade
terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados
sdo a sintese de novas moléculas, a modificagdo molecular de substancias
naturais ou sintéticas, extracao, isolamento e purificacdo de novos compostos, de
fontes naturais, especialmente de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma
fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas. O uso de plantas com fins
terapéuticos remonta ao inicio da civilizacdo, desde o momento em que o homem
despertou para as suas necessidades, comeg¢ou um longo percurso de manuseio,

adaptacao e modificacdo dos recursos naturais para seu proprio beneficio. E ainda



hoje, grande parte da populagéo, principalmente a de baixa renda utiliza-se desta

técnica como principal recurso para alivio de seus males (DI STASI, 1996).

Entretanto, as plantas utilizadas pela medicina caseira carecem de
uma avaliacao cientifica para determinar suas propriedades terapéuticas e efeitos
colaterais. Assim, grandes companhias farmacéuticas aumentaram a pesquisa em
extratos de plantas para descobrir novas substancias ativas, tornando os produtos
naturais de origem vegetal, uma importante fonte na descoberta de novas drogas

(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

A biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas e sua preservacao € fundamental tanto pelo valor intrinseco
dessa imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial como fonte de
novos farmacos (BARREIRO; FRAGA, 1999; BARREIRO; BOLZANI, 2009). Nos
ultimos vinte anos, o numero de informagbes sobre plantas medicinais no Brasil
cresceu apenas 8 % anualmente. Isso mostra que em um pais biologicamente tao
rico, mas com ecossistemas tdo ameacgados, pesquisas com plantas medicinais

deveriam ser mais incentivadas (MARIZ et al., 2006).

As doencas tropicais desafiam as pesquisas cientificas, pois o0s
medicamentos existentes ndo possuem uma boa eficacia. As tripanossomiases
sdo doencas de grande importadncia no Brasil, como é o caso da doenca de
Chagas e das leishmanioses. Existem alguns medicamentos para o tratamento
dessas doencas, mas alguns possuem baixa eficacia e outros apresentam muitos

efeitos colaterais, e a cura da doenca de Chagas ainda é um desafio para os



pesquisadores, pois seu tratamento durante a fase crénica € de baixa eficacia

(FERREIRA, 1990).

Dessa forma a doenca de Chagas e as leishmanioses ainda se
constituem em importantes enfermidades a serem combatidas. Estudos realizados
em varios paises incluindo Brasil, Argentina, Bolivia, México e Coldmbia, relatam
que muitas espécies vegetais possuem atividade sobre T. cruzi (ABE et al., 2002;
LUIZE et al., 2005). Nesse sentido as plantas se apresentam como uma das
direcoes promissoras na busca de drogas eficazes na prevencao e tratamento da

doenca (SAUDE-GUIMARAES; FARIA, 2007).

1.4. O género Miconia e a espécie vegetal Miconia albicans

A familia Melastomataceae é considerada uma das mais
importantes da flora neotropical, incluindo cerca de 200 géneros e 5000 espécies;
destes, 70 géneros e 1000 espécies ocorrem no Brasil. Miconia € um dos maiores
géneros de Melastoamataceae do Brasil e suas espécies sdo comuns em areas
florestais e cerrados (SOUZA; LORENZI, 2005). Do ponto de vista quimico,
estudos realizados com espécies do género Miconia possibilitam o isolamento de
varios triterpenos éacidos (SPESSOTO et al.,, 2003; CUNHA et al.,, 2003) e
constata-se que &cido ursoélico e oleandlico sdao os triterpenos de ocorréncia

frequente em espécies deste género.



Um estudo anteriormente realizado por nosso grupo de pesquisa
com a espécie Miconia albicans, permitiu o isolamento e a identificacao estrutural
dos triterpenos acido ursolico e acido oleandlico presentes nos extratos brutos
dessa espécie vegetal. Estes triterpenos nas concentragcdes de 100, 250 e 500
ug/mL, foram ativos contra formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi
(FERREIRA, 2003; CUNHA et al., 2003).

A mistura destes triterpenos, os compostos isolados e o sal derivado
de acido ursélico também foram avaliados em protocolos in vitro e in vivo sobre as
cepas Y e Bolivia de T. cruzi. Neste estudo, 0 uso dessas substancias ocasionou
consideravel atividade tripanocida em testes in vitro sob as formas tripomastigotas
de ambas as cepas (CUNHA et al, 2006; FERREIRA et al., 2010). A utilizacao
dessas substancias na concentracao de 2 mg/kg foi capaz de reduzir o numero de
parasitas circulantes de animais experimentalmente infectados apenas com a
cepa Y de T. cruzi (CUNHA et al, 2006), ndo exibindo 0 mesmo comportamento

bioldgico frente a cepa Bolivia (FERREIRA, 2006).

1.5. Acido ursélico e acido oleandlico — duas substancias naturais com

potencial bioldgico

Acido ursélico e seu isdémero, acido oleandlico, pertencem a classe
de compostos triterpendides e sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e tém
sido frequentemente isolados como mistura isomérica (VASCONCELOS et al.,

2006). Durante a ultima década muitos artigos foram publicados, refletindo o



grande interesse e progresso no entendimento destes triterpendides. Isso inclui o
isolamento e purificacdo de varias plantas, modificacées quimicas, pesquisas

farmacologicas e estudos toxicolédgicos (LIU, 2005).

Dentre as inUmeras atividades biologicas atribuidas aos triterpenos
acido ursodlico e acido oleandlico, diferentes estudos relatam a atividade
analgésica, anti-inflamatéria e antioxidante (VASCONCELOS et al., 2003; KANG

et. al, 2008; IKEDA; MURAKAMI; OHIGASHI, 2008).

Em 1995, Liu descreveu o sucesso do emprego de &cido oleandlico
na China para o tratamento de doengas hepaticas, incluindo hepatite aguda e
cronica, bem como outras desordens hepaticas. Estes triterpendides apresentam
propriedade hepatoprotetora por meio de diminuicdo da necrose de células
parenquimatosas do figado, fibrose, prevengao da cirrose cronica e intensificacao
da regeneracao do figado (JEONG; KIM; HWANG, 2005; SZUSTER-CIESIELSKA;

KANDEFER-SZERSZEN, 2005).

Atividades antiparasitarias foram descritas contra espécies de
Plasmodium falciparum (STEELE et al., 1999), Trypanosoma sp (CUNHA et al.,
2003; LEITE et al., 2006; HOET et al., 2007) e espécies de Leishmania (TORRES-
SANTOS et al.,, 2004). Também tém sido descritos efeitos sobre patégenos
periodontais (WANG et al., 2002), atividade biolégica contra Mycobacterium
tuberculosis (GUA et al., 2004), potencial atividade antiviral contra HIV (OVESNA

et al., 2004) e antifertilidade (CHATTOPADHYAY et al., 2005).

Horiuchi et al. (2007) relataram a atividade antimicrobiana desses

triterpenos sobre Streptococcus pneumoniae, Sthaphylococcus aureus e



estreptococos resistentes a vancomicina. SCALON CUNHA et al. (2007) também
observaram a atividade biologica desses triterpenos contra patégenos orais.
Nesse estudo, eles verificaram que &cido ursolico e acido oleandlico foram os
triterpenos que apresentaram maior inibicdo do crescimento de microrganismos
como: Enterococcus faecalis, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis,

Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Streptococcus sanguinis.

Um estudo recente demonstrou que o triterpeno &cido ursélico
apresenta, além das inumeras atividades biolégicas ja descritas, um potencial
anabdlico por estimular a diferenciacdo de osteoblastos contribuindo para

formacao de tecido ésseo (LEE et al., 2008).

De acordo com Ovesna et al. (2004), os triterpenos acidos podem
atuar em varios estagios no desenvolvimento de tumores, como na inibicdo da
tumorigénese, inibicdo na promogdo do tumor e indugdo de diferenciagcdo da
célula tumoral. Inibem efetivamente a invasdo de células tumorais e metéstase.
Sao capazes de induzirem a apoptose em células tumorais e de previnerem a
transformacdo maligna das células normais (NOVOTNY; VACHALKAOVA;
BIGGS, 2001). Enfim, acido ursolico e acido oleandlico tém potencial para serem
usados como adjuvantes na terapia do cancer (DORAI; AGGARWAL, 2004). Um
recente trabalho também demonstrou a significativa atividade antitumoral do
triterpeno acido ursélico quando administrado na concentracdo de 50 mg/ kg

(CHINOU et al., 2007).

Apesar das inUmeras atividades bioldgicas apresentadas por essas

substancias ja descritas na literatura, sdo necessarios mais estudos para o melhor



entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos para que elas possam ser

empregadas com seguranga e eficacia.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

Verificar a dose letal média das substancias em avaliagao (DLsy);

Avaliar a atividade bioldgica dos triterpenos acido ursélico e acido
oleandlico em protocolo in vivo em animais experimentalmente
infectados com as cepas Y (7. cruzi grupo Il) e Bolivia (T. cruzi
grupo 1) de Trypanosoma cruzi e tratados com cada substancia por
via oral e intraperitoneal nas concentragcées de 20 e 50 mg/kg

durante 20 dias;

Preparar e avaliar a atividade tripanocida do sal derivado do
triterpeno  &cido ursélico em protocolo in vivo em animais
experimentalmente infectados sob as mesmas condi¢des descritas

acima;

Avaliar toxicidade aguda dos triterpenos &cido ursélico e &acido
oleandlico  através das determinacées de  aspartato-
aminotranferase, alanina-aminotransferase, Gama-glutamil
transferase, fosfatase alcalina, uréia, creatinina, glicose e
bilirrubinas;

Avaliar o efeito dos triterpenos acido ursélico e acido oleandlico
sobre alguns parametros da resposta imune, tais como IFN — v, IL-

4 e IL-10.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Principios éticos na Experimentacao Animal

O presente trabalho foi encaminhado para apreciacdo da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto — USP, sendo
aprovado e protocolado (n°.06.1.286.53.0) por estar de acordo com os principios

éticos na experimentacao animal.
3.2. Parasito

No presente trabalho foram utilizadas duas cepas com
caracteristicas morfologicas distintas: cepa Y, caracterizada por formas delgadas e
macrofagotropismo (PEREIRA DE SILVA; NUSSENZWEIG, 1953) e cepa Bolivia

com caracteristica morfolégica de forma larga e tropismo predominante para

células musculares e glandulares (FUNAYAMA; PRADO JUNIOR, 1974).

3.3. Substancias utilizadas

3.3.1. Acido ursolico e acido oleandlico



Devido a grande quantidade de substancia utilizada na realizacao
desse trabalho, as substancias supracitadas foram adquiridas comercialmente

(SIGMA).

Acido ursdlico Acido oleandlico

Figura 1- Estrutura quimica dos triterpenos acido ursoélico e acido oleandlico

3.3.2. Preparacao do sal de &cido ursdlico.

Visando obter derivado para avaliagdo em ensaio da atividade

tripanocida foi preparado o sal de potassio do acido ursalico.

Acido ursdlico foi tratado com 2% de solucdo de KOH em
acetona/agua (1:1) em temperatura ambiente por 2 horas. Apés remocao da
acetona por evaporacao, a solugdo aquosa resultante foi cromatografada em
coluna de Sephadex LH-20. A eluicdo foi realizada com metanol, possibilitando a
obtengao do sal derivado (KASHIWADA et al., 2000). O produto final da reagao foi

confirmado através de espectrometria de massas. O espectro foi obtido no



Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdao Preto — USP.

Figura 2- Estrutura quimica do sal derivado de acido ursolico

3.4. Ensaios Bioldgicos sobre Trypanosoma cruzi

3.4.1. Determinacao da Dose Letal Média (DLso)

As substéncias em andlise foram administradas oralmente em dose
Unica partindo-se da concentracdo de 2000 mg/Kg para grupos de
camundongos albinos, machos, linhagem BALB/C, pesando aproximadamente
30g (n=10), previamente deixados em jejum por um periodo de 12 horas. Apos
o tratamento, os animais foram observados por um periodo de 72 horas
(ABDEL — BARRY; AL — HAKIEM, 2000; PIRES et al., 2004). A mortalidade
para a dose empregada foi observada e, por regresséo linear, o valor de DLs

calculado segundo descrito por Litchifield e Wilcoxon (1949).



3.4.2. Grupos experimentais e avaliacao da parasitemia

Foram utilizados camundongos albinos, machos, linhagem BALB/C,
pesando aproximadamente 25g cada, sendo divididos em 4 grupos por cepa € por
via de administragdo (oral e intraperitoneal) onde foi efetuada a andlise da
atividade de cada substancia, como segue:

> Grupo | - controle negativo — 10 animais foram
inoculados com 2 x 10* parasitas e tratados com o solvente utilizado na
preparacao das solucées (DMSO 5%, TWEEN 2,5% e etanol 5%) para a
avaliacao do comportamento parasitémico (n=5) e avaliacdes histolégicas
(n=5);

> Grupo Il - controle positivo — 0s animais inoculados com
2 x 10" parasitas foram tratados com Benzonidazol, sendo 10 animais
tratados com a dosagem correspondente de 20 mg/kg e 10 com a dosagem
de 50 mg/kg de peso corpéreo durante 20 dias, para a avaliagdo do
comportamento parasitémico (n=5) e avaliagdes histoldgicas (n=5);

> Grupo Il — grupo controle de tratamento - foram
utilizados 05 animais para cada dosagem (20 mg/Kg e 50 mg/Kg de peso
corpdreo) e para cada substancia a ser testada durante 20 dias;

> Grupo IV - tratamento - apdés 48h da inoculagcédo
intraperitoneal dos parasitas (2 x 10* parasitas), 10 animais foram tratados
com cada uma das substancias em estudo nas concentragdes de 20 e 50
mg/kg durante 20 dias, para a avaliacdo do comportamento parasitémico

(n=5) e avaliagdes histolégicas (n=5).



Todos os animais foram mantidos nas mesmas condi¢des, em sala
com temperatura e luminosidade controlada, recebendo agua e racao ad
libitumn.

As curvas parasitémicas foram realizadas por meio da coleta de 5uL
de sangue da cauda de cada animal em experimentagéo, de dois em dois dias,
sendo o numero de parasitas quantificado de acordo com a técnica descrita por

Brener (1962).

3.4.3. Avaliagao Histologica

3.4.3.1.Técnica de Dissecgao

No pico parasitémico, cinco animais pertencentes a cada grupo
experimental avaliado, foram sacrificados por deslocamento da cervical e apos
a divulsao da pele foram retirados imediatamente coragcao e bago, sendo estes
orgaos colocados em fixador ALFAC e, apds 24 horas, em solugéo de alcool

de 80%.



3.4.3.2.Técnica Histologica

Apés fixagdo, o material foi desidratado, diafanizado e incluido em
parafina. Foram realizados cortes de 5 um de espessura, corados pela

hematoxilina-eosina.

Os tecidos coletados e processados dos animais de cada grupo
experimental foram destinados as avaliagcdes histoldégicas. O parasitismo
tecidual foi avaliado através de analise qualitativa, a partir da observacao de

ninhos de formas amastigotas de T. cruzi.

Os cortes foram focalizados em microscoépio éptico (Axioskop 40)
com objetiva de imersdao (1000x), munido de uma camera para captura de
imagem, sendo as imagens projetadas em programa de computador (Axion

Vision — 4.6).

3.4.4. Avaliagdes bioguimicas

Foram realizadas as avaliacbes do perfil hepatobiliar e da fungéo
renal de animais experimentalmente tratados com os triterpenos &cido ursélico
e acido oleandlico, com o objetivo de verificarmos a interferéncia das

substancias diretamente no processo patoldgico da doenca.

Grupos de 05 ratos da linhagem Wistar machos pesando

aproximadamente 90g, mantidos em gaiolas metabdlicas com racdo e agua ad



libitum, foram avaliados com o objetivo de se verificar possivel toxicidade da
utilizacao a curto prazo (20 dias de tratamento) com as substancias propostas,
nas dosagens de 20 e 50mg/Kg/dia, por meio de tratamento por via

intraperitoneal.

Foram determinadas, por meio de kits laboratoriais LABTEST e
conforme os procedimentos recomendados pelo fabricante, as dosagens
séricas de alanina amino transferase (ALT), aspartato amino transferase (AST),
gama-glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP), como forma de se
visualizar alteragdes hepaticas. Foram também realizadas a determinagao das
taxas de glicose e bilirrubinas e para avaliacdo de possiveis alteracdes da
funcdo renal foram determinadas as dosagens de uréia e creatina. Todas as
avaliacoes bioquimicas foram realizadas em espectrofotdmetro Micronal,

modelo A285.

3.4.5. Dosagens de IFN-y, IL-10 e IL- 4

A presenca de citocinas nas amostras de plasma dos animais
submetidos ao tratamento com as substancias em estudo foi avaliada através
do ensaio imunoenzimatico (ELISA) tipo sanduiche. Previamente, placas de 96
pocos de fundo chato foram sensibilizadas com 100 pl de anticorpo de captura
purificado especifico para cada interleucina, que foram reconstituidos com 1 ml

de PBS (concentracgao inicial 720 pug/ml). Desta solugdo foram feitas diluicoes



conforme sugerido pelo kit (R&D systems) para chegar a uma concentragdo
final de 4ug/ml e, desta solugdo, aplicar 100 ul por pogo e incubar as placas
“overnight” (20 horas de incubacao) a temperatura ambiente. Apés incubacao a
placa foi lavada por trés vezes com tampao de lavagem (500 ml de PBS + 250
ul Tween 20) e bloqueada com reagente diluente (100 ml de PBS + 1g de BSA)
permanecendo incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Novamente foi
realizado o procedimento de lavagem da placa e o padrao reconstituido com
reagente diluente para a realizacédo da curva. O volume de 100 pl das amostras
de plasma e curva padrao foi adicionado por po¢o, em duplicata e o sistema
incubado por 2 horas a temperatura ambiente. Ao término desse periodo o
anticorpo de deteccao foi preparado e, apds o procedimento de lavagem da
placa, esse anticorpo foi adicionado a placa que permaneceu incubada por um

periodo de 2 horas.

Em seguida, a placa foi lavada por mais trés vezes e a
estreptoavidina diluida (1/200) foi adicionada, permanecendo o sistema
incubado por 20 minutos em temperatura ambiente. Apés novo procedimento
de lavagem, 100 pl de substrato (6 ml de TMB — tetramethylbenzidine - + 6 ml
de H.0,) foram adicionados nos respectivos pogos e a placa incubada por 20
minutos protegida da luz. Apds esse periodo, a reagcdo foi interrompida
adicionando-se a solucdo de parada H,SO4 em cada poco. A leitura das
absorbéancias foi medida a um comprimento de onda 450 nm em leitor de

ELISA (Sunrise — Tecan). A quantificacao de citocinas nos sobrenadantes foi



determinada através de obtencdo de curva padrdo, utilizando citocinas com

concentracdes conhecidas.

3.4.6. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos no presente trabalho foram avaliados por
testes estatisticos com auxilio do software GraphPad Prism versdo 4.0,
utilizando-se o método mais adequado para cada tipo de avaliagdo, visando o
processamento dos dados experimentais, sendo que as diferengas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p< 0,05.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacao do sal derivado do acido ursélico

O derivado sal de potassio do &cido ursélico foi identificado através
de espectrometria de massas por eletrospray — cone positivo (Figura 3). O ion em
m/z 495 corresponde ao derivado protonado [M+H]*. Os ions em m/z 517 e 533
correspondem ao derivado sal de potassio do acido ursdlico cationizado com sodio

[M+Na]" e com potassio [M+K]*, respectivamente.
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Figura 3 - Espectro de massas (eletrospray-cone positivo) do sal de potassio do
acido ursolico



4.2. Determinacao da Dose Letal Média (DLs)

A avaliagédo da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o
potencial em que novas substdncias podem causar danos a saude humana.
Testes que avaliam a toxicidade aguda séo utilizados para classificar as
substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade
(VALADARES, 2006). A toxicidade aguda corresponde aos efeitos adversos que
podem ocorrer de imediato ou em curto periodo de tempo apds a administracao de
uma dose unica ou multiplas doses de uma substancia (WALUM, 1998).

O teste da DLsg foi inicialmente introduzido em 1927 por Trevan para
avaliar substancias que seriam utilizadas por seres humanos como a digitallis e a
insulina. A dose letal média pode ser definida como uma Unica dose de uma
substancia calculada estatisticamente, que causa a morte de 50% dos animais,
sendo expressa em termos de massa da substancia por unidade de peso do
animal utilizado no ensaio (p.ex. mg/kg) (OLIVER, 1986; WALUM, 1998). Na
década de setenta este teste comegou a ser empregado amplamente como base
de comparacdo e classificacdo da toxicidade de substancias (KRYSIAK;
RYDZYNSKI, 1997; STAMMATI, 2005).

Os valores iniciais para determinagao de dose letal média (DLsg) das
amostras avaliadas no presente trabalho foram estabelecidos como 500 e
2000mg/Kg. Entretanto, iniciando as avaliagbes experimentais com o valor de
2000mg/Kg de cada substancia, em dose Unica por via oral, observamos nao
haver nenhuma morte dos animais em um periodo de até 72 horas. Assim, como

nao foi observada a ocorréncia de letalidade, ou quaisquer outros sinais de



toxicidade na dosagem utilizada, constatamos total seguranga para utilizagao das
mesmas em ensaios envolvendo animais em uma dose muito mais baixa (20 e 50
mg/Kg/dia).

Astudillo, Rodriguez e Schmeda-Hirschmann (2002) avaliaram a
toxicidade aguda do triterpeno acido oleandlico em camundongo Swiss a partir da
administracao intraperitoneal do triterpeno em concentragcdées de 100, 200, 400 e
600 mg/kg. Neste estudo os autores nao observaram toxicidade ou mortalidade
dos animais avaliados e ainda relatam um efeito gastroprotetor apresentado por
essa substancia.

Corroborando com nossos resultados, um estudo realizado por Singh
et al. (1992) demonstrou previamente que a dose letal média para o triterpeno
acido oleandlico pode ser superior a concentragdo de 2000 mg/kg em
camundongos, uma vez que, conforme também observado no nosso trabalho,
essa concentracdo ndo determina qualquer efeito toxico.

Os triterpenos &cido ursdlico e acido oleandlico, amplamente
distribuidos no reino vegetal, sdo parte integrante da dieta humana e atraem
consideravel interesse por parte dos pesquisadores por apresentarem potencial
biolégico e baixa toxicidade (LIU, 2005; NOVOTNY; VACHALKAOVA; BIGGS,
2001; IKEDA; MURAKAMI; OHIGASHI, 2008).

Uma das caracteristicas mais importantes dessas substancias é a
sua capacidade antioxidante, assim elas podem ser Uteis para o desenvolvimento
de cosméticos e novos agentes terapéuticos (LIU, 1995; IKEDA; MURAKAMI;

OHIGASHI, 2008).



4.3. Ensaios biologicos in vivo sobre Trypanosoma cruzi

4.3.1. Avaliacdo in vivo das substancias sobre a cepa Y de T. cruzi (via

intraperitoneal — 20 mg/kg)

=& Controle negativo
Benzonidazol (20mg/kg)
—=— Acido ursélico (20 mg/ kg)
Acido oleandlico (20 mg/ kg)
—e— Sal de AU (20mg/kg)

n° de parasitas/ ml de sangue (x1 06)
=
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Figura 4- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10*
formas tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente
por via intraperitoneal com acido ursolico e oleandlico e sal derivado de &cido
ursélico na concentracdo de 20 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo
(Benzonidazol) e controle negativo animais tratados com solugdo de DMSO
5%, TWEEN 2,5% e etanol 5%. Avaliacdo estatistica realizada por One-Way
ANOVA complementada pelo método de Dunnett.

De acordo com a figura acima, verifica-se que as substancias
avaliadas nao demonstraram atividade biolégica significativa sobre a cepa Y de T.

cruzi na concentragdo empregada.



Para os animais infectados e tratados com &cido ursélico, verificou-
se o desenvolvimento de uma curva parasitémica semelhante a apresentada pelo
grupo controle negativo. Apesar de esta substancia provocar o deslocamento do
pico parasitémico do 7° para o 9°dia, ndo ocorreu reducao significativa do nimero
de formas circulantes do parasita (p>0.05) permanecendo em torno de 10%,
quando comparada ao controle negativo no pico parasitémico.

Para o acido oleandlico, observou-se uma exacerbagdo da
parasitemia para essa cepa (p>0.05) apesar do deslocamento do pico
parasitémico para o 9° dia. Apds o0 pico parasitémico observa-se uma queda
brusca no numero de parasitas circulantes.

Para os animais tratados com sal de acido ursdlico, verificou-se uma
reducdo do numero de formas parasitarias, porém esta nao foi significativa
(p>0.05), permanecendo em torno de 35%, comparada ao controle negativo no
pico parasitémico. Semelhante as demais substéncias, o sal de &cido ursodlico
provocou o deslocamento do pico parasitémico para o 9° dia, entretanto, apés o
pico observa-se uma leve queda da curva parasitémica e em seguida o numero de

parasitas se mantém praticamente constante, com posterior queda do mesmo.



4.3.2. Avaliacdo in vivo das substancias sobre a cepa Y de T. cruzi (via

intraperitoneal — 50 mg/kQ)
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Figura 5- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por via
intraperitoneal com acido ursélico e oleandlico na concentracdo de 50 mg/kg
durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e controle negativo animais
tratados com solugdo de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e etanol 5%. Avaliagdo
estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada pelo método de
Dunnett.

Para a concentracdo de 50 mg/ kg, pode-se observar que as duas
substancias, acido ursolico e oleandlico, provocaram exacerbagdo dos niveis
parasitémicos quando comparadas aos controles positivo e negativo. Apesar de
deslocarem o pico parasitémico para o 9° dia, essas duas substancias nao

demonstraram atividade biologica para cepa Y na concentragcdo e na via de



administracdo empregadas (p>0.05). Por outro lado, o sal derivado de &cido
ursélico exibiu um comportamento diferente das demais substéancias, ou seja, o0s
animais tratados com o sal potdssico ndo demonstraram exacerbacdo da
parasitemia. O numero de formas circulantes do parasita foi reduzido em
aproximadamente 44% em relacdo ao grupo controle negativo (p>0.05) e, nesse
caso, nao houve deslocamento do pico parasitémico, que permaneceu em torno
do 7°dia.

O tratamento pela via intraperitoneal com as trés substancias nas
concentracoes de 20 e 50 mg/kg ndo aumentou o tempo de sobrevida dos animais
infectados com a cepa Y de T. cruzi em relagdo aos animais pertencentes ao
grupo controle negativo. Para o grupo controle negativo a morte dos animais
ocorreu no 13° e 14° dia e para os animais tratados com as diferentes

substancias, do 112 ao 142 dia.

4.3.3. Avaliacao histolégica do tecido cardiaco e esplénico de animais infectados
com a cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados por via intraperitoneal com as

substancias em estudo nas concentra¢des de 20 e 50 mg/kg

A avaliacdo da atividade apresentada pelas substancias acido
ursolico, acido oleandlico e sal derivado de &cido ursélico sobre as formas
teciduais sera apresentada através de imagens histolégicas que representam o
aspecto geral dos diferentes tecidos avaliados nos grupos experimentais

estudados.



Para o tecido cardiaco, de acordo com o que podemos verificar na
figura 6, nos grupos tratados com as distintas substédncias nas duas
concentracOes avaliadas observou-se a presenca de ninhos de amastigotas de
diferentes tamanhos, com excecao do grupo tratado com &cido ursélico 20 mg.

Nos grupos de animais tratados com benzonidazol nas concentra¢des de 20 e 50

mg observou-se uma reducao de parasitismo dose-dependente (Figura 6).

Figura 6 — Fotomicrografias das fibras cardiacas de camundongos infectados e
submetidos ao tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de
formas amastigotas indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo
infectado e tratado com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com



Benzonidazol 50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com &cido ursélico 20 mg/kg;
(E) grupo infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e
tratado com acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com acido
oleandlico 50 mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de &cido ursélico
20mg/kg; () grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 50mg/kg.

Hematoxilina eosina (1000X).

Para o tecido esplénico dos animais infectados pela cepa Y e tratados
pela via intraperitoneal com as substancias em estudo (Figura 7), podemos
observar um comportamento de parasitismo tecidual semelhante ao apresentado
pelos controles negativos, ou seja, o parasitismo apresentou-se em alta

intensidade para os grupos avaliados.



Figura 7 - Fotomicrografias do bago de camundongos infectados e submetidos ao
tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de formas amastigotas
indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo infectado e tratado
com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com Benzonidazol
50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com &cido ursélico 20 mg/kg; (E) grupo
infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e tratado com
acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com &cido oleandlico 50
mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de acido ursolico 20mg/kg; (I) grupo
infectado e tratado com sal de &acido ursolico 50mg/kg. Hematoxilina eosina
(1000X).



4.3.4. Avaliacado in vivo das substancias sobre a cepa Bolivia de T. cruzi (via

intraperitoneal — 20 mg/kg)
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Figura 8- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por
via intraperitoneal com acido ursélico e oleandlico e sal derivado de acido ursélico
na concentracao de 20 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e
controle negativo animais tratados com solucado de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e
etanol 5%. Avaliacdo estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada
pelo método de Dunnett.

Para a cepa Bolivia (Figura 8) os animais tratados com as trés
substancias demonstraram um aumento relevante do nimero de parasitas quando
comparados aos animais dos grupos controles (p>0.05). Para os grupos de
animais tratados com &cido ursélico e acido oleandlico, houve um deslocamento

do pico parasitémico para o 16°e 19°dia, respectivamente.



4.3.5. Avaliacao in vivo das substancias sobre a cepa Bolivia de T. cruzi (via

intraperitoneal — 50 mg/kQ)
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Figura 9- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por
via intraperitoneal com acido ursoélico, oleandlico e sal derivado de acido ursélico
na concentracao de 50 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e
controle negativo animais tratados com solugao de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e
etanol 5%. Avaliacdo estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada
pelo método de Dunnett.

Semelhante ao que acontece na concentracdao de 20 mg/kg, para a
dosagem de 50 mg/kg, os animais tratados com acido ursolico e acido oleandlico,
quando comparados aos controles utilizados, demonstraram aumento significativo
dos niveis parasitémicos (p>0.05), e deslocamento do pico parasitémico para o

19°dia.



Para o sal derivado de &acido ursélico observamos que houve
reducdo da parasitemia dos animais tratados com essa substancia em
comparagdo com o grupo controle negativo. Entretanto, essa redugcdo foi de
aproximadamente 16%, o que nao foi significativo sobre a cepa Bolivia de T. cruzi
(p>0.05). Apés uma pequena elevagao da parasitemia, observou-se também um
declinio com posterior ascensao da curva parasitémica.

Como observado para a cepa Y de T. cruzi, o tratamento com as
substancias, pela via intraperitoneal, nas concentracées de 20 e 50 mg/kg nao
aumentou o tempo de sobrevida dos animais infectados com a cepa Bolivia em
relacdo aos animais do grupo controle negativo, onde a morte sobreveio do 24°
até o 27° dia. Nos grupos tratados a morte dos animais ocorreu do 25° até o 30°

dia.

4.3.6. Avaliacao histolégica do tecido cardiaco e esplénico de animais infectados
com a cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi e tratados por via intraperitoneal com as

substancias em estudo nas concentra¢des de 20 e 50 mg/kg

O exame histologico do coragdo permite visualizar a redugdo do
parasitismo para os animais tratados com benzonidazol. Nos cortes analisados, o0s
grupos infectados e tratados com todas as substancias nas diferentes
concentragcées demonstraram a presenga de ninhos de amastigotas de diferentes

tamanhos e auséncia de miocardite (Figura 10).



Figura 10 - Fotomicrografias das fibras cardiacas de camundongos infectados e
submetidos ao tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de
formas amastigotas indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo
infectado e tratado com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com
Benzonidazol 50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com &cido ursélico 20 mg/kg;
(E) grupo infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e
tratado com acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com acido
oleandlico 50 mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de &cido ursdlico
20mg/kg; (l) grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 50mg/kg.
Hematoxilina eosina (1000X).

O tecido esplénico dos grupos infectados pela cepa Bolivia (Figura

11) e tratados pela via intraperitoneal com os triterpenos acidos demonstrou



auséncia de ninhos de amastigotas nos campos analisados e fotografados. Esse
resultado pode estar diretamente relacionado ao fato de ser a cepa Bolivia uma
cepa miotropica apresentando baixo macréfagotropismo o que explicaria a baixa
incidéncia de ninhos de amastigotas neste tecido (RIBEIRO; FERRIOLLI FILHO;

BELDA NETO, 1982).
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Figura 11 - Fotomicrografias do bago de camundongos infectados e submetidos ao
tratamento com as substancias em estudo. (A) grupo controle negativo; (B) grupo
infectado e tratado com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com
Benzonidazol 50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com acido ursoélico 20 mg/kg;
(E) grupo infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e
tratado com acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com acido



oleandlico 50 mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de &cido ursélico
20mg/kg; () grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 50mg/kg.
Hematoxilina eosina (1000X).

Desde os estudos iniciais de Chagas, ha referéncias a inoculacao de
varias espécies animais, como caes e macacos com Trypanosoma cruzi, Como um
meio de estudar a evolucdo da infeccdo em diferentes vertebrados. Além dos
referidos, tém sido utilizados por diversos pesquisadores outros vertebrados, como
coelhos, ratos e camundongos (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000).

Adotamos o camundongo como modelo experimental pelo seu
pequeno porte, facilidade de obtengao e manutencao, suscetibilidade a infecgao
pelo T. cruzi e necessidade de menor quantidade de substancia para o tratamento.
Atualmente existe o predominio da utilizacdo de camundongos de linhagens
isogénicas, com a preocupacao de se obter infeccoes padronizadas garantidas
pelo padrao genético, e por esse motivo adotamos camundongos pertencentes a
linhagem BALB/C.

A avaliagdo da parasitemia consiste em um importante parametro
para o estudo da doenga de Chagas, pois permite diferenciar a fase aguda da fase
cronica, monitorar os pacientes e caracterizar as cepas de T. cruzi (SOGAYAR,;
KIPNIS; CURI, 1993).

O perfil da curva parasitémica apresentado pelos grupos
experimentais estd de acordo com os dados previamente relatados, onde as
amostras de T. cruzi com predominio de formas delgadas apresentam periodo
pré-patente e curva parasitémica de ascensao e queda rapidas. Ja as amostras

constituidas por formas largas, mostraram um periodo pré-patente mais demorado



e curva parasitémica de ascensao e queda lentas (BRENER; CHIARI, 1963;

ANDRADE; CARVALHO; FIGUEIRA, 1970).

Os resultados apresentados em relacdo ao tratamento de animais
infectados com a cepa Y de T. cruzi foram inesperados, uma vez que em estudos
anteriormente realizados com o tratamento dos animais infectados com a mesma
cepa e tratados com as trés substancias na dosagem de 2,0 mg/Kg/dia, foi
observado um efeito terapéutico consideravel, reduzindo significativamente os
niveis parasitémicos dos animais tratados e aumentando o tempo de vida médio

dos mesmos apos o término do tratamento (CUNHA et al., 2006).

Em relagcdo a cepa Bolivia, o comportamento apresentado pelos
animais submetidos ao tratamento com as substancias nas duas concentracdes
(20 e 50 mg/kg) nao foi diferente daquele apresentado quando os animais foram
tratados com os mesmos compostos na concentragédo de 2 mg/kg (FERREIRA,
2006), ou seja, para os trés grupos de tratamento houve exacerbacdo da

parasitemia em comparagdo com o grupo controle negativo.

Diversos estudos demonstram que as cepas de T. cruzi diferem em
termos epidemioldgicos, patogénicos, bioquimicos, imunologicos, resposta ao
tratamento, distribuicdo geografica, viruléncia e tropismo tissular (LIMA et al.,
1999; PRATA, 2001; CALDAS et al., 2008). Portanto, a diversidade entre as cepas
pode explicar a diferenca de suscetibilidade observada entre as cepas Y e Bolivia
de T. cruzi frente aos compostos testados nas concentragdes de 20 e 50 mg/kg. O

mesmo fendmeno foi observado em estudo anterior, onde os animais infectados



com a cepa Y e tratados com as mesmas substéncias na concentragdo de 2mg/kg
apresentaram significativa reducdo dos niveis parasitémicos comparados aos
animais infectados com a cepa Bolivia de T. cruzi (FERREIRA, 2006).

Dessa forma, os resultados obtidos por nosso grupo indicam uma
exacerbacdo da parasitemia de animais infectados e tratados por via
intraperitoneal com os triterpenos acido ursélico, acido oleandlico e sal derivado
de acido ursolico. Essa exacerbacdo pode ter sido desencadeada por uma
modulacao inadequada da resposta imune frente as substancias avaliadas. Essa
observacdo pode ser confirmada em um estudo realizado por Eugui et al. (1994)
onde foi relatada a atividade imunomodulatéria apresentada por acido ursoélico e
acido oleandlico. Além disso, Marquez-Martin et al. (2006) demonstraram que
triterpenos pentaciclicos, que exibem propriedade anti-inflamatéria, como acido
oleandlico, participam do processo de modulagdo da resposta imune de forma

dose-dependente.

T. cruzi é capaz de infectar grande numero de espécies de
mamiferos, incluindo muitos dos animais comuns de laboratério. O camundongo
mimetiza a fase aguda caracteristica da doenca, com abundancia de formas
circulantes e teciduais, assim como elevados indices de mortalidade (BRENER,;

ANDRADE; BARRAL-NETO, 2000).

No presente estudo, podemos observar através da visualizagdo das
figuras apresentadas anteriormente (Figuras 6 e 10), a maior intensidade de
parasitismo no tecido cardiaco tanto para a cepa Y como para cepa Bolivia de T.

cruzi. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que o tecido muscular se



destaca como um dos principais sitios onde T. cruzi tem a habilidade de se
desenvolver (TARLETON, 2003). A avaliagdo do parasitismo no tecido esplénico
demonstrou maior parasitismo dos animais infectados com a cepa Y de T. cruzi,
fato que pode estar relacionado com o macréfagotropismo apresentado por essa

cepa (COURA, 2005).

Muitos vegetais sdo investigados na busca de componentes com
atividade tripanocida, e uma grande variedade de compostos fitoquimicos tém sido

avaliados contra Trypanosoma cruzi. Alguns deles apresentam significante atividade in vitro

e se destacam como substancias promissoras para o tratamento e quimioprofilaxia da doencga de

Chagas (ABE et al., 2002). Nesse sentido, diversos estudos realizados relatam a
atividade in vitro de triterpenos como acido ursélico, acido oleandlico e derivados
contra T. cruzi (ABE et al., 2002; CUNHA et al., 2003; CUNHA et al., 2006; LEITE

et al., 2006).

Entretanto, apesar dessa grande diversidade de artigos que tratam
do aspecto da atividade in vitro, pouco se tem avaliado dessas substéncias em
modelos experimentais animais. Sobre esse aspecto, é dificil compararmos o real
efeito de atividade dessas substancias em modelos in vivo e os efeitos que elas

podem determinar sobre o sistema biol6gico.



4.3.7. Avaliacao in vivo das substancias sobre a cepa Y de T. cruzi (via oral —

20mg/ kg)
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Figura 12- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por via
oral com acido ursolico e oleandlico e sal derivado de &acido ursélico na
concentracao de 20 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e
controle negativo animais tratados com solugdo de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e
etanol 5%. Avaliacdo estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada
pelo método de Dunnett.

Analisando os resultados obtidos, verificou-se que em relacdo a
atividade do triterpeno acido ursdlico, houve uma reducdo do numero de formas
circulantes do parasito de 30% quando comparado ao grupo controle negativo
(p<0.05), embora nao tenha ocorrido o deslocamento do pico parasitémico que
permaneceu em torno do 7° dia. Apds o pico parasitémico observou-se uma

reducao discreta do numero de formas tripomastigotas circulantes.



Para os animais tratados com o triterpeno acido oleandlico, verificou-
se o desenvolvimento de curva parasitémica semelhante a observada pelo grupo
controle negativo. Para esses animais a reducdo do numero de formas do
parasito, permaneceu em torno de apenas 4% quando comparado ao grupo

controle negativo (p>0.05).

A andlise de nossos dados revelou uma discreta redugcao do nimero
de formas circulantes do parasita para os animais infectados e tratados com sal de
acido ursolico, de aproximadamente 14% (p>0.05). O pico parasitémico
permanece em torno do 7° dia e apdés o pico observa-se queda dos niveis

parasitémicos.

A exemplo dos resultados anteriormente relatados, para os grupos
de animais infectados e tratados com as substancias em estudo nas duas
concentracdes, nao foi observado um maior tempo sobrevida em relacdo aos
animais do grupo controle negativo, onde a morte aconteceu do 20° ao 22° dia.
Para os grupos de animais submetidos ao tratamento com as substancias a morte

sobreveio no 222 e 23° dia.



4.3.8. Avaliagao in vivo das substancias sobre a cepa Y de T. cruzi (via oral —

50mg/ kQ)
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Figura 13- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por via
oral com acido ursolico e oleandlico e sal derivado de &acido ursélico na
concentracao de 50 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e
controle negativo animais tratados com solugdo de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e
etanol 5%. Avaliacao estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada
pelo método de Dunnett.

Diferente do que acontece com os animais tratados com a dosagem
de 20 mg/ kg pela via oral, na concentracdo de 50 mg/kg, as trés substancias
demonstraram atividade biolégica significativa sobre a cepa Y de T. cruzi, quando
comparadas ao grupo controle negativo.

Os triterpenos acido ursolico, acido oleandlico e o sal derivado de

acido ursdlico nao deslocaram o pico parasitémico (que permaneceu no 7° dia),



entretanto, as trés substancias reduziram de forma significativa o numero de
tripomastigotas circulantes (p<0.01), sendo que os valores de porcentagem de
reducdo parasitaria encontrados foram de 79%, 76% e 68%, respectivamente.
Além disso, o tempo de sobrevida para os animais infectados com a cepa Y de T.
cruzi e submetidos ao tratamento com acido ursélico e oleandlico, também foi
maior em relacdo aos animais pertencentes ao grupo controle. Para os animais
pertencentes ao grupo controle negativo, a morte ocorreu do 20° ao 22° dia, ja
para os animais tratados com &acido ursélico e acido oleandlico, a morte dos
mesmos ocorreu do 232 ao 30° dia de tratamento.

Na Tabela 1 estdo representados os valores absolutos referentes a
reducdo do numero de formas circulantes do parasita ocorrida no pico
parasitémico dos animais que foram submetidos ao tratamento com as
substancias em estudo e com o controle positivo empregado, Benzonidazol. De
acordo com os valores obtidos observa-se a existéncia de atividade biolégica
apresentada por essas substancias, sendo esta mais significativa na concentragao

de 50 mg/ kg.



Tabela 1- Valores absolutos referentes a reducao da parasitemia dos animais do
grupo tratado comparados ao grupo controle negativo. Inéculo de 20.000 formas
tripomastigotas / animal; cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Substéncias administradas | Redugdo parasitaria (%) — Redugdo parasitaria (%) —
20 mg/kg 50 mg/kg

Acido ursdlico 30 79

Acido oleandlico 04 76

Sal de ac. ursdlico 14 68

Benzonidazol 96 98

4.3.9. Avaliacao histolégica do tecido cardiaco e esplénico de animais infectados
com a cepa Y de Trypanosoma cruzi e tratados por via oral com as substancias

em estudo nas concentragdes de 20 e 50 mg/kg

A figura 14 demonstra os aspectos do parasitismo tecidual apresentado
pelos animais infectados pela cepa Y e tratados com as substéncias em estudo.
Apesar da nitida reducdo da parasitemia, observada anteriormente pelos dados
apresentados na figura 13, o aspecto tecidual dos diferentes grupos experimentais
de tratamento é comparavel ao aspecto tecidual apresentado pelo grupo controle
negativo, sendo que podemos observar a presenga de grande quantidade de
ninhos de formas amastigotas para todos os grupos avaliados. Para o grupo de
animais tratados com benzonidazol observamos uma reducdo parasitaria dose-

dependente nos cortes avaliados.



Figura 14 — Fotomicrografias das fibras cardiacas de camundongos infectados e
submetidos ao tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de
formas amastigotas indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo
infectado e tratado com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com
Benzonidazol 50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com &cido ursélico 20 mg/kg;
(E) grupo infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e
tratado com &cido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com &cido
oleandlico 50 mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de &cido ursdlico
20mg/kg; (l) grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 50mg/kg.
Hematoxilina eosina (1000X).

Na avaliagdo do tecido esplénico dos grupos de animais infectados

com a cepa Y e tratados por via oral ndo foi possivel identificar qualquer



correlacdo de atividade biolégica dose-dependente (Figura 15), sendo observado
parasitismo tecidual nos campos analisados em animais submetidos ao tratamento
com as substéncias em estudo na concentragdo de 50 mg/kg. Os ninhos de

amastigotas observados apresentaram, em sua maioria, uma aparente reducao de

tamanho.

Figura 15 - Fotomicrografias do bago de camundongos infectados e submetidos ao
tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de formas amastigotas
indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo infectado e tratado
com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com Benzonidazol
50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com acido ursélico 20 mg/kg; (E) grupo



infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e tratado com
acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com &cido oleandlico 50
mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 20mg/kg; (I) grupo
infectado e tratado com sal de &cido ursélico 50mg/kg. Hematoxilina eosina
(1000X).

4.3.10. Avaliacao in vivo das substancias sobre a cepa Bolivia de T. cruzi (via oral

—20mg/ kg)
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Figura 16- Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por
via oral com &cido ursdlico e oleandlico e sal derivado de acido ursdlico na
concentracdo de 20 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e
controle negativo animais tratados com solugdo de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e
etanol 5%. Avaliacao estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada
pelo método de Dunnett.



A curva parasitémica acima nos permite visualizar claramente que as
substancias em estudo demonstraram atividade biolégica na concentragdo de 20
mg/kg, em relacdo ao grupo controle negativo. A redugcdo do numero de formas
circulantes do parasita, ocorrida no pico parasitémico permaneceu em torno de
60% para os animais tratados com acido ursélico (p<0.05), 40% para os animais
tratados com acido oleandlico (p>0.05) e 21% para os camundongos tratados com
o sal derivado de acido ursoélico (p>0.05). Além disso, o tempo de sobrevida dos
animais infectados e tratados com o triterpeno &cido ursélico foi maior em
comparagao com 0s animais do grupo controle negativo. Para os animais do grupo
controle negativo a morte ocorreu do 21°¢ ao 24° dia e para os animais tratados

com acido ursdlico, o periodo de morte foi do 24° ao 31° dia.



4.3.11. Avaliacao in vivo das substancias sobre a cepa Bolivia de T. cruzi (via oral

— 50mg/ kg)
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Figura 17 - Comportamento parasitémico de animais infectados com 2x10* formas
tripomastigotas da cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi e tratados diariamente por
via oral com acido ursélico e oleandlico e sal derivado de &cido ursélico na
concentracao de 50 mg/kg durante 20 dias. Controle positivo (Benzonidazol) e
controle negativo animais tratados com solugdo de DMSO 5%, TWEEN 2,5% e
etanol 5%. Avaliacdo estatistica realizada por One-Way ANOVA complementada
pelo método de Dunnett.

Na analise da figura 17, nota-se que o tratamento oral com as
substancias avaliadas na concentracdo de 50mg/kg nao foi capaz de reduzir a
parasitemia (p>0.05) nos animais experimentalmente infectados com a cepa
Bolivia de T. cruzi.

Neste caso, os animais que receberam acido ursélico e oleandlico

diariamente exibiram uma constante ascensao da curva parasitémica e para os



animais que foram tratados com o sal derivado do triterpeno é&cido ursdlico,
observou-se o0 desenvolvimento de uma curva parasitémica semelhante aquela
apresentada pelo grupo controle negativo.

O comportamento apresentado pelos animais tratados com as
substancias na concentracao de 50 mg/kg foi diferente em relacdo ao apresentado
pelos animais tratados com a menor concentragdo das mesmas, onde foi
observada uma redugao do numero de formas circulantes do parasita. Entretanto,
para esclarecer esse fenbmeno, uma avaliacdo farmacocinética das substancias
seria necessaria a fim de se determinar a concentracao de substancia circulante
ativa sobre as formas tripomastigotas.

Na Tabela 2 estdo representados os valores absolutos da reducéo
da parasitemia ocorrida no pico parasitémico dos animais submetidos ao
tratamento com cada uma das substancias em estudo. Pelos valores
apresentados, verifica-se a ocorréncia de reducdo parasitéria ocasionada pelas
substancias na concentracdo de 20mg/kg, entretanto, sendo esta significativa

apenas para o triterpeno acido ursdlico.



Tabela 2- Valores absolutos referentes a reducao da parasitemia dos animais do
grupo tratado comparados ao grupo controle negativo. Inéculo de 20.000 formas
tripomastigotas / animal; cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi.

Substéncias administradas | Redugdo parasitaria (%) — Redugdo parasitaria (%) —
20 mg/kg 50 mg/kg

Acido ursdlico 60 00

Acido oleandlico 40 00

Sal de ac. ursdlico 21 00

Benzonidazol 89 98

Em relacdo ao tempo de sobrevida dos animais infectados, o
tratamento com &cido ursolico, acido oleandlico e sal derivado de &cido ursolico na
concentracao de 50 mg/kg nao foi capaz de aumentar a sobrevida dos mesmos
em relacdo ao grupo controle negativo. Para os animais do grupo controle
negativo a morte aconteceu do 212 ao 24° dia e para os animais tratados, do 24°

ao 269 dia.

4.3.12. Avaliacao histoldgica do tecido cardiaco e esplénico de animais infectados
com a cepa Bolivia de Trypanosoma cruzi e tratados por via oral com as

substancias em estudo nas concentra¢des de 20 e 50 mg/kg

Na analise histologica de distintos cortes (Figura 18), verificou-se a
auséncia de ninhos de amastigotas no tecido cardiaco, no material apresentado,

para os animais tratados com as substancias acido ursélico e acido oleandlico na



concentracao de 20mg/Kg. Estes dados confirmam os apresentados na tabela 2,
onde os melhores valores de porcentagem de reducdo parasitaria foram
observados para os grupos de animais tratados com os triterpenos nessa

concentracdo. Os demais grupos de tratamento apresentam ninhos de

amastigotas de diferentes tamanhos.

Figura 18 - Fotomicrografias das fibras cardiacas de camundongos infectados e
submetidos ao tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de
formas amastigotas indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo
infectado e tratado com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com
Benzonidazol 50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com acido ursoélico 20 mg/kg;



(E) grupo infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e
tratado com acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com acido
oleandlico 50 mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de &cido ursélico
20mg/kg; () grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 50mg/kg.

Hematoxilina eosina (1000X).

A andlise das fotos do tecido esplénico apresentadas na Figura 19 revela
que os cortes analisados de animais tratados com &cido ursélico e oleandlico na

concentracao de 50mg apresentaram pequenos ninhos de amastigotas.




Figura 19 - Fotomicrografias do bago de camundongos infectados e submetidos ao
tratamento com as substancias em estudo. Notar os ninhos de formas amastigotas
indicados pelas setas. (A) grupo controle negativo; (B) grupo infectado e tratado
com Benzonidazol 20mg/kg; (C) grupo infectado e tratado com Benzonidazol
50mg/kg; (D) grupo infectado e tratado com &cido ursélico 20 mg/kg; (E) grupo
infectado e tratado com acido ursélico 50 mg/kg; (F) grupo infectado e tratado com
acido oleandlico 20 mg/kg; (G) grupo infectado e tratado com &cido oleandlico 50
mg/kg; (H) grupo infectado e tratado com sal de acido ursélico 20mg/kg; (I) grupo
infectado e tratado com sal de &cido ursolico 50mg/kg. Hematoxilina eosina
(1000X).

Os resultados obtidos nas curvas parasitémicas, onde ocorreu uma
exacerbacao do numero de parasitas sanguineos, nos leva a aventar a hipotese
de um efeito imunossupressor apresentado pelas substancias em estudo, visto
que no trabalho de Cunha et al.,, 2006, os autores observaram uma redugao
consideravel dos indices parasitémicos de animais infectados com a cepa Y de T.
cruzi e tratados com essas substancias pela via intraperitoneal na concentracao
de 2mg/Kg/dia. Dessa maneira, com o aumento da concentragdo (20 e 50 mg/kQ)
os triterpenos &cido ursolico e acido oleandlico estariam interferindo no
desenvolvimento do controle da parasitemia pelo hospedeiro.

Por outro lado, a significativa redugdo do parasitismo ocasionado em
razao do tratamento oral pelo acido ursélico pode estar baseado no fato de que o
nivel de absor¢cao da substancia pela via intestinal € bem reduzida, fato esse
comprovado por Liao et al. (2005) onde os autores avaliaram a farmacocinética do

acido ursoélico administrado pela via oral.



Em 2006 Song et al. realizaram um estudo farmacocinético do
triterpeno acido oleandlico em voluntarios chineses e verificaram que a
concentracdo maxima plasmatica foi em torno de 10 ng/ml e o tempo necessario
para atingir a concentracdo maxima foi de 5,2 horas ap6s a administracdo de
capsulas contendo 40 mg de acido oleandlico por via oral indicando, portanto, uma
lenta absorcdo in vivo para esta substancia. Além disso, a biodisponibilidade
absoluta de acido oleandlico foi extremamente baixa (0,7%) para doses orais de
25 e 50 mg/kg em ratos, podendo esse fato estar relacionado com a baixa
absorcao gastrointestinal dessa substancia (JEONG et al., 2007; Xl et al., 2009).

Consequentemente, os melhores resultados obtidos em nosso
estudo pela administracao dos triterpenos acidos por via oral podem apresentar
um menor efeito sobre o sistema imune, promovendo melhor controle da
parasitemia no modelo experimental empregado.

Como descrito anteriormente para a via intraperitoneal, os dados
obtidos em relagdo ao tratamento dos animais pela via oral também demonstraram
a diferenca de suscetibilidade das cepas frente aos compostos avaliados, ou seja,
foi possivel verificar uma reducado parasitaria mais significativa para a cepa Y em
relacdo a cepa Bolivia. Comparando os resultados do presente trabalho com o
estudo in vitro realizado por nosso grupo de pesquisa em 2006, também
observamos um melhor efeito das substancias &cido ursélico, &cido oleandlico e
sal derivado de acido ursélico sobre as formas tripomastigotas da cepa Y em
relacdo a cepa Bolivia de T. cruzi (FERREIRA, 2006; CUNHA et al., 2006;

FERREIRA et al., 2010), o que pode indicar uma maior suscetibilidade desta cepa



frente aos compostos avaliados, observada tanto no estudo in vivo como no
estudo in vitro.

Substancias de origem natural com atividade tripanocida poderiam
ser consideradas promissoras, embora em alguns casos, sua utilizagdo seja
limitada devido a baixa solubilidade das mesmas (LEITE et al., 2006). A
solubilidade dos triterpenos acido ursélico e acido oleandlico em agua é reduzida,
0 que limita a biodisponibilidade desses compostos no organismo. Tal fato motiva
0s grupos de pesquisadores a se esforcarem na tentativa de promover um
aumento da solubilidade desses triterpenos através da sintese de derivados
modificados quimicamente (LIU, 2005; Xl et al., 2009).

Nesse sentido, um dos objetivos do presente estudo foi realizar a
modificagdo estrutural do triterpeno acido ursélico visando melhorar a
solubilizacdo desse composto e, consequentemente, potencializar sua atividade
biolégica. Entretanto, a reducao parasitaria alcangada para o sal derivado de acido
ursélico ndo foi superior a apresentada pelo composto original.

Apesar da predominancia do tropismo para um tipo celular
especifico, observada para cada biodema na fase aguda da infec¢do, diversos
orgaos e tecidos podem estar parasitados por uma mesma cepa (COURA, 2005).

Basicamente, as alteragdes tissulares predominantes na fase aguda
da doenca, dependem do tropismo da cepa e do seu potencial de determinar uma
reacdo necrotico-inflamatéria nos diversos 6rgaos, bem como da resposta
imunolégica que se desencadeia. Deste modo, na infecgao com cepas do biodema
Tipo |, observa-se, nas fases iniciais, ao redor de 10 dias pods-infeccéao,

predominancia do macrofagotropismo, com intensa proliferacao e parasitismo de



macréfagos nos centros germinais dos foliculos do baco, porém as lesdes sao
disseminadas pelo organismo devido a ampla distribuicdo de células do sistema
fagocitico mononuclear. Entretanto, ao atingir a fase mais avangada da infecgéao
aguda, é evidente o miotropismo, com acentuado parasitismo e lesdes
inflamatérias do miocardio. Na infeccdo aguda com as cepas do biodema Tipo I,
as lesbdes predominantes ocorrem no miocardio, com acentuado parasitismo das
células cardiacas, evoluindo para a destruicdo dos miocitos parasitados. Em
menor grau, ha também lesdes de musculo esquelético e parasitismo de musculos
lisos da parede intestinal. Os macréfagos sao raramente parasitados. Na infecgao
com as cepas de biodema Tipo Il ha, na fase aguda, nitido miotropismo com
lesbes necrotico-inflamatérias em miocardio e em musculo esquelético (COURA,
2005).

Da mesma forma, em nosso estudo, observamos um grande
parasitismo de esplendcitos e células cardiacas em animais infectados com a
cepa Y de T. cruzi, em comparacao com aqueles infectados pela cepa Bolivia,
onde ocorreu maior parasitismo do tecido cardiaco. Para as duas cepas, 0s
tecidos avaliados dos diferentes grupos experimentais apresentaram diferente
distribuicdo de ninhos de amastigotas.

Nos grupos tratados por via oral ndo foi observada a correlagao entre
parasitismo tecidual e sanguineo em todos os grupos, principalmente em relacao a
cepa Y onde se observou reducado parasitaria significativa no pico parasitémico,
com intenso parasitismo tecidual.

Para tanto, independentemente da cepa avaliada e da natureza do

7

mecanismo de atividade biolégica da substadncia em estudo € necessario a



utilizacdo de métodos mais sensiveis para a realizacdo de um estudo mais
completo de verificacdo da eficacia de tratamento em nivel tecidual, como real-

time PCR, métodos enziméticos, imunohistoquimica, entre outros.

O desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitaria, de modo
geral, pode ocorrer através do estabelecimento de principios ativos de plantas
utilizadas na medicina popular, investigacdo de drogas ja aprovadas para o
tratamento de outras doencas, ou através da determinacdo de alvos especificos
identificados em vias metabdlicas chave para o parasito (CASTRO; SOEIRO,
2009).

Entretanto, a quimioterapia das doengas parasitdrias ainda
representa um grande desafio para a industria farmacéutica. A eficacia de um
farmaco muitas vezes se torna limitada pela incapacidade do mesmo em atingir o
seu alvo em uma concentragdo suficiente e por um periodo adequado. Assim,
apenas uma pequena fragdo do agente antiparasitario é realmente capaz de
atingir os patégenos em seus locais especificos, enquanto parte do medicamento
permanece sem exercer seu efeito (KAYSER; KIDERLEN, 2003).

O interesse no tratamento da doenca de Chagas sempre foi muito
grande e ainda hoje se mostra como prioridade, principalmente depois que os
principais meios de transmissdo da doenga foram parcialmente controlados em
alguns paises da America Latina, restando como desafio tratar milhdes de

individuos ja infectados.



4.4. Avaliacoes bioquimicas

O conhecimento dos valores dos diferentes parametros fisiolégicos é
critério significativo para a avaliacdo da homeostase, para a avaliacdo de
modificagdes induzidas por processos patoldgicos e para a avaliacdo dos
resultados obtidos nos procedimentos experimentais (CARVALHO et al., 2009).

Nesse sentido, avaliamos no presente estudo os niveis séricos de
alguns parametros fisiolégicos apos o tratamento com os triterpenos acido ursélico
e acido oleandlico, a fim de se verificar um possivel efeito toxico apresentado
pelas substancias sobre o sistema hepatico, biliar e renal que justificasse o
aumento dos niveis parasitémicos observados. Os parametros bioquimicos
avaliados foram: as enzimas  aspartato-aminotransferase,  alanina-
aminotransferase, Gama-glutamil transferase e fosfatase alcalina, uréia,

creatinina, glicose e bilirrubinas.

4.4.1. Determinacdo dos niveis de aspartato amino transferase (AST) e alanina

amino transferase (ALT)

As transaminases AST e ALT catalisam a conversao de aspartato e
alanina em oxaloacetato e piruvato, respectivamente, e sdo parametros Uteis para
avaliacdo da fungcdo hepatica. Elevagbes das transaminases ocorrem nas
hepatites, cirrose, colestase, pancreatite € com 0 uso de alguns medicamentos

(KAPLAN; PESCE, 2003).



Os valores obtidos da determinagédo dos niveis séricos de aspartato
amino transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT) estao representados

na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores maximos e minimos, obtidos nos diferentes grupos
experimentais, referentes aos niveis séricos de aspartato-aminotransferase (AST)
e alanina-aminotransferase (ALT) em animais submetidos ao tratamento com

acido ursolico e acido oleandlico, nas concentragdes diarias de 20 e 50 mg/Kg.

Grupo AST (U/L) ALT (U/L)
Acido Ursolico (20mg/Kg/dia) 53-75 37 - 51
Acido Ursélico (50mg/kg/dia) 42 — 96 30 - 48
Acido Oleandlico (20mg/kg/dia) 45— 77 33 - 51
Acido Oleandlico (50mg/kg/dia) 58 — 101 32 - 56
Controle 48 —76 35-52

Na maioria dos casos podemos observar a coincidéncia da faixa de
valores entre os grupos experimentais avaliados. Apenas para o grupo tratado
com as substéncias na dosagem de 50 mg/Kg/dia é que observamos uma
pequena exacerbagdo dos valores obtidos, e mesmo assim para apenas um dos
animais tratado, em cada grupo.

Entretanto, quando avaliamos estatisticamente a mediana obtida
(Figura 20) em cada grupo experimental em relagdo ao grupo controle, nao

observamos valores estatisticamente significativos (p>0,05).



Tanto AST como ALT sao enzimas séricas cuja elevagcao dos niveis
séricos demonstra algum nivel de comprometimento hepatico, mesmo possuindo a
AST produzida no miocardio importante papel na contribuicdo sérica total
(AMACHER, 1998; BISHOP; DUBEN-ENGELKIRK; FODY, 2000).

Assim, fica claro que as substancias avaliadas, mesmo nas elevadas
concentracdes observadas no presente experimento, ndo promoveram nenhum

tipo de comprometimento hepatico aos animais.
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Figura 20 - Comparacao estatistica dos valores obtidos para AST (A) e ALT (B)
nos diferentes grupos experimentais avaliados pelo método multicomparativo de

Dunnett (n = 5; ns = ndo significativo).

Segundo Jeong (1999) o tratamento com &cido oleandlico em
concentracdes de 10-100 mg/kg reduziu de forma significativa a hepatotoxicidade
induzida por tetracloreto de carbono, evidenciada pela diminuicdo dos niveis
séricos de ALT, sendo este efeito dose-dependente.

Apbs a inducado de dano hepatico em ratos, induzido por solventes
organicos, e posterior tratamento com &cido ursélico, Xiong et al. (2003)
observaram a restauracao da normalidade dos niveis de AST e ALT dos animais,

comprovando o efeito hepatoprotetor dessa substancia.

4.4.2. Determinacdo de gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina
(ALP)

A Tabela 4 representa os valores correspondentes a dosagem da
enzima gama-glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (ALP) no soro de

ratos Wistar machos tratados pelas substancias em avaliagcao.

Tabela 4 - Valores minimos e maximos, obtidos nos diferentes grupos
experimentais, referentes aos niveis séricos de gama glutamil transferase (GGT) e
fosfatase alcalina (ALP) em animais submetidos ao tratamento com acido ursélico

e &acido oleandlico, nas concentragdes diarias de 20 e 50 mg/Kg.



Grupo GGT (U/L) ALP (U/L)
Acido Ursolico (20mg/Kg/dia) 1-9 116 — 228
Acido Ursélico (50mg/kg/dia) 3-12 132 — 281
Acido Oleandlico (20mg/kg/dia) 1-10 127 -295
Acido Oleandlico (50mg/kg/dia) 6—14 130 - 315
Controle 1-8 108 — 327

Pelos resultados obtidos na dosagem de GGT observamos uma
pequena elevagao dos niveis maximos dos grupos de animais tratados com os
triterpenos acidos na concentragdo de 50mg/Kg/dia. Para ALP todos os valores
obtidos para os grupos tratados se mostraram dentro dos niveis do grupo controle.

A exemplo do ocorrido para AST e ALT, os valores correspondentes
a mediana obtida para GGT nao apresentam diferenga estatisticamente
significante, pois a dispersao observada na Figura 21 retrata apenas um animal de

cada grupo apresentando valores alterados para essa enzima.
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Figura 21 - Comparacao estatistica dos valores obtidos para GGT (A) e ALP (B)
nos diferentes grupos experimentais avaliados pelo método multicomparativo de

Dunnett (n = 5; ns = ndo significativo).

Saraswat, Visen e Agarwal (2000) avaliaram o efeito do &cido
ursélico apos a toxicicidade induzida por etanol em hepatocitos de ratos, utilizados
como um modelo hepatico in vitro. Nesse estudo os autores observaram que 0s
niveis de AST, ALT e ALP foram restaurados e que o efeito protetor conferido pelo

triterpeno acido ursdlico foi dose dependente.



Em 2005, Kim et al. demonstraram o efeito hepatoprotetor de acido
oleandlico (30mg/kg) apds toxicidade induzida por tetracloreto de carbono e
verificaram uma diminui¢cdo dos niveis séricos de AST, ALP e GGT em virtude do
tratamento dos animais com este triterpeno.

Tanto a fosfatase alcalina como a gama-glutamil transferase séo
enzimas relacionadas a fragdo microssomal e ao sistema biliar. A gama-glutamil
transferase € um marcador sensivel de doenca inflamatéria ou lesdo hepatica e
esta significativamente elevada nas doencas obstrutivas da via biliar. Essa enzima
apresenta maior especificidade que a fosfatase alcalina e a aspartato amino
transferase na avaliacao de disturbios hepaticos, pois nao se observa elevacao de
sua atividade sérica na doenca 6ssea € na gravidez como ocorre para a fosfatase
alcalina, nem para doengcas do musculo esquelético, como observado para a
aspartato amino transferase (KAPLAN; PESCE; KAZMIERCZAK, 2003).

Assim, de acordo com os resultados apresentados em nosso estudo
ndo foi constada nenhuma variacdo significativa para os niveis de fosfatase
alcalina e gama-glutamil transferase determinada pelos &cidos ursolico e

oleandlico.

4.4.3. Determinacao de uréia e creatinina

Com a finalidade de avaliarmos possiveis alteracdes da funcao renal
nos grupos de animais tratados com os triterpenos acidos nas concentragbes de
20 e 50 mg/Kg, comparamos os valores séricos obtidos da dosagem de uréia e

creatinina.



Assim, os valores obtidos para tais parametros estao representados

na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores séricos minimos e maximos determinados na dosagem de uréia
e creatinina de ratos Wistar machos tratados com acido ursoélico e acido oleanélico

nas dosagens de 20 e 50mg/Kg/dia.

Grupo Uréia (mg/dL) creatinina (mg/dL)
Acido Ursolico (20mg/Kg/dia) 41 — 51 0,6-0,8
Acido Ursélico (50mg/kg/dia) 38 — 56 0,4-0,7
Acido Oleandlico (20mg/kg/dia) 37 -57 0,5-0,6
Acido Oleandlico (50mg/kg/dia) 35-60 0,4-0,6
Controle 42 — 52 0,6 -0,8

Apesar da observacdo de uma maior amplitude entre os valores
maximos e minimos observados para a dosagem de uréia nos grupos tratados
com &cido oleandlico e no grupo tratado com &cido ursélico na dosagem de 50
mg/dL, nao foi observada variagdo significativa para esse parametro quando
comparados os valores médios obtidos dos grupos experimentais em relacdo ao
grupo controle (Figura 22 A). Para os niveis séricos de creatinina a mesma
observacdo é valida, pois apesar da amplitude de valores ser maior para 0s
grupos tratados, ndo houve variacao significativa entre as suas medianas (Figura
22 B).

Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, o
estudo realizado por Mapanga et al. (2009) demonstrou que acido oleandlico na

concentracdo de 60 mg/kg extraido da espécie vegetal Syzygium cordatum,



reduziu a concentracao plasmatica de creatinina em animais diabéticos tratados
por via oral durante cinco semanas. De acordo com os resultados obtidos nesse
estudo, os autores sugerem que o triterpeno &cido oleandlico pode apresentar
efeitos benéficos em casos associados ao comprometimento renal de animais
diabéticos.

O efeito nefroprotetor de acido oleandlico também foi observado
através da reducao dos niveis de uréia e creatinina no soro de animais tratados
por via oral com esse triterpeno nas concentracées de 40-80mg/kg, comparados

com animais do grupo controle (CHANDRAGOUDA et al., 2010).
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Figura 22 - Comparacéo estatistica dos valores obtidos para uréia (A) e creatinina

(B) nos diferentes grupos experimentais avaliados pelo método multicomparativo
de Dunnett (n = 5; ns = ndo significativo).

No caso da uréia, € vdlido salientar que esse € um dos principais
catabdlitos dos aminoacidos, produzido no figado, originada pela ligacdo de dois

grupos aminicos, a partir da degradagdao de aminoacidos, a uma molécula do

diéxido de carbono.



A partir do momento que ocorre a filtracdo glomerular nos rins a
uréia, lancada de forma constante na corrente circulatoria, pode sofrer reabsorcao
parcial, sendo o excedente um dos principais constituintes da excre¢ao urindria.

Ja a creatinina é produzida pela utilizacao da fosfocreatina muscular,
onde no momento do exercicio muscular ocorre defosforilacdo das moléculas de
fosfocreatina para a obtengdo de energia. Dessa maneira a molécula de creatina
resultante sofre ciclizacdo ndao enzimatica, transformando-se em creatinina. De
maneira semelhante a uréia, a creatinina, em situacdes de normalidade do
funcionamento muscular, é constantemente produzida e lancada no sangue,
sofrendo filtragcdo em nivel renal.

Assim, para ambos metabdlitos, um aumento dos seus niveis séricos
pode ser resultado advindo de problemas no processo de insuficiéncia renal, como
alteracdo dos niveis de filtragdo glomerular, causado por um estado patolégico do

organismo (BISHOP; DUBEN-ENGELKIRK; FODY, 2000).

4.4 4. Determinacao dos niveis de glicose

A determinacao do aumento dos niveis séricos de glicose demonstra
nao s6 alguma deficiéncia na producdo de insulina causada por processos
patolégicos no pancreas, como também condicdes como a obesidade e uso de
determinados tipos de medicamento que podem levar a uma diminuicdo da
sensibilidade a insulina por algumas células, mesmo diante do perfeito
funcionamento fisioldgico pancreatico (KAPLAN; PESCE; KAZMIERCZAK, 2003;

RAVEL, 1997).



Dessa forma torna-se importante a avaliacdo desse parametro para
determinagédo de possivel toxicidade aguda na avaliagcdo de novos candidatos a
farmacos.

A Tabela 6 demonstra os valores maximo e minimo encontrados para
0s niveis séricos de glicose de animais tratados com &cido ursoélico e oleandlico

nas dosagens de 20 e 50mg/Kg/dia.

Tabela 6 - Valores séricos minimos e maximos determinados na dosagem nos
niveis de glicose em ratos Wistar machos tratados com acido ursélico e acido
oleandico nas dosagens de 20 e 50mg/Kg/dia.

Grupo Glicose (mg/dL)
Acido Ursolico (20mg/Kg/dia) 100 — 142
Acido Ursélico (50mg/kg/dia) 103 — 147
Acido Oleandlico (20mg/kg/dia) 109 — 149
Acido Oleandlico (50mg/kg/dia) 108 — 145
Controle 108 — 150

Pelos resultados apresentados observamos que néo houve
hiperglicemia em nenhum dos grupos avaliados, sendo todos os valores obtidos
dentro da faixa de normalidade em relacdo ao grupo controle (p>0,05). Esse fato

pode ser melhor visualizado na avaliagdo da Figura 23.



ns ns ns
| ns e T f—
= 140 I
3
()]
E
2 120-
5, 100- 14 -
80 ] 1 ) ) ]
° ) > 'y Y
O
S ® W W ¥

Figura 23- Comparacgéao estatistica dos valores obtidos para glicose nos diferentes
grupos experimentais avaliados pelo método multicomparativo de Dunnett (n = 5;

ns = n&o significativo).

Estudos recentes demonstram que o triterpeno acido ursolico
apresenta funcao semelhante a insulina estimulando a captacao de glicose pelas
células (LEE; THUONG, 2010) e que sua utilizacdo pode ser benéfica na
prevencao de complicacdes diabéticas (JANG et al., 2009).

CUNHA et al. (2008) observaram a atividade hipoglicemiante do
extrato hidroalc6olico da espécie vegetal Leandra Lacunosa, confirmando assim
seu uso na medicina popular, no tratamento do diabetes mellitus. Os autores
sugerem que a atividade hipoglicemiante do extrato poderia ocorrer principalmente
devido a presenca dos constituintes majoritarios do extrato, entre eles destaca-se
o triterpeno &cido ursélico.

GAO et al. (2009) avaliaram a atividade hipolipidémica e o efeito
hipoglicemiante de acido oleandlico em ratos com diabetes induzida por aloxano.

Ap6s a administragao por via oral desse triterpeno nas concentragoes de 60 e 100



mg/kg, foi constatada a diminuicdo dos niveis de glicose, além da redugéo dos
niveis séricos de AST, ALT e ALP. Esses resultados indicam que o tratamento
com acido oleandlico poderia conferir protegcdo hepatica e exibir atividade

hipoglicemiante em ratos diabéticos.

4.4.5. Determinacao dos niveis de bilirrubina

Um aumento dos niveis séricos de bilirrubina, além das enzimas
hepaticas ja avaliadas, pode indicar comprometimento da atividade do figado ou
do conduto biliar. Pode se apresentar na forma de glicorunideos de bilirrubina,
também chamada de bilirrubina direta ou ligada a albumina, chamada de
bilirrubina indireta.

A fracdo ligada a albumina indica produto do catabolismo de
hemoglobina devido a degradacéao de eritrécitos, sendo metabolizada pelo figado,
podendo ser liberada tanto pela via intestinal, na sua grande maioria, como pela
via renal. Se essa fracdo estiver aumentada pode indicar destruicdo exacerbada
de eritrocitos, problemas de sua captagdo ou transporte pelos hepatdcitos ou
alteragdo na conjugacao por deficiéncia ou por competicao pela enzima glicuronil-
transferase. Caso o aumento dos niveis séricos for de bilirrubina metabolizada
pela glicuronil-transferase (direta) as alteragbes patoldégicas podem ser
interpretadas por dificuldades na eliminacdo pds-conjugacdo com as colestases
intra ou extra-hepaticas (MILLER; GONCALVES, 1999; RAVEL, 1997).

Os resultados obtidos para estes parametros estao apresentados na

Tabela 7 e demonstram ndo haver elevagéo significativa dos niveis de bilirrubina



direta e bilirrubina total para os grupos de animais tratados quando comparados

ao grupo controle.

Tabela 7- Valores séricos minimos e maximos determinados na dosagem nos
niveis de bilirrubina direta e bilirrubina total em ratos Wistar machos tratados com

acido ursolico e acido oleandico nas dosagens de 20 e 50mg/Kg/dia.

Grupo Bilirrubina direta Bilirrubina total
(mg/dL) (mg/dL)
Acido Ursolico (20mg/Kg/dia) 0,1-0,2 02-04
Acido Ursélico (50mg/kg/dia) 0,1-0,3 02-04
Acido Oleandlico (20mg/kg/dia) 0,2-0,3 0,2-04
Acido Oleandlico (50mg/kg/dia) 0,2-04 0,3-04
Controle 0,1-0,4 0,3-0,5

Quando as medianas dos dados foram estatisticamente comparadas
entre os grupos tratados e grupo controle pelo teste de Dunnett (Figura 24)
observamos valores estatisticamente significantes para o grupo tratado com acido
ursélico na dosagem de 50mg/kg/dia, quando avaliados os niveis de bilirrubina
total (p<0,05). Apesar dessa variagao significativa, salientamos que os valores se
apresentaram, em sua maioria, abaixo dos valores de referéncia, indicando que

essa significancia é resultado da hepatoprotecéo conferida pelo &cido ursélico.
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Figura 24- Comparacéo estatistica dos valores obtidos para bilirrubina direta e
total nos diferentes grupos experimentais avaliados pelo método multi-comparativo
de Dunnett (n = 5; ns = ndo significativo; significante para p<0,05).

Nossos dados comprovam aqueles obtidos por Saravanan,
Viswanathan e Pugalendi (2006) que determinaram o grau de prote¢do hepatica
determinada pelo acido ursélico em ratos que tiveram hepatotoxicidade induzida
por etanol. Os autores observaram que a dose de 20mg/Kg/dia, durante 30 dias,

garantiu efeitos hepatoprotetores semelhantes ao farmaco silimarina, conhecido



regenerador hepatico, retornando os niveis de bilirrubina total e direta aos niveis
de normalidade. J& em 2007, Vidya et al. relataram o mesmo efeito para animais
que tiveram a hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono onde o
triterpeno &cido ursdlico revelou atividade hepatoprotetora semelhante a atividade
apresentada pela droga padrao silimarina.

Martin-Aragon et al. (2001) investigaram o possivel efeito protetor de
acido ursélico frente a alteragdes induzidas por tetracloreto de carbono. Os
autores sugeriram que o triterpeno acido ursélico pode prevenir o inicio e
propagacao do processo de peroxidacdo lipidica através da conjugacao de
radicais livres com glutationa, contribuindo para o controle do dano oxidativo e
protecado tecidual. A inibicao da peroxidacao lipidica e aumento dos niveis de
glutationa pelo triterpeno acido oleandlico, parece desempenhar importante papel
para o processo de prevencdo de lesdo hepatica induzida por tetracloreto de
carbono (LIU, 1995).

Portanto, o alto carater hepatoprotetor dessas substancias,
associado a auséncia de toxicidade aguda induzida aos animais no presente
experimento, baseado nos parametros avaliados, nos assegura de que 0 aumento
dos niveis parasitémicos observado nos diferentes grupos experimentais nao esta
associado ao efeito das substéncias no tecido. Na realidade esses resultados
comprovam a observacao ja realizada para os ensaios de determinacao de dose

letal (DLso) que comprovaram a utilizacao segura das substancias.



4.5. Interferéncia dos triterpenos na producao de interleucinas

A invasao de diversos tipos celulares, em especial macroéfagos, pelo
T. cruzi inicia uma série de interacbes que mobilizam a resposta imune inata do
hospedeiro. Tipicamente ocorre em macrofagos a secrecao da citocina IL-12, que
ativa células NK (natural killer) a produzirem a citocina IFN-y (ALIBERTI et al.,
1996). Esta age reciprocamente sobre macréfagos, ativando-os para a atividade
microbicida (GAZZINELI et al., 1992; ALIBERTI et al., 1996). Em associacdao ao
TNF-a, o IFN-y produzido por células NK ativa a expressao em macréfagos da
enzima oOxido nitrico (NO) - sintase e a producado de NO, com atividade toxica
sobre T. cruzi (GAZZINELI et al., 1992; MUNOZ-FERNANDEZ; FERNANDEZ;
FRESNO, 1992).

O IFN-y estd associado a resisténcia do hospedeiro a infeccao
durante a fase aguda (SILVA et al.,1992; SAMUDIO et al., 1998). Em modelos
experimentais, na fase aguda da infeccéo pelo T. cruzi, a administracao de IFN-y
tem efeito protetor, enquanto sua neutralizagcdo resulta em aumento da
suscetibilidade. A produgdo dessa citocina, no inicio da infeccdo diminui a
mortalidade dos animais infectados apesar de nao eliminar a infeccdo (SILVA et
al., 1992; MINOPRIO et al., 1993; CARDILLO et al., 1996).

Nas infegbes murinas com T. cruzi, uma das citocinas mais
importantes envolvidas na defesa do hospedeiro € o IFN-y, considerado um
importante ativador de macrofagos através do aumento da habilidade destas

células em matar parasitas tais como T. cruzi in vivo e in vitro, Trypanosoma



brucei, Leishmania sp., Toxoplasma gondii e Plasmodium sp (SONNENFELD;
MERIGAN, 1979). No caso de T. cruzi IFN-y tem sido apontado como um inibidor
do desenvolvimento parasitario dentro das células do hospedeiro in vitro (PLATA
et al., 1984; WIRTH et al., 1985) e os indutores de IFN-y (JAMES et al., 1982)
podem diminuir a parasitemia e aumentar a longevidade de camundongos
infectados.

Esses trabalhos indiretamente justificam os nossos resultados onde
0s animais tratados com os triterpenos acido ursélico e oleandlico apresentaram
uma diminui¢ao significante nas concentracdes de IFN-y (Figura 25), justificando o
aumento exacerbado da parasitemia observada nestes grupos de animais
tratados.

Estes resultados parecem estar de acordo com o estudo de Ahmad
et al. (2006), onde os autores verificaram que o triterpeno acido ursélico exerceu
um efeito inibitério dose dependente sobre a producéo de IFN-y em animais com
artrite induzida tratados por via oral.

Um trabalho mais recente também demonstrou que o triterpeno acido
oleandlico administrado intraperitonealmente na concentragdo de 0,5 mg/kg foi
capaz de suprimir a producdo de citocinas proé-inflamatérias como IFN-y e de

estimular, por outro lado, a producéo de IL-10 (NATARAJU et al., 2009).
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Figura 25 - Dosagem de IFN-y expressa em pg/ml em camundongos Balb/c
machos ndo infectados e infectados com 2x10* formas tripomastigotas
sanguicolas da cepa Y de T. cruzi com ou sem tratamento no 7° dia de
experimento. Grupo Cl (machos infectados e néo tratados), grupo CNI (machos
nao infectados e nédo tratados), grupo TAU (machos infectados e tratados com
acido ursolico 20 mg/kg), grupo TAO (machos infectados e tratados com acido
oleandlico 20mg/kg), grupo CTAU (machos nao infectados e tratados com acido
ursolico 20 mg/kg) e grupo CTAO (machos nao infectados e tratados com &cido
oleandlico 20 mg/kg). Avaliagdo estatistica realizada pelo método One-Way
ANOVA, com teste complementar de Bonferroni para amostras em relagdo ao

controle infectado (*** p<0,001).

Dessa forma, o estudo do comportamento da curva parasitémica nos
animais infectados e tratados com os triterpenos nos leva a crer que a acao
dessas drogas direcionou a reposta imune do hospedeiro para o tipo TH2. E esta
hipotese pode ser demonstrada através dos dados obtidos na dosagem de IL-10,
em virtude do aumento significante das concentra¢des desta citocina (Figura 26).

Martin et al. (2010) também observaram aumento dos niveis séricos

de IL-10 apo6s o tratamento com 4cido oleandlico na concentragdo de 50 mg/kg por



via intraperitoneal, de animais que apresentavam esclerose multipla. Nesse estudo
0os autores ainda relatam os efeitos benéficos de acido oleandlico em inibir a
producdo de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y, que sdo essenciais para a

progressao da doenca.
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gura 26 - Dosagem de IL-10 expressa em pg/ml em camundongos Balb/c machos
nao infectados e infectados com 2x10* formas tripomastigotas sanguicolas da
cepa Y de T. cruzi com ou sem tratamento no 7° dia de experimento. Grupo ClI
(machos infectados e nao tratados), grupo CNI (machos nao infectados e nao
tratados), grupo TAU (machos infectados e tratados com &cido ursélico 20 mg/kg),
grupo TAO (machos infectados e tratados com acido oleandlico 20mg/kg), grupo
CTAU (machos nao infectados e tratados com acido ursélico 20 mg/kg) e grupo
CTAO (machos néao infectados e tratados com acido oleandlico 20 mg/kg).
Avaliagdo estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA, com teste
complementar de Bonferroni para amostras em relacdo ao controle infectado (*
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;).



A producédo de IL-10 é necesséria para neutralizar os efeitos
inflamatorios letais das citocinas tipo | produzidas. Entretanto, diferentes estudos
demonstraram a correlagdo entre maior suscetibilidade de linhagens murinas a
infeccdo chagasica e uma maior produgdo da citocina antiinflamatéria IL-10
(MINOPRIO et al.,, 1993; REED et al.,, 1994). Camundongos geneticamente
deficientes de IL-10 sdo capazes de controlar melhor a infeccdo pelo T. cruzi
(ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996).

Alguns trabalhos relatam que a IL-10 pode inibir a producao de IFN-
v, bem como os efeitos protetores dessa citocina e que esse fenémeno poderia,
portanto, estar relacionado com a exacerbacao da infeccao (FIORENTINO et al.,
1991; SILVA et al., 1992). Dessa forma, a producdo aumentada dessa citocina
poderia neutralizar os efeitos benéficos da resposta TH1 durante a infecgao.

Estes dados poderiam estar de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho e o aumento de IL-10 relacionado a maior suscetibilidade dos
animais a infecg¢éo por T. cruzi.

A importancia da IL-4 em determinar a suscetibilidade a infeccao
pelo T. cruzi ainda nao tem sido completamente esclarecida, mas ha evidéncias
de que a secrecdo aumentada de IL-4 estaria associada ao aumento da
suscetibilidade de animais infectados com a cepa Tulahten de T. cruzi (HOFT;
LYNCH; KIRCHHOFF, 1993).

Em 2001 Soares et al. verificaram que animais nocaute para IL-4

foram mais resistentes a infeccao pela cepa Colombiana de T. cruzi apresentando



baixos niveis parasitémicos e menor parasitismo tecidual, além de uma maior
producao de IFN-y.

Em relacdo a producao de IL-4 (Figura 27) ndo observamos valores
estatisticamente significativos entre os diferentes grupos avaliados para esta

citocina (p> 0.05).
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Figura 27- Dosagem de IL-4 expressa em pg/ml em camundongos Balb/c machos
nao infectados e infectados com 2x10* formas tripomastigotas sanguicolas da
cepa Y de T. cruzi com ou sem tratamento no 7° dia de experimento. Grupo ClI
(machos infectados e nao tratados), grupo CNI (machos nao infectados e nao
tratados), grupo TAU (machos infectados e tratados com &cido ursélico 20 mg/kg),
grupo TAO (machos infectados e tratados com acido oleandlico 20mg/kg), grupo
CTAU (machos nao infectados e tratados com acido ursélico 20 mg/kg) e grupo
CTAO (machos néao infectados e tratados com acido oleandlico 20 mg/kg).
Avaliagdo estatistica realizada pelo método One-Way ANOVA, com teste

complementar de Bonferroni para amostras em relagdo ao controle infectado.

Varios estudos tém mostrado que o estresse pode comprometer a

funcdo imunolégica (KHANSARI et al., 1990; SANTOS et al., 2005; SANTOS et



al., 2007), podendo induzir 0 aumento da producéo de IL-10 e suprimir a produgao
de citocinas pré-inflamatérias, como o IFN-y (GLASER et al., 1986). De acordo
com os resultados obtidos verificamos que as substancias utilizadas tanto na
concentracdo de 20 como de 50mg ocasionaram uma exacerbacdo dos niveis
parasitémicos, com diminuicdo de IFN- y, aumento de IL-10 e, apesar de nao
significante, uma tendéncia ao aumento de IL-4. Tal fato poderia estar relacionado
com o tipo de tratamento utilizado. As injecdes intraperitoneais diarias, por 20 dias
consecutivos, causa aos animais um estresse muito acentuado. No caso
especifico de nosso experimento o desconforto da dor das inje¢cdes poderia
constituir um tipo de estresse envolvido. Isso certamente induz uma elevagéao
significativa dos niveis de corticosterona secretados pelo cortex da adrenal
influenciando negativamente no processo de controle da replicacao parasitaria e
consequentemente levando ao deslocamento para uma resposta TH-2. No caso
de nosso primeiro trabalho onde se utilizou tratamento intraperitoneal com 2mg
observou-se uma redugcdo da parasitemia ndo obstante ao mesmo tipo de
tratamento. Isso nos leva a crer que a diferenca entre as concentracdes utilizadas
pode ter sido um fator marcante no direcionamento da resposta imune. Assim uma
dose dez vezes maior injetada intraperitonealmente possui maior possibilidade de
uma absorcao mais rapida e eficaz de forma que os picos de atuagao nesse tipo
de tratamento induzem altas concentracdes sanguineas e teciduais provavelmente
ocasionando uma interferéncia na modulacao da resposta imune do hospedeiro.
Para finalizar, de acordo com os resultados obtidos, sugerimos um

possivel efeito imunossupressor apresentado pelos triterpenos acido ursélico e



acido oleandlico nas concentragées mais elevadas, diminuindo a magnitude da
resposta imune do hospedeiro em controlar a replicagdo parasitaria. Outros
trabalhos relatam a atividade imunomodulatéria atribuida aos triterpenos &cido
ursélico e acido oleandlico (CHIANG et al., 2003; RAPHAEL; KUTTAN, 20083;
MARQUEZ-MARTIN et al. 2006), onde os autores demonstraram que triterpenos
pentaciclicos, que exibem propriedade anti-inflamatéria, podem ser Uteis no
processo de modulagcédo da resposta imune.

E possivel que mecanismos intrinsecos imunolégicos estejam
envolvidos na interacao conjunta com as células do sistema imune, aliado ao fato
da susceptibilidade genética diferencial do hospedeiro e da patogenicidade dos
biodemas utilizados, gerando uma patologia altamente complexa o que levaria ao
encontro de dificuldades para o desenvolvimento de vacinas e imuno-terapias
eficientes. Dessa forma estudos futuros serdo necessarios para melhor se
desvendar as possiveis interagbes farmacocinéticas apresentadas por estas

drogas no tratamento da doencga de Chagas experimental.



5. CONCLUSOES

Nas avaliagdes experimentais de DLsp, com a dose de 2000 mg/kg
de cada substancia, ndo houve nenhuma morte dos animais em um periodo de até
72 horas, e assim constatamos seguranca para a utilizacdo das mesmas nas
concentragdes de 20 e 50 mg/kg.

De acordo com os resultados obtidos referentes a avaliacdo da
parasitemia, nds sugerimos a possibilidade de um efeito imunossupressor
apresentado pelas substancias acido ursdlico e acido oleandlico, visto que néo
houve uma reducgao consideravel dos indices parasitémicos de animais infectados
com a cepa Y de T. cruzi e tratados com essas substancias pela via intraperitoneal
nas concentracdes de 20 e 50 mg/kg. Por outro lado, a absorgéo intestinal
reduzida das substancias administradas por via oral poderia contribuir para um
menor efeito sobre o sistema imune, promovendo melhor controle da parasitemia
no modelo experimental empregado.

Em relagcao a cepa Bolivia ndo observamos atividade biol6gica para as
substancias administradas pela via intraperitoneal de tratamento, havendo
exacerbacao da parasitemia em comparagdo com 0 grupo controle negativo.
Entretanto, observamos uma redugdo das formas circulantes do parasita em
virtude do tratamento oral, sendo esta significativa apenas para os animais
tratados com o triterpeno acido ursélico na concentracdo de 20 mg/kg. A analise
histolégica realizada nao demonstrou, para todos 0s grupos experimentais, uma

correlacao entre o parasitismo sanguineo e o parasitismo tecidual.



Analisando os dados obtidos na avaliagao bioquimica, verificamos que
o aumento dos niveis parasitémicos observados nos diferentes grupos
experimentais ndo esta associado ao efeito das substancias no tecido, em virtude
do carater hepatoprotetor e da auséncia de toxicidade aguda induzida.

Em relacdo a dosagem sérica de interleucinas, observamos que o
tratamento com os triterpenos acido ursélico e acido oleandlico provocou uma
diminuigao dos niveis plasmaticos de IFN-y, além de aumentar as concentragbes
de IL-10. Dessa maneira, o tratamento com essas substancias estaria
direcionando a resposta imune para o padrdo Th2. Em conseqiiéncia desse efeito
imunossupressor, uma maior quantidade de formas tripomastigotas pode ser

observada na circulagdo do hospedeiro.
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