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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) apresenta diversos desafios terapéuticos, como
acao limitada e efeitos colaterais dos medicamentos disponiveis, que revelam a
importancia da busca por compostos tripanocidas mais eficazes e seguros, incluindo
estratégias como a pesquisa etnofarmacoldgica. Myrciaria cauliflora (Myrtaceae),
conhecida como jabuticabeira, tem sido tradicionalmente usada para tratar distarbios
respiratorios e digestivos, apresentando amplo potencial antimicrobiano relacionado a
sua composicao fitoquimica. Portanto, este trabalho teve como objetivo investigar a
composicao fendlica, seguranca e eficacia do extrato hidrometandlico da folha de M.
cauliflora sobre a forma tripomastigota sanguinea de Trypanosoma cruzi. A analise
fitoquimica do extrato foi feita por cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas. O potencial mutagénico foi avaliado pelo Teste de Ames,
na auséncia e presenca de ativacdo metabdlica, nas cepas TA97, TA98, TA100,
TA102, TA104 de Salmonella enterica sorovar Typhimurium. Células HepG2 foram
avaliadas quanto a determinacdo da viabilidade celular pelo ensaio WST-1. A
atividade tripanocida foi avaliada sobre a forma tripomastigota sanguinea de T. cruzi
(cepa Y, DTU II). Foram identificados 6 compostos fendlicos majoritarios no extrato:
quercetina, miricitrina, hesperetina e dihidroquercetina 3-O-ramnosideo, acido m-
cumarico e esculina. Efeitos mutagénicos foram detectados na maior concentracao
testada (500 pg/placa), na presenca de ativacdo metabdlica na cepa TA100, indicando
dano por substituicdo do par de bases, de G:C para A:T. O extrato exibiu atividade
tripanocida significativa em uma faixa de concentragdo segura para células HepG:
(ECso 2h: 4,8-11,4 ng/mL; ECso 24h: 4,7-10,5 pg/mL), cerca de dez vezes menor que
a concentracdo necessaria para produzir um efeito hepatotéxico (ECso 24h: 100
png/mL). O potencial mutagénico e tripanocida do extrato podem estar relacionados
aos efeitos pro-oxidativos dos flavonoides, que podem gerar espécies reativas de
oxigénio, danificando o DNA e alterando o balanco redox do parasita. Em resumo, 0s
dados demonstram que o extrato apresentou atividade tripanocida em concentragbes
nao-hepatotoxicas e nao-mutagénicas, emergindo como uma potencial fonte de

produtos naturais ativos sobre o agente etiolégico da DC.

Palavras-chave: Myrciaria cauliflora, Jabuticaba, Doenca de Chagas, Trypanosoma

cruzi, Genotoxicidade.



ABSTRACT

Chagas Disease presents several therapeutic challenges, such as limited action
and side effects of available drugs, pointing the importance of the search for more
effective and safer trypanocidal compounds, including strategies such as
ethnopharmacological research. Myrciaria cauliflora (Myrtaceae), known as
jabuticabeira, have traditionally been used to treat respiratory and digestive disorders
and have a wide antimicrobial potential related to its phytochemical composition.
Therefore, this study aimed to investigate the phenolic composition, safety and efficacy
of M. cauliflora leaf hydromethanolic extract against Trypanosoma cruzi bloodstream
trypomastigote form. Analysis of the phenolic composition of the extract was assessed
by ultraperformance liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The
mutagenic potential was evaluated by the Ames Test, in the absence and presence of
metabolic activation, in the strains TA97, TA98, TA100, TA102, TA104 of Salmonella
enterica sorovar Typhimurium. HepG:2 cells were assayed for cell viability
determination using WST-1 assay. The trypanocidal activity was evaluated against
bloodstream trypomastigote form of T. cruzi (Y strain, DTU II). Six more abundant
phenolic compounds were identified in the extract: quercetin, myricitrin, hesperetin and
dihydroquercetin 3-O-ramnoside, m-coumaric acid and esculin. Mutagenic effects
were detected at the highest concentration tested (500 pg/plate), in the presence of
exogenous metabolism in the TA100 strain, indicating base pair substitution damage,
from G:C to A:T. The extract exhibited significant trypanocidal activity over a range of
safe concentration for HepG:2 cells (ECso 2h: 4.8-11.4 pg/mL ECso 24h: 4.7-10.5
pg/mL), about ten times lower than the concentration required to produce a hepatotoxic
effect (ECso 24h: 101 pg/mL). The mutagenic and trypanocidal potential of the extract
may be related to the pro-oxidative effects of flavonoids, which can generate reactive
oxygen species, damaging the DNA and altering the redox balance of the parasite. In
summary, the data demonstrate that the extract presented trypanocidal activity at non-
hepatotoxic and non-mutagenic concentrations, emerging as a potential source of

active natural products against Chagas Disease etiological agent.

Keywords: Myrciaria cauliflora, Jaboticaba, Chagas Disease, Trypanosoma cruzi,

Genotoxicity.
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INTRODUCAO

Atualmente, esforcos intensivos estdo em andamento para controlar e prevenir
as doencas infecciosas de maior mortalidade, HIV/AIDS, tuberculose e malaria (WHO,
2004; IHME, 2018). Todavia, segundo a Organiza¢cao Mundial da Saude (OMS), mais
de um bilhdo de pessoas séo incapazes de levar vidas saudaveis e produtivas por
estarem incapacitadas por doencas como a filariose linfatica (elefantiase),
esquistossomose, parasitoses intestinais, hanseniase, leishmaniose, doenc¢a do sono
(tripanossomiase africana) e doenca de Chagas (tripanossomiase americana) (2012a;
WHO, 2012c). Estas enfermidades formam um grupo de doencas chamadas de
Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN), por prevalecerem em condic¢des tropicais e
subtropicais em 149 paises e custam as economias em desenvolvimento bilhdes de
dolares anualmente (WHO, 2004). Por estarem relacionadas a condicBes precérias
de vida, falta de investimento em salude e em outras areas socioecondmicas, as DTN
atingem majoritariamente as populacdes que vivem em situacdo de vulnerabilidade
social, sem saneamento adequado e em contato proximo com vetores infecciosos,
animais domésticos e gado (NEVES et al., 2016). Os individuos mais afetados vivem
em comunidades carentes de recursos, sem influéncia politica, geralmente, em areas
remotas, zonas de conflito ou favelas urbanas, com pouco ou nenhum acesso a saude

ou a outros servicos (WHO, 2004).

Grande parte dos medicamentos disponiveis para combater essas doencas
apresenta dificil administracdo, toxicidade, ineficacia crescente devido a resisténcia
farmacoldgica, e principalmente, altos custos, o que é incompativel com o perfil
socioeconémico dos individuos afetados, que ndo podem custear o tratamento,
permanecendo, deste modo, fora do “radar” das empresas farmacéuticas (FIELD et
al.,, 2017; BEZERRA; MENEGUETTI; CAMARGO, 2012). Consequentemente, 0s
investimentos em pesquisa e o desenvolvimento nessa area sao escassos, pela falta

de retorno financeiro e politicas publicas adequadas (WHO, 2004).

Desta forma, a OMS relne esfor¢cos para promover e incentivar pesquisas
sobre o controle de DTN, como a doenca de Chagas, a fim de promover o
desenvolvimento de tratamentos mais adequados, seguros, acessiveis e de facil

administragdao em locais com poucos recursos (WHO, 2004; 2010).



1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doenca de Chagas
1.1.1 Historico

Em 1907, com a missdo de combater a malaria entre os trabalhadores da
Estrada de Ferro Central do Brasil, 0 médico Carlos Chagas, instalou-se na cidade de
Lassance, ao norte de Minas Gerais, onde encontrou a oportunidade de estudar
patologias pouco conhecidas, e de recolher materiais bioldgicos que expandiriam as
colecdes bioldgicas do Instituto Oswaldo Cruz e os horizontes da medicina tropical no
Brasil (COURA, 2013; BECHIMOL, 2017).

Ao analisar o sangue de saguis, Chagas se deparou com uma nova forma de
tripanossomo (CHAGAS, 1908), posteriormente encontrado no intestino de um inseto
hematéfago, popularmente conhecido como “barbeiro” ou “chupdo”, que habitava
choupanas de pau-a-pique da regido, escondendo-se nas frestas e alimentando-se do
sangue dos moradores (COURA, 2013). Ciente da importancia de insetos hematéfagos
como vetores de doencas parasitarias, Chagas enviou alguns espécimes infectados
com os parasitos a Oswaldo Cruz, que fez os insetos se alimentarem do sangue de
micos criados em laboratério. Apés cerca de um més, foi possivel encontrar os
tripanossomos no sangue dos animais. Chagas entdo batizou a nova espécie

de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz (BECHIMOL, 2017).

No ano seguinte, Chagas isola o parasita no sangue de uma crianca febril de
dois anos, chamada Berenice. Este caso permitiu a comprovacao da relacdo causal
do protozoéario com a doenca (CHAGAS, 1908; DECIT, 2009; NEVES et al., 2016).
Assim, pela primeira vez, um Unico pesquisador havia descoberto um novo parasita
(T. cruzi), seu vetor (barbeiro), reservatorios suscetiveis a infecgdo pelo parasita, o
guadro infeccioso (0 caso Berenice) e suas formas aguda e crbnica, e o ciclo
domeéstico e silvestre da doenca. Apés mais de 100 anos, a descoberta da doenca de
Chagas ou tripanossomiase americana, ainda é considerada um dos sucessos mais
importantes e marcantes na histéria da biologia e patologia parasitaria humana
(COURA, 1999; KROPF; SA, 2009).



1.1.2 Ciclo biolégico

Segundo Neves e cols. (2016), o Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo
biolégico heteroxénico, passando por um periodo de multiplicacdo intracelular no
hospedeiro vertebrado (homem e mamiferos pertencentes a sete ordens distintas) e
extracelular no inseto vetor (triatomineos). Em areas endémicas, o0 parasito €
transmitido por diferentes espécies de trés géneros de insetos triatomineos
hemat6fagos, conhecidos como barbeiros (Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius),
amplamente distribuidos na América Latina, do México a Argentina e ao Chile, onde
habitam areas florestais e areas mais secas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Seu ciclo no hospedeiro invertebrado se inicia quando o vetor triatomineo
ingere formas tripomastigotas circulantes no sangue de um hospedeiro mamifero
infectado durante o repasto. Os tripomastigotas se transformam em epimastigotas, o
principal estagio de replicacdo dos invertebrados, no intestino médio do vetor. Os
epimastigotas entdo migram para o intestino posterior, onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos infectantes, que sdo excretados nas fezes e urina do
vetor, durante o hematofagismo (LONGO, 2015; NEVES et al., 2016).

No hospedeiro vertebrado mamifero, como gambas, ratos, caes, gatos, € 0
proprio ser humano, o ciclo se inicia com a entrada de tripomastigotas metaciclicos
pelo local da picada do vetor ou através de uma membrana mucosa intacta, e invasao
muitos tipos de células nucleadas, como as do sistema mononuclear fagocitario da
pele ou das mucosas. ApGs a adesdo ou invaginacdo da membrana da célula
hospedeira, ocorre a endocitose do parasito, pela formacédo de um vacuolo parasitario,
formado pela fusdo de lisossomos recrutados ao sitio de adesao. Os tripomastigotas
resistem as acdes das enzimas lisossdbmicas, rompendo o vacuolo parasitéforo e se
diferenciando no citoplasma na forma amastigota intracelular, e se replica com um
tempo de duplicacéo de cerca 12 horas por um periodo de 4 a 5 dias, que pode variar
em func@o da cepa do parasito e do tipo de celular atingido. A célula hospedeira
repleta de parasitos se rompe, liberando os tripomastigotas no intersticio e na corrente
sanguinea, onde podem entéo infectar células vizinhas ou tecidos distantes e iniciar
novos ciclos replicativos, ficando disponiveis para infectar vetores que se alimentam
do hospedeiro (CHAGAS, 1909; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; LONGO, 2015;



NEVES et al., 2016). Uma visao geral do ciclo biolégico do T. cruzi no vetor e no
hospedeiro mamifero é representada na Figura 1.

FIGURA 1 — Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi.
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Além da propagacéo vetorial, a doenca de Chagas pode ser transmitida por
outras rotas, que possuem importancia crescente em areas endémicas, mas seu papel
mais significativo estd em paises ndo-endémicos, que recebem imigrantes oriundos
de regibes endémicas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

A transfusdo sanguinea € o0 segundo mecanismo de importancia
epidemiologica da transmissdo da doenca de Chagas. Da mesma forma, a doenca
também pode ser transmitida através do transplante de érgaos e tecidos, podendo
desencadear a forma aguda grave da doenca, visto que o paciente transplantado faz
uso de imunossupressores (NEVES et al., 2016). Estas formas de infeccdo ocorrem
principalmente pela falta de triagem de doacdes e estratégias de controle para estas

vias de transmissao.

No Brasil, a Portaria 158/2016 do Ministério da Saude (BRASIL, 2016),
determina a inaptiddo de candidatos a doacdo de sangue, que apresentem
antecedente epidemiolégico de contato domiciliar com triatomineo em area endémica
ou diagndstico clinico ou laboratorial de Doenca de Chagas. Além disso, torna
obrigatéria na triagem, o teste para deteccdo de anticorpo anti-T. cruzi pelo método
de ensaio imunoenzimatico ou quimioluminescéncia. Por outro lado, a Portaria
2.600/2009, também impde o teste de triagem para transplantes, mas determina que
em alguns casos, se a sorologia for positiva, cabe a equipe de transplante a deciséo
de aceitar ou ndo a doacao (BRASIL, 2009).

Nos ultimos anos, tém se observado o crescimento da transmissao oral pela
ocorréncia de surtos recentes em diversos estados brasileiros, especialmente na
regido amazonica, relacionados ao consumo de acai contaminado com as fezes do
barbeiro (FERREIRA; BRANQUINHO; LEITE, 2015). Essa via de transmissao ocorre
sobretudo pela ingestéo de alimentos contaminados com triatomineos infectados ou
suas fezes, como no caso do acai e da cana-de-agucar, ingestdo de carne crua, ou
malcozida, ou ainda pelas secrecdes de alguns mamiferos infectados (MAGALHAES-
SANTOS, 2014). O T. cruzi também pode ser encontrado no leite materno durante a
fase aguda da infeccdo (NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2013).

Por fim, uma outra rota é a transmissao congénita, pela presenca de ninhos de
amastigotas na placenta, que liberam tripomastigotas que alcancam a circulacao retal
(MESSENGER; BERN, 2018). Aléem disso, a infec¢do iatrogénica via acidentes de



laboratorio também pode ocorrer pela manipulacéo de culturas do parasito, sangue

de animais, vetores e pessoas infectadas (NEVES et al., 2016).
1.1.3 Aspectos clinicos e fisiopatolégicos

A doenca de Chagas apresenta-se em duas fases. O inicio da fase aguda pode
ser marcado por inflamag¢des agudas locais, que evidenciam a entrada do parasito na
conjuntiva (sinal de Romaria) ou na pele (chagoma de inoculacao), que regridem de 1
a 2 meses apdés a picada. Durante esta fase, um alto numero de parasitos
(tripomastigotas) circula no sangue. Os sintomas, em geral comuns as diferentes vias
de infeccdo, podem incluir febre, dor de cabeca, edema localizado e generalizado,
glandulas linfaticas aumentadas, palidez, dores musculares, dificuldade em respirar,
inchaco e dor abdominal ou toracica, hepatomegalia, esplenomegalia, alteracbes
cardiacas, entre outros (BERN, 2018; WHO, 2012b).

Durante a fase crbnica, os parasitos estdo escondidos principalmente no
coracdo e no musculo digestivo. Cerca de 50 % dos pacientes apresentam a forma
indeterminada, marcada por um longo periodo assintomatico (NEVES et al., 2016).
Em contrapartida, na forma crénica sintomatica, cerca de 30 % dos pacientes sofrem
de distarbios cardiacos, a cardiomiopatia chagasica, que inclui lesdes no miocardio,
bloqueios atrioventriculares, arritmia, além de eventos tromboembdlicos, podendo
levar a morte subita, e insuficiéncia cardiaca congestiva, pela destruicao progressiva
do musculo cardiaco. Por outro lado, 10 % dos pacientes desenvolvem problemas
digestivos (megaesdfago ou megacadlon), alteracbes neuroldgicas ou mistas (WHO,
2012b; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

O diagnéstico clinico pode ser feito pela identificacdo dos sinais de porta de
entrada, presenca de febre, edema generalizado, taquicardia, hepatoesplenomegalia
e demais sintomas da fase aguda, alguns deles confirmados por eletrocardiograma
ou radiografia. Na fase aguda, onde a parasitemia é alta, o diagndéstico pode ser feito
pela observacao direta do parasito em microscopia Optica em amostras de sangue do
paciente, e também por métodos moleculares ou soroldgicos. Na fase cronica, devido
a parasitemia subpatente e muito escassa, o diagndstico se da predominantemente,
por métodos moleculares ou sorolégicos, xenodiagnéstico, hemocultura, entre outros
(LONGO, 2015; NEVES et al., 2016).



1.1.4 Aspectos eco-epidemiologicos

Estima-se que 8 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam infectadas pelo
T. cruzi e até 100 milhdes de pessoas estejam em risco de infeccao (WHO, 20122). A
Organizacdo Mundial da Saude reconhece a doenca de Chagas como uma das 17
Doencas Tropicais Negligenciadas, que persistiram nas sociedades mais pobres e
marginalizadas (WHO, 2012c), sobretudo regides rurais pobres da América Central e

do Sul, onde a transmisséo vetorial € a principal rota de contagio.

A doenca de Chagas é endémica em 21 paises da América Latina, do sul dos
EUA ao norte da Argentina e do Chile (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Entretanto,
nas ultimas décadas, devido a mobilidade populacional entre a América Latina e o
resto do mundo, tem crescido o niUmero de casos em paises ndo-endémicos, como
Estados Unidos, Canad4, alguns paises da Europa, Asia e Oceania (FIGURA 2),

atribuidos a formas de transmissao néo-vetoriais (ANTINORI et al., 2017).

FIGURA 2 — Estimativa global da populacao infectada pelo Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado de Patterson e Felipe Guhl (2010).

Estima-se que 68 a 120 mil pessoas com doenca de Chagas vivem atualmente

na Europa, 30% delas sob risco de desenvolver a forma visceral. Contudo, até 94 a



96 % desses casos permanecem sem diagnaostico, possivelmente relacionados a falta
de experiéncia dos profissionais de saude desses paises, acerca de mecanismos de
controle da via de transmissado, ferramentas de diagndstico e gestdo terapéutica
(MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2017; ANTINORI et al., 2017).

Na América Latina, é considerada um grave problema de saude publica, sendo
a doenca parasitaria de maior impacto socioecondmico, responsavel pela perda de
produtividade a um custo estimado de US$ 1,2 bilhées por ano (WHO, 20123). Além
disso, os custos médicos para o tratamento de individuos infectados que desenvolvem
as complicacBes cardiacas e digestivas sdo altos, chegando a carga global anual
estimada de US$ 627,46 milhdes (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2018).

O T. cruzi é uma espécie heterogénea que apresenta alta diversidade genética
e fenotipica. Com base em marcadores moleculares nucleares e mitocondriais, pode
ser classificada em seis linhagens geneticamente distintas ou unidades de tipagem
discretas (Discrete Typing Units (DTU’s), de Tcl a TcVI, de forma que esta diversidade
estd relacionada a distribuicdo geografica, patogenicidade, aspectos clinicos e
resposta ao tratamento (NEVES et al., 2016; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018;
ZINGALES et al., 2018).

Na regido do Cone Sul (Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai), Tcll, TcV
e TcVI sao as principais causadoras da doenca de Chagas, geralmente associadas a
casos de cardiomiopatia chagasica mais graves e desenvolvimento da forma
digestiva. TcV é frequente na Argentina, Bolivia e Paraguai e TcVI no Gran Chaco
(Bolivia). A Tcl esta relacionada a doencas humanas na Amazodnia, nos paises
andinos, na América Central e no México, e suas apresentacdes clinicas incluem
cardiomiopatia chagéasica. Nessas regides, o megaesdfago e megacélon estédo
ausentes ou muito raros (WHO, 20122; ZINGALES et al., 2018).

No Brasil, geralmente, Tcl, Tclll e TclV sdo mais frequentes em isolados do
ciclo silvestre. Em contrapartida, Tcll possui ciclo majoritariamente domeéstico,
predominando no Leste e no centro do Brasil (ZINGALES et al., 2018; NEVES et al.,
2016). A distribuicdo das DTU’s de T. cruzi € mostrada na Figura 3.



FIGURA 3 — Prevaléncia de DTUs de T. cruzi e manifestacées da doenca de Chagas

em humanos nas Américas do Norte, Central e do Sul.
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Legenda: CCC: Cardiomiopatia Chagasica Cronica; DIG: Forma Digestiva da doenca.
Fonte: Zingales (2018).

1.1.5 Tratamento

Apdés mais de um século de sua descoberta, a doenca de Chagas ainda
apresenta diversas limitacGes terapéuticas. Até o momento, 0 tratamento
farmacoldgico se limita a dois medicamentos (FIGURA 4), o benzonidazol (Roche®)
e o nifurtimox (Bayer®), e apesar terem sido desenvolvidos a mais de 50 anos, seu
perfil de seguranca e eficacia permanece longe do ideal (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018). Ambos sdo compostos nitro-heterociclicos que precisam ser ativados por
reducdo para exercer seus efeitos citotoxicos. Durante o processo de bioativacgéo,
metabdlitos quimicamente reativos (radicais livres) sdo formados, de modo que a
atividade antiparasitaria esta intimamente ligada a toxicidade do hospedeiro (PEREZ-
MOLINA; NORMAN; LOPEZ-VELEZ, 2012).
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FIGURA 4 — Estrutura quimica dos medicamentos nitro-heterociclicos utilizados na

terapéutica da Doenca de Chagas.
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Fonte: Carvalho, 2016.

O nifurtimox, € um nitrofurano que inibe a sintese de acido piravico, alterando
0 metabolismo de carboidratos do T. cruzi (LONGO, 2015). Age sobre as formas
tripomastigotas e parcialmente sobre as formas teciduais (NEVES et al., 2016). No
entanto, apresenta alta frequéncia de efeitos adversos (43-97,5 %), que incluem
anorexia, perda de peso, distirbios neuroldgicos (irritabilidade, insénia,
desorientacdo, alteracbes de humor, parestesias e neuropatia periférica),
manifestacbes digestivas como nauseas e vomitos, febre e erupcéo cuténea, o que
leva a interrupcdo do tratamento em 14,5-75,0 % dos casos (PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018). Por isso, foi retirado do mercado e desde a década de 1980, teve a
sua comercializacao interrompida, primeiramente no Brasil e depois em outros paises
da América do Sul (BEZERRA; MENEGUETTI; CAMARGO, 2012).

O benzonidazol, é um derivado nitroimidazdlico que atua através de
modificacdo covalente de macromoléculas do parasito, como DNA nuclear e
mitocondrial, proteinas e lipideos de membrana (DAVANCO, 2015). Possui acao
apenas sobre tripomastigotas, apresentando atividade consideravel na forma aguda
principalmente se tratada em fases iniciais da infec¢do. Na fase crbnica, as taxas de
cura sdo muito baixas, principalmente em adultos com doenca crénica tardia (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018). Seus efeitos adversos incluem anorexia, dermatites
urticariformes, cefaleia, sonoléncia, dores abdominais, depressdo medular e
polineuropatia (NEVES et al., 2016).

Além disso, o polimorfismo genético de T. cruzi e a distribuicdo geografica das
DTUs, origina diferengas regionais de susceptibilidade farmacoldgica. Cepas isoladas

de pacientes, reservatorios e vetores silvestres tém se mostrado naturalmente
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resistentes a drogas em condi¢cdes experimentais, o que explicaria casos de falha
terapéutica (NEVES et al., 2016).

Em busca de novas alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras, muitos
estudos tém sido conduzidos, adotando trés abordagens principais: as baseadas em
alvos moleculares, por exemplo, na busca de inibidores enzimaticos, como no caso
da tripanotiona redutase e da inibicdo da biossintese do ergosterol; abordagens
fenotipicas, envolvendo a pesquisa de inibidores do crescimento diretamente sobre
um parasita intacto, geralmente em cultura in vitro; por ultimo, o reposicionamento,
gue consiste na reimplantacdo de compostos desenvolvidos anteriormente, avaliados
como alternativa para novas terapias anti-T. cruzi (FIELD et al., 2017). Desse modo,
além dos compostos sintéticos, os produtos naturais com potencial antiparasitario,

também vém sendo amplamente estudados (PAN et al, 2018).
1.2 Etnofarmacologia
1.2.1 Plantas medicinais

Elizabetzky (1999) define etnofarmacologia como “a explorac@o cientifica
multidisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou

observados pelo homem”.

A fitoterapia (do grego, “phyton”: vegetal e “therapeia”. terapia) € o estudo e
utilizacao de plantas para fins medicinais, uma pratica milenar que remonta a eras
pré-historicas. A relacdo antropolégica do homem com o potencial curativo da
natureza foi construida a partir da observacao de que a ingestdo de determinadas
espécies vegetais levava a melhora ou piora de enfermidades que o acometiam.
Algumas delas, promoviam o alivio dos sintomas, outras, provavelmente, levavam até
mesmo & morte devido a uma maior toxicidade (BUENO; MARTINEZ; BUENO, 2016).

No Brasil, de acordo com Braga (2011), as plantas medicinais sempre foram e
ainda sdo empregadas pelos indios em seus rituais de cura e adoracdo, onde o pajé
utiliza ervas para promover a “cura” dos doentes. Atualmente, a medicina popular do
pais reflete as unides étnicas entre diferentes imigrantes e povos autdctones que
difundiram o conhecimento das ervas locais e seus usos, transmitidos e aprimorados

de geragcédo em geracéo (LORENZI e MATOS, 2002). Desta forma, segundo Maciel e
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cols. (2002), “ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados

populares e encontradas em quintais residenciais”.

A OMS (WHO, 2017) define fitoterapicos como um termo amplo que inclui
ervas, materiais a base de plantas, preparacdes a base de plantas e produtos
acabados a base de ervas. O termo erva, inclui material vegetal bruto, tais como
folhas, flores, frutos, sementes, raizes, casca (caules), tubérculos, rizomas ou outras
partes da planta, que podem ser inteiros, fragmentados ou em pé e processadas por

métodos locais e utilizado como estabelecido tradicionalmente.

Para a ANVISA (2014), os medicamentos fitoterdpicos sdo aqueles “obtidos
com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia
sejam baseadas em evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia
de sua qualidade”, ndo se considerando os que incluam em sua composigao
substancias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as associa¢fes dessas com
fitoextratos. Em contrapartida, os fitofarmacos sdo definidos como substancias
purificadas e isoladas a partir de matéria-prima vegetal com estrutura quimica definida
e atividade farmacologica (ANVISA, 2011).

Em 1978, a OMS reconheceu oficialmente o uso de fitoterapicos com finalidade
profilatica, curativa, paliativa ou com fins de diagnostico. Desde entéo, a entidade vem
implantando politicas para estimular a insergdo da fitoterapia no sistema de saude dos
seus 191 Estados-membro, incluindo o Brasil, que possui a maior diversidade genética
vegetal do mundo, com cerca de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado
entre 350.000 e 550.000 espécies, apesar de que a maioria permanece sem qualquer
estudo quimico ou biolégico (PINTO et al., 2002). Além disso, possui ampla tradi¢cao
do uso de plantas medicinais, associada ao conhecimento popular, transmitido

oralmente por geragdes (BRASIL, 2006a).

A Politica Nacional de Medicamentos, preconiza que “[...] devera ser
continuado e expandido o apoio as pesquisas que visem ao aproveitamento do
potencial terapéutico da flora e fauna nacionais, enfatizando a certificacdo de suas
propriedades medicamentosas” (BRASIL, 1998). Portanto, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos foi criada em 2006, para “garantir a populagao

brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
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promovendo o0 uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da indastria nacional”. Além disso, uma de suas principais propostas € a
insercdo de plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a Fitoterapia no
SUS, com seguranca, eficicia e qualidade (BRASIL, 2006b; 2008).

Segundo projecdes, o mercado mundial de fitoterapicos e fitofarmacos tende a
alcancar 111 bilhdes de dolares até 2023 (MRF, 2018). Esse aumento € atribuido a
crescente preferéncia dos consumidores por medicamentos tradicionais que né&o
causam toxicidade frente a altas doses e ndo possuem efeitos colaterais (HEXA
RESEARCH, 2017). Desta forma, é grande niumero de empresas, incluindo alguns dos

maiores grupos farmacéuticos mundiais, que atualmente investem no segmento.

Diante disso, plantas medicinais possuem um papel fundamental na pesquisa
farmacoldgica, ndo somente pelo uso direto de seus constituintes como agentes
terapéuticos, mas também como precursores na sintese de novos farmacos e

compostos biologicamente ativos (TUROLLA, 2004).

1.2.2 Produtos naturais com atividade antiparasitaria

Anualmente, o setor farmacéutico mundial movimenta cerca de um trilhdo de
dolares e depende em grande parte da bioprospeccéo, visto que mais da metade dos
farmacos existentes foi desenvolvida a partir de biomoléculas (JUNIOR, 2012). Um
produto natural € todo composto quimico ou substancia produzida naturalmente por um
servivo (POTTER et al., 2018), como os metabdlitos secundarios de espécies vegetais,

gue desempenham papel importante na adaptacdo ambiental das plantas.

Muitos destes compostos possuem alto valor agregado, com aplicacbes como
cosmeéticos, alimentos, agroquimicos e medicamentos, por serem uma fonte
importante de substancias farmacologicamente ativas (FUMAGALI et al., 2008), por
apresentarem grande variedade de efeitos fisiologicos de interesse farmacéutico,
incluindo atividade antioxidante, analgésica, anti-inflamatério, anticoagulante,
antitumoral, anticarcinogénica, antibacteriana, antifingica, antiviral, antiparasitaria,
entre muitas outras (PINTO et al., 2002; ALMEIDA; MARTINEZ; PINTO, 2017).

A OMS categoriza as parasitoses entre as seis doencgas infecciosas mais
nocivas do homem (NORTHROP-CLEWES; SHAW, 2000). Por estarem
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frequentemente relacionadas a condicdes socioecondmicas, as plantas medicinais e

fitoterapicos se tornam um recurso terapéutico de facil acesso, barato e pratico.

A malaria, por exemplo, causada por protozodrios do género Plasmodium, figura
entre as 20 principais causas de morte em todo o mundo (IHME, 2018). Desde o século
XV, ha registros do uso das cascas da planta quina (Cinchona sp.) no tratamento da
malaria. Seu principio ativo, a quinina, deu origem a diversos derivados utilizados como
antimalaricos. O mecanismo de acao das quinolinas esté relacionado a interacdo com
a ferriprotoporfirina-1X (um subproduto toxico da digestdo da hemoglobina), inibicdo da
fosfolipase vacuolar; inibicdo da sintese de proteinas e interacdo com o DNA (FRANCA;
SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008). A artemisina também é um antimalarico isolado
da planta Artemisia annua. Seus produtos naturais também tém apresentado alto
potencial inibitério sobre Leishmania spp. (NETO et al., 2019).

Muitas espécies com potencial tripanocida também vém sendo estudadas.
Santos e cols. (2012) relataram ag¢do de acédo inibitéria de Mentha arvensis sobre
culturas de Leishmania braziliensis e T. cruzi. Koga (2003) descreveu a atividade de 11
espécies de plantas da Mata Atlantica sobre T. cruzi. Neste estudo, os compostos

isolados prenilcumarina e stilpirona 2 foram ativos sobre a forma amastigota.

A familia Asteraceae possui papel de destaque, possuindo varios representantes
gue sao fonte de moléculas com atividade tripanocida e leishmanicida. Os acidos
ferudlico, rosmarinico e ursdlico isolados de Baccharis uncinella foram eficientes no
tratamento da leishmaniose experimental enquanto a desoximicanolida (Mikania
michanta) e (+)-15-hidroxi-labd-7-en-17-al (Aristeguietia glutinosa) exibiram acao anti-
T. cruzi in vivo (NETO et al., 2019). Tais estudos reforcam a relevancia das plantas

como fonte de novos agentes eficazes contra doengas negligenciadas.

1.2.3 Toxicologia de produtos naturais

De 2004 a 2008, o Sistema Nacional de Informagdes Toéxico-Farmacologicas
(SINITOX) registrou a ocorréncia de 8.501 casos intoxicacdo por plantas no Brasil. De
2015 a 2019, foram 4168 casos e 8 Obitos, uma diminuicdo decorrente da

subnotificacdo. Grande parcela destas intoxicacbes, sao relacionadas a
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circunstancias intencionais em que a vitima buscava propriedades farmacoldgicas da
planta (SINITOX, 2019).

Devido ao fato do uso tradicional de diversas plantas medicinais se basear em
uma percepg¢ao de que “o natural ndo faz mal”, poucas plantas medicinais eram
analisadas em estudos pré-clinicos e clinicos. Essa ideia também sustenta o uso
indiscriminado de preparos, como chas e infusdes, por exemplo, de plantas muitas
vezes cultivadas no ambiente doméstico, sem critérios de dose ou tempo de
tratamento (BOCHNER et al., 2012). Contudo, muitas plantas medicinais podem
causar efeitos adversos ou possuir interacdo com medicamentos sintéticos
(TUROLLA, 2004).

Os produtos naturais sdo majoritariamente metabolizados no figado, que pode
ser danificado pelo consumo indiscriminado, variando desde as simples alteracfes
das enzimas hepaticas, até hepatites agudas, crbnicas, sindrome de obstrucédo
sinusoidal e até mesmo cirrose hepatica. Plantas como a cavalinha, sacaca, kava-
kava, erva-de-Sao-Jodo, valeriana, algumas ervas chinesas, entre outras possuem
potencial hepatotoxico relatado na literatura. O cha verde (Camellia sinensis), uma
das bebidas naturais mais consumidas no mundo, apresenta metabdlitos secundarios

reativos, relacionados a lesdes hepéticas (SBH, 2011).

Muitas destas plantas j4 sdo estudadas sob parametros gerais de toxicidade,
entretanto, critérios mais especificos, como a mutagenicidade, também devem ser
avaliados. Além disso, conhecer o perfil toxico-farmacolégico dos produtos naturais
tem um papel muito importante, pois a modificacdo quimica destas moléculas permite
a modulacdo de efeitos toxicos, afim de se produzir derivados mais seguros,

mantendo e potencializando atividades de interesse (TUROLLA, 2004).

1.3 Myrciaria cauliflora Berg

1.3.1 Myrtaceae

O género Myrciaria, pertencente a familia Myrtaceae, abrange 22 espécies, das
quais 15 sdo endémicas do Brasil. Possui ampla distribuicdo geogréafica, estando

presente em diversos biomas brasileiros, como Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado,
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Mata Atlantica e Pampa (JBRJ, 2019). Em 1985, houve uma alteracdo na nomenclatura
do género Myrciaria (BERG, 1857) para o género Plinia (SOBRAL, 1985), gerando
conflitos na identificacao e taxonomia deste género. Contudo, o termo Myrciaria é ainda
largamente empregado no meio cientifico, sendo as denominag¢des Myrciaria e Plinia
consideradas sindnimos por alguns autores (BORGES et al., 2014). Foi chamada pelos
tupis de “iapotikaba”, que significa fruto em botdo, por seus frutos apresentarem o
formato arredondado. Alguns representantes do género crescem em hortas domeésticas,
como a jabuticabeira (M. Jaboticaba (Vell.), M. Trunciflora (O. Berg) Kausel e M.
Cauliflora (Mart.) Berg, a mais encontrada) (COELHO, 2017).

Seus frutos crescem diretamente no tronco e galhos principais da arvore, que
chega a atingir 15 metros de altura (FIGURA 5). Quando maduros, apresentam casca
de coloracéo roxa, quase negra, e polpa branca com sabor agridoce e textura gelatinosa
(CALLONI et al., 2015), altamente apreciados pela populacdo, sendo consumidos na
forma de sucos, geléias, vinhos e licores, o que Ihe confere grande potencial na industria
alimenticia, além disso, varias partes da planta apresentam substancias com aplicacdes
medicinais (BORGES et al., 2014; COELHO, 2017).

FIGURA 5 — Arvore (A), frutos (B) e folhas (C) de Myrciaria cauliflora.

Foﬂhte:v Aata ‘ (): <http://www.f|ora.avp.combr/jabuticabeira.php>; (B)
<https://bit.ly/2YDNILj>; (C) <https://www.flickr.com/photos/26147157 @N03/5089554445>.

1.3.2 Constituintes quimicos bioativos

Myrciaria cauliflora apresenta diversos constituintes ativos, em especial 0s
compostos fendlicos, como taninos, flavonodides, acido elagico, antocianinas e
antocianidinas (BORGES et al., 2014). Estes compostos apresentam alto potencial
antioxidante, prevenindo doencas oxidativas e inflamatorias, por serem sdo capazes de

interagir com complexos transportadores de elétrons na célula, reduzindo danos
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oxidativos/nitrosativos do processo respiratério celular (SUBRAMANIAM; CHESSELET,
2013). Os fatores que influenciam na atividade antioxidante incluem posi¢cdo e numero
de hidroxilas, polaridade, solubilidade, potencial de reducéo e estabilidade do composto
fenolico (DAMODARAN et al., 2010).

Muitos compostos fendlicos tém sido descritos em analises fitoquimicas de
espécies do género Myrciaria, como os polifendis cianidina-3-O-glicosideo ou
delfinidina-3-Oglicosideo, isoquercitrina, quercitrina, acido elagico, encontrados em
frutos e cascas (SPENCER, 2016; WU et al., 2013).

Os é&cidos fendlicos sao divididos em dois subgrupos, acidos hidroxibenzéicos
e hidroxicindmicos. Os acidos hidroxibenzdicos apresentam uma estrutura comum Ce-
Ci, e incluem os &cidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico.
Os acidos hidroxicinamicos sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés
carbonos (Ce-C3), e incluem os &cidos cafeico, ferulico, o-cuméarico e sinapico. Os
acidos gdlico, tartarico, malico, quinico, succinico, protocatecuico, metil
protocatecuico, cinamico, p-cumarico e fumarico tém sido relatados em Myrciaria
(BORGES et al., 2014; SPENCER, 2016).

Os taninos sao subdivididos em hidrolisaveis (constituidos por diversas
moléculas de acidos fendlicos que sofrem hidrolise por acidos ou enzimas), como o
galico e o elagico, e em condensados, mais resistentes a fragmentacdo, como a
catequina e a leucocianidina (SPENCER, 2016). Os principais taninos encontrados
em M. cauliflora sdo os &cido gélico e elagico, além de algumas galotaninas e
elagitaninas (BORGES et al., 2014).

Os flavonoides, um dos grupos mais estudados de compostos fendlicos pela
sua importancia como suplementos dietéticos funcionais, sdo caracterizados por um
esqueleto Cs-C3-Cs com diferentes substituicdes nos anéis e podem ser classificados
em flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonois, chalconas e antocianinas (PEREIRA,
2016). As frutas de jabuticabas sdo conhecidas como uma das mais ricas fontes
brasileiras de antocianinas, como peonidina, peonidina 3-0-glucosideo, cianidina 3-0-
glucosideo e piranocianina B (WU et al., 2013). Outros flavonoides identificados em
M. cauliflora incluem isoquercitrina, querceritrina, quercetrina, miricitrina, quercetina e
rutina. Outros compostos fendlicos, presentes neste género séo siringina e siringina
3-0-glucosideo (BORGES et al., 2014)
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O perfil fitoquimico varia de acordo com a parte da planta analisada, solvente,
método analitico, entre outros fatores (FILHO; YUNES, 1998; KLEIN, 2014). Grande
parte dos estudos fitoquimicos se concentra em andlises dos frutos e cascas dos frutos
de jabuticaba, considerados um alimento funcional, por possuir alto teor nutricional,
além de componentes capazes de proporcionar efeitos fisiolégicos benéficos a saude
(SPENCER, 2016). Desta forma, os estudos acerca da folha de jabuticaba ainda

possuem menor proporcao, apesar do seu amplo uso medicinal.

1.3.3 Aplicacdes medicinais e potencial farmacoldgico

A jabuticaba é utilizada na medicina popular para diversos fins terapéuticos.
Tradicionalmente, uma decoccédo adstringente de sua casca seca tem sido usada no
tratamento da diarreia, angina, infec¢des cutaneas e problemas respiratorios, como

hemoptise, asma e inflamacao cronica das amigdalas (MORTON, 1987).

Seu potencial farmacologico é frequentemente relacionado aos compostos
fenolicos presentes em M. cauliflora, conhecidos por apresentarem um amplo
espectro de efeitos biolégicos, agindo como agentes anti-inflamatérios,
antiaterogénicos, vasodilatadores, antimicrobianos e antioxidantes (BORGES et al.,
2014; CALLONI et al., 2015; CHAVASCO et al., 2014).

Uma das propriedades mais exploradas da jabuticaba é sua alta capacidade
antioxidante, relacionada a remocéao de radicais livres, uma atividade importante de
frutas ricas em polifendis, especialmente frutas comestiveis ricas em antocianinas
(SPENCER, 2016; COELHO, 2017). O depsideo jaboticabina e algumas antocianinas
apresentam potencial anti-inflamatério descrito no tratamento da doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), uma doenca pulmonar complexa caracterizada pela

obstrucgéo irreversivel do fluxo aéreo devido a inflamacgé&o crénica (WU et al, 2013).

Considerando o uso tradicional de chas e infusbes das folhas de M. cauliflora no
tratamento de diarreias, muitos estudos tém avaliado sua atividade antimicrobiana,
evidenciando sua atividade antibacteriana e antifungica (SPENCER, 2016; COELHO,
2017; SOUZA-MOREIRA et al., 2010). A jabuticaba também possui efeitos no controle

da obesidade, resisténcia a insulina e diabetes. Além disso, também apresenta
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propriedades anticarcinogénicas e antimutagénicas (WU et al, 2013). Suas principais

atividades bioldgicas estado resumidas na Tabela 1.

TABELA 1 — Principais atividades biolégicas descritas para Myrciaria cauliflora.

Atividade

Fonte

Referéncia

Tratamento da DPOC

(mecanismo anti-inflamatério)

Anti-proliferativa

Citotoxica

Anticancerigena

Antimutagénica

Antibacteriana

Antifangica
Antidiarreica
Anti-obesidade

Resisténcia a insulina

Anti-diabetes

Efeito protetor contra danos

hepaticos

Acido 2-0-(3,4-dihidroxi-benzoil)-
2.,4,6-trihidroxifenilacético

Jaboticabina

Acido elagico
Delfinidina 3-o-glucosideo
Cianidina 3-o-glucosideo

Extrato apolar

Extrato polar
Acido 2-0-(3,4-dihidroxi-benzoil)-
2,4,6-trihidroxifenilacético

Jaboticabina
Antocianinas
Casca do fruto
Extrato EtOH do fruto
Extrato MeOH da folha
Extratos EtOH, AcOH da folha
Extrato EtOH da folha
Extratos EtOH, AcOH da folha
Extrato EtOH do fruto e folha
Casca liofilizada
Casca liofilizada
Extrato do fruto

Antocianinas

Antocianinas

Reynertson et al. (2006)

Reynertson et al. (2006)
Dastmalchi et al. (2012)
Reynertson et al. (2006)
Reynertson et al. (2006)
Leite-Legatti et al. (2012)

Leite-Legatti et al. (2012)

Reynertson et al. (2006)

Reynertson et al. (2006)
Reynertson et al. (2006)
Santos et al. (2010)
Haminiuk et al. (2011)
Macedo-Costa et al. (2008)
Souza-Moreira et al. (2010)
de Oliveira et al. (2011)
Souza-Moreira et al. (2010)
Souza-Moreira et al. (2011)
Lenquiste et al. (2012)
Lenquiste et al. (2012)
Alezandro et al. (2010)

Santos et al. (2010)

Santos et al. (2010)

Legenda: EtOH: extrato hidroetandlico. MeOH: extrato hidrometandlico. AcOH: extrato em

acetona.
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1.4 Eficacia e seguranca de novos compostos bioativos

O aumento no consumo de medicamentos fitoterapicos € seguido pela
intensificacdo dos esforcos, por parte das agéncias regulatérias, para unificar e
normatizar a legislacéo referente a estes produtos, possibilitando a avaliacdo de

aspectos importantes, como eficacia e seguranca (TUROLLA, 2004).

Até pouco tempo, nos Estados Unidos, as preparacdes a base de plantas eram
classificadas como suplementos nutricionais, sem necessidade de submissao de
dados de eficacia e seguranca ao Food and Drug Administration (FDA) para
comercializacdo (TUROLLA, 2004; FDA, 2015). Entretanto, em 2016, o FDA elaborou
um documento denominado “Botanical Drug Development: Guidance for Industry”,
contendo orientacdes sobre andlises de eficacia e segurangca, como testes pré-
clinicos, incluindo avaliacdo de genotoxicidade e carcinogenicidade (FDA, 2016),
parametros descritos em diretrizes de metodologias previamente estabelecidas pela
Organization for Economic and Co-Operation and Development (OECD) (OECD,
1997, 2016, 2018).

Similarmente, no Brasil, as diretrizes da OECD também basearam o “Guia para
a conducdo de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca farmacolbgica
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos” da Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), também responsavel pela regulamentacédo de fitoterapicos no
Brasil (ANVISA, 2013, 2018).

A avaliacdo da eficacia e seguranca de compostos bioativos para uso humano é
um pré-requisito obrigatorio para sua liberacdo comercial (VINKEN; BLAAUBOER,
2017). Para isso, tais produtos passam por um processo longo e oneroso de ensaios
preliminares, pré-clinicos ou clinicos, envolvendo técnicas para analisar eficacia e
seguranca sob diversos parametros. Entretanto, cerca de 90 % das substancias
avaliadas ndo chegam ao mercado, por serem reprovadas por questdes ligadas a sua
toxicidade ou ineficacia (HERPER, 2017; BIO, 2016). Nesse sentido, é imprescindivel
a aplicacdo de um conjunto de metodologias recomendadas por agéncias reguladoras
e reconhecidas internacionalmente, incluindo testes rapidos e de baixo custo de
mutagenicidade e citotoxicidade, que permitam a economia de tempo e dinheiro na
busca por novas substancias terapéuticas (ANVISA, 2013; OECD, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de compostos fendlicos e investigar a eficacia etnofarmacologica
e seguranca toxicologica do extrato hidrometanodlico da folha de Myrciaria cauliflora

sobre o Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos especificos

Realizar a extracdo hidrometandlica da folha de Myrciaria cauliflora para

obtencéo de extrato rico em compostos fendlicos;

e Caracterizar e quantificar, com base em padrées analiticos, os compostos

fendlicos bioativos do extrato;

e Determinar o potencial mutagénico e citotoxico do extrato, em diferentes cepas
de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, na presenca e auséncia de

metabolizacdo exdgena;

e Investigar o potencial citotoxico do extrato em cultura de células de linhagens
permanentes de hepatocarcinoma humano HepG2;

e Avaliar o potencial tripanocida in vitro do extrato, sobre a forma tripomastigota
sanguinea, da cepa Y de Trypanosoma cruzi (DTU Tcll).
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta de material vegetal

As folhas de M. cauliflora foram coletadas na localidade de Visconde de Maua
(FIGURA 6) no municipio de Resende, Rio de Janeiro, Brasil, em mar¢o de 2016, logo
apos a colheita das frutas, afim de ndo atrapalhar sua atividade comercial. As folhas
foram secas em estufa ventilada (Marconi, MA-035/5, Brasil) a 40 °C por 16 horas,
trituradas em processador de alimentos (Philips, Walita, Brasil), e armazenadas em
sacos plasticos metalizados hermeticamente fechados, a temperatura ambiente (20 a
30 °C) e protegidos da luz até o0 momento do uso.

FIGURA 6 — Local de coleta das folhas de Myrciaria cauliflora. Escala 1:10.000.

Fonte: Google Maps, 2019.

3.2 Extracdo hidrometandlica de compostos fendlicos

A extragcdo dos compostos fendlicos foi conduzida conforme previamente
descrito por Naspolini e cols. (2016), no Laboratorio de Bioativos, na Escola de
NutricAo da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Foram
pesadas 0,5 g das folhas secas em tubos tipo falcon de 50 mL, e posteriormente, com

uma pipeta volumétrica, foram adicionados, 10 mL da solugdo de extragao
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metanol:agua (80:20, v/v) em cada tubo. A mistura foi entdo macerada por um mixer
Ultra-Turrax® (Daigger Scientific, T-50, EUA) por 3 minutos, homogeneizada em
agitador vortex (Warmnest, VX-28, Brasil) por 10 minutos até completa dissolucao,
seguida de incubacao em agitador orbital (shaker) a 60 °C/240 rpm por 1 hora. Apos
a incubacédo a amostra foi centrifugada a 3000 FCR por 5 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e transferido a um balédo de evaporador rotativo
para secagem a 40 °C. Ao fim deste processo, o material foi ressuspendido em 3 mL
de solucdo de metanol:dgua (3:97, v/v), e concentrado a vacuo pelo sistema de
evaporador rotativo SpeedVac® (Thermo Scientific, Speedvac, EUA). O material foi
transferido a frascos de vidro em cor ambar e, armazenado a -20 °C até a data da

andalise.

3.3 Caracterizacéao e quantificacdo de compostos fenélicos bioativos por UPLC-
QTOF-MS

3.3.1 Identificacdo dos compostos fendlicos por UPLC-QTOF-MS

Solucdes estoque de 23 padrdes analiticos (acido 4-hidroxibenzoico; acido 2,4-
dihidroxibenzoico; 4-hidroxibenzoaldeido; &cido 2,4-hidroxifenilacético; acido m-
cumarico; acido p-cumarico; acido o-cumarico; acido 3,4-dihidroxifenilacético; (-)-
epigalocatequina; acido cindmico; vanilina; acido vanilico; acido galico; acido trans-
cafeico; &cido ferulico; acido sinapinico; acido siringico; kaempferol; epicatequina;
quercetina; acido salicilico; acido protocatecuico; e pirogalol; adquiridos de Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), foram preparadas individualmente, pela dissolucdo de
guantidades precisamente pesadas dos padrdes em solucdo aquosa de metanol. Uma
aliquota de cada solugédo estoque foi misturada para se obter uma solugédo padrao
homogeneizada, na concentracdo de 10 pug.mL™ para cada composto, e diluida na

fase movel inicial.

A andlise foi conduzida conforme previamente descrito por Santos (2017), com
algumas modificacbes. Para as analises de identificacdo por espectrometria de
massas, 2 |IL do extrato e dos padrdes foram injetados em triplicata no sistema UPLC

— MS (cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas)
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equipado com uma fonte de ionizacao por Eletro Spray (Waters Corporation, Xevo G2-
S QtoF, RU), operando em modo negativo ESI (-). A separacdo cromatografica foi
realizada em uma coluna ACQUITY UPLC® HSS T3 C18 (100 mm x 2,1 mm; 1,8 pum).
A coluna e o autosampler foram mantidos a 30 °C e 8 °C respectivamente. Durante
cada corrida, a vazéao foi de 0,6 mL.mint, com eluicdo em modo gradiente de solucgéo
aguosa de acido formico 0,3 % (v/v; A) e, acetonitrila com acido formico 0,3 % e
formiato de aménio 5 mM (B), descrito na Tabela 2. O método gradiente foi 97 % A e
3% B a0 min, 50 % Ae 50 % B al1ll1,8 min, 15 % Ae 85 % B a 12,38-13,53 min,
seguido de um periodo de equilibrio de 97 % A e 3 % B de 14,11 a 16,99 min.

TABELA 2 — Gradiente de eluicdo utilizado para separacdo cromatografica de
compostos fendlicos por UPLC-ESI-QTOF-MS/MS.

Tempo (Min) Solvente (%)
A
Inicial 97 3
118 50 50
12,38 15 85
13,53 15 85
14,11 - 16,99 97 3

A: 0.3 % Acido formico; B: Acetonitrila, acido férmico 0,3 % e formiato de amoénio 5 mM.

Os dados foram coletados considerando a razdo m/z entre 50 e 1000 operando
em modo negativo. A voltagem dos capilares foi fixada em 2,0 kV e a voltagem dos
cones de gas foi fixada em 30 V. O fluxo do gas de dessolvatacdo (nitrogénio de alta
pureza, N2) foi fixado em 600 L.h* a uma temperatura de 450 °C, os cones de gas foram
ajustados a 50 L.h', e a fonte de aquecimento a 120 °C. Os dados foram adquiridos
utilizando um modelo de aquisi¢cdo multiplex MS/MS com alternancia de energia (baixa
e alta) em modo centroide. Os experimentos MS/MS foram executados com energia
de coliséo entre 15 e 55 eV utilizando com géas de colisdo Argonio ultrapuro (Ar). Os
dados foram entdo coletados pelo MassLynx 4.1 (Waters Corporation, RU). Para
garantir a acuracia e a reprodutibilidade, todas as determinacdes foram executadas
junto com um padréao de massa calibrada leucina-encefalina (Waters Corporation, EUA,
m/z 554,2615) a uma concentracdo de 1,0 ng.L™* em acetonitrila:agua (50:50,v/v), com

acido férmico 0,1 % (v/v), em um fluxo de 20 pL.mint. O tempo de varredura para
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leucina-encefalina foi definido em 0,3 s, em intervalos de 15 s e trés escaneamentos

com uma janela de massa de £ 0,3 Da.

3.3.2 Processamento dos dados

Os dados brutos de todas as repeti¢cdes resultantes da anélise UPLC-QTOF-
MS foram processados pelo software QI Progenesis versédo 2.1 (Nonlinear Dynamics,
Waters Corporation, RU), com as seguintes condi¢cdes: todas as corridas, limites
autométicos, dados centroides, modo de ionizacdo negativa e molécula deprotonada
[M — H]-. Aidentificacdo de compostos fendlicos realizou-se pela busca de polifendis
com MetaScope, uma ferramenta de pesquisa totalmente integrada que permitiu o0 uso
de banco de dados interno Polyphenols PubChem ID usando os seguintes
parametros: ion precursor, erro de massa < 5 ppm, fragmento (tolerancia) < 10 ppm,
tempo de retencéo dentro de 0,5 min e dentro do intervalo de 0,3 — 14,0 min de analise.
Além disso, foram utilizados os parametros de 35 padrfes fendlicos como o tempo de
retencdo, massa exata, erro em massa e o espectro de massa, além de outros acima

mencionados foram comparados com os dados das amostras.

Os dados processados foram exportados para o programa Ezinfo onde foi feita
a Analise de Componentes Principais (ACP) para definir as similaridades e diferencas

entre os extratos estudados.

3.4 Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade pelo ensaio de

Salmonella/microssoma (Teste de Ames)

O ensaio de Salmonella/microssoma € a metodologia de triagem mais utilizada
como indicadora de possiveis agentes quimicos e fisicos mutagénicos para mamiferos
(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Além disso, este
ensaio faz parte dos exigidos pela OECD (1997). Este ensaio utiliza diferentes
linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium derivadas da parental LT2,
auxotroficas para histidina (his’), decorrente de mutacdes neste gene, que levam a
inibicAo da expresséo deste aminoacido essencial para a sobrevivéncia das células e
formacdo de colbnias, impedindo seu crescimento em meio sem histidina. Desta

forma, este método se baseia no seguinte principio: quando estas bactérias entram
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em contato com agentes mutagénicos, as mutacfes da auxotrofia para histidina séo
revertidas, restaurando assim a capacidade funcional das bactérias de sintetizar este
aminoacido (MARON; AMES, 1983; OECD, 1997).

3.4.1 Linhagens de Salmonella enterica sorovar Typhimurium

Devido a total auséncia de informacdes na literatura sobre o potencial
genotoxico do extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora, este estudo realizou
uma avaliagdo priméaria de mutagenicidade, utilizando as cinco linhagens padrdo
preconizadas pela OECD (TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104), provenientes do
estoque do Laboratorio de Mutagénese Ambiental, situado no Instituto de Biologia

Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

Cada uma das cepas detecta um tipo especifico de mutacdo pontual no DNA,
gerada pela exposicdo a um agente mutagénico. A cepa TA100 apresenta uma
mutac&o no locus hisG46, detectando substituicdo de pares de bases, de uma prolina
(GGG/CCC) por uma leucina (GAT/CTC). A cepa TA98 possui mutagcdo no locus
hisD3052 e detecta mutacédo de deslocamento no quadro de leitura em sequéncias
repetitivas de CG. A cepa TA97 apresenta a mutacdo hisD6610, também detecta
mutacBes do tipo deslocamento no quadro de leitura, mas possui uma citosina
adicional em uma sequéncia de seis citosinas no sitio da mutacao, tendo pares de
bases GC como locais alvo das muta¢cées (MARON; AMES, 1983).

Nas cepas TA102 e TA104, o local da mutacdo hisG428 apresenta pares de
bases AT. Na linhagem TA102 a mutacdo esté localizada no plasmideo multicépia
pAQ1, que confere resisténcia a tetraciclina. Por outro lado, na linhagem TA104 a
mutacdo esta inserida no cromossomo bacteriano. A mutacdo hisG428 é do tipo
ochre, TAA, e pode ser revertida por todas as seis possiveis modificagdo de pares de
base gerando transicoes e transversfes. Esta mesma mutacdo também pode ser
revertida por agentes oxidativos. Ademais, por ser proficiente em mecanismos de
reparo, a cepa TA102 pode detectar agentes causadores de permutagcdes
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Alem das mutacdes de auxotrofia para histidina, estas cepas possuem

caracteristicas genéticas adicionais que lhes conferem maior sensibilidade na
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deteccdo de diversos tipos de agentes mutagénicos (MARON; AMES, 1983). O
plasmideo pKM101 contém o gene mucAB, responsavel pelo sistema de reparo
propenso ao erro, elevando a mutagénese espontanea e induzida, assim como a
sensibilidade das linhagens a uma variedade de agentes mutagénicos. O plasmideo
multicopia pAQL presente na linhagem TA102, carrega a mutacao hisG428, amplifica
0 numero de sitios para mutagénese. A mutacao rfa gera perda parcial da barreira de
lipopolissacarideo da parede bacteriana, facilitando a incorporacdo de moléculas
grandes para a célula. E por fim, a mutacdo uvrB causa a dele¢do do gene uvrB, um
dos responséaveis pelo reparo de excisdo do DNA. Esta delecdo leva a uma maior
sensibilidade na deteccéo de varios agentes mutagénicos e também gera a delecao
do gene responsavel pela sintese de biotina, consequentemente as linhagens se
tornaram dependentes de biotina (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). A Tabela 3 relne
as caracteristicas genéticas das principais linhagens de Salmonella enterica sorovar

Typhimurium empregadas no teste de Ames.

TABELA 3 — Caracteristicas genéticas das linhagens de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium empregadas no teste de Ames.

Mutacao Alvo de bio

Cepas hisl Tipo de mutacéo mutacio  uvrB rfa  Plasmideo
T mebseio DTN o bo L P
e Heowse DEEmEl® oot s
TAL100  hisG46 s::’esf;”;@jss‘ii GCAT ATS}B , p'?/'l"plr)m

pKM101

Substituicdo de

TA102 hisG428 ares de bases AT:GC - + (Ap")
g PAQL (Tt)
: Substituicdo de bio- pKM101
: +
TAL04  hisG428 pares de bases AT:GC A uvrB (Ap"

mutacdo responsavel pela sintese de histidina; Ap" ampicilina resistente; Tt" tetraciclina

resistente; (+) = presenca; (-) = auséncia. Fonte: Umbuzeiro e Vargas (2003).
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3.4.2 Confirmacao de fenétipo

Antes dos experimentos, os fenoétipos das linhagens foram confirmados,
seguindo as recomendacdes para andlise da integridade genética e,
consequentemente, do gendtipo (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

A fim de confirmar a mutacao rfa, uma aliquota da cultura foi estriada em placas
contendo meio LB (Lysogenic Broth) sélido, em seguida, um disco de papel filtro estéril
foi posicionado no centro da placa e sobre ele, se adicionou 10 pL de solucao de cristal
violeta a 0,01 %. Logo, visto que a mutacdo rfa confere sensibilidade a esta
substancia, apds o periodo de incubacéo, foi observado a presenca de um halo de
inibicdo no centro da placa (FIGURA 7) (UMBUZEIRO; VARGAS, 2003).

FIGURA 7 — Teste de confirmagédo da mutacgéo rfa na linhagem TA102, mostrando o

halo de inibic&o no local de aplicacéo do cristal violeta, no centro da placa.

Halo de
inibicao

Fonte: A autora (2019).

Para verificar a mutacao uvrB, cultura com e sem a mutacao foram estriadas
em placas contendo meio LB solido. Metade da placa foi coberta, e a outra metade foi
irradiada com luz ultravioleta (UV) em lampada germicida de 15 W a distancia de 33
cm, por 8 segundos. Apos incubacdo a 37°C por 24h, se verificou a auséncia de
crescimento das cepas sensiveis ao UV e presenca de crescimento da cepa resistente
ao UV (TA102) na area irradiada (FIGURA 8). Como a mutacao de delecao se estende

através da regido bio-uvrB do cromossomo e n&o pode ser revertida ao tipo selvagem,
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este método também é suficiente para mostrar que as cepas sao dependentes de
biotina para inferir que eles também séo defeituosos no mecanismo preciso do reparo
do DNA devido a delegéo do uvrB (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

FIGURA 8 — Teste de confirmacdo da mutagdo uvrB. A esquerda, o padrdo de
crescimento esperado das linhagens nas areas nao irradiadas (UV-) e irradiadas

(UV+). A direita, fotografia de placa de teste uvrB para as cepas TA98 e TA102.

Q;::g crescimento

TA97

L N X N
s

TA98
e

TA100
e

TA102
G
TA104
e

Uv-

Fonte: A autora (2019).

Por conseguinte, foi feita a confirmacao da presenca dos plasmideos pKM101
(resisténcia a ampicilina) e pAQl (resisténcia a tetraciclina). As culturas foram
estriadas em placas contendo meio LB solido acrescidas de ampicilina (24 pug/ml) ou
tetraciclina (2 pg/ml). Em placas contendo ampicilina, o crescimento foi observado
apenas em cepas contendo pKM101, ja& em placas com tetraciclina o crescimento foi
observado apenas na cepa que contém o pAQ1, a linhagem TA102. Para verificar a
auxotrofia para histidina (his-), uma aliquota da cultura foi estriada em placas contendo
meio agar minimo sem histidina e apos a incubacgéo, foi observada a auséncia de
crescimento. Para confirmar a sensibilidade das linhagens aos controles positivo e
negativo, as culturas foram estriadas em placas de meio minimo, contendo o controle
negativo ou positivo, a serem descritos adiante (MARON; AMES, 1983; OECD, 1997,
UMBUZEIRO; VARGAS, 2003; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).
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3.4.3 Controle negativo e positivo

O controle negativo utilizado no ensaio foi o dimetilsulféxido a 1%, um composto
muito usado como solvente aproético e polar, para fins laboratoriais e industriais. Os
controles positivos por placa em auséncia de metabolizacdo exdgena foram: 10
pg/placa de 4-nitro-1-0xido-quinolina (4NQO) para TA98 e TA97, 5 ug/placa de azida
sbdica (AS) para TA100 e 100 ug/placa de mitomicina C (MMC) para TA102 e 200
pg/placa de metil-metanosulfonato (MMS) para TA104. Os controles positivos por
placa em presenca de metabolizacdo exdgena foram: 100 pg/placa de 2-
aminoantraceno (2-AA) para TA97, TA98 e TA100, e 100 pg/placa de benzo(a)pireno
(BaP) para TA102 e TA104. Os controles positivos e o extrato foram diluidos em
DMSO (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

3.4.4 Preparo de metabolizagdo exdgena

A fracdo microssomal S9 foi adquirida do laboratorio Molecular Toxicology Inc.
(MoltoxTM, USA) e preparada a partir de um homogenato de figados de ratos machos
Sprague-Dawley pré-induzidos por bifenil-policlorinato (Aroclor 1254), a fim de induzir
a expressao de genes da familia CYP2B e CYP1A, podendo levar tanto a inativacéo
guanto a bioativacdo de xenobidticos, o que dependera da substancia estudada
(MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

A preparacdo do S9 mix (4%) foi conduzida conforme recomendado por
Mortelmans e Zeiger (2000), em condicfes de esterilidade total e em banho de gelo.
Para 50 mL de S9 mix utilizou-se 5,0 mL de S9 reconstituido com 2,1 mL de agua
estéril (40 mg/mL de proteinas totais); 1,0 mL de MgCl2-KCl (0,15 mol/L, 0,25 mL de
glicose-6-fosfato 1 mol/L, 2,0 mL de B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADP) 0,1 mol/L, 25 mL de tampao fosfato de sodio 0,2 mol/L, pH 7,4 e 19,75 mL de

agua destilada estéril.

3.4.5 Teste quantitativo de mutagenicidade com pré-incubacéo

De acordo com Umbuzeiro e Vargas (2003), as doses devem ser selecionadas
em concentracbes que tenham diferengcas de um log, sendo a dose maxima

recomendada no teste de Ames, 5 mg ou 5000 ug por placa, levando em consideracéo
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o limite da solubilidade da amostra-teste. Desta forma, o extrato foi diluido nas seguintes
concentracdes: 0,05; 0,5; 5; 50 e 500 pg/placa. E antes do inicio de cada ensaio, 0s

microtubos contendo as diluicées do extrato eram homogeneizados no vortex.

A mutagenicidade foi avaliada de acordo com Mortelmans e Zeiger (2000),
utilizando as linhagens de S. enterica TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104. As
linhagens cresceram por 16 h em meio LB liquido (caldo lisogénico), alcancando-se a
fase estacionaria contendo 1,0-2,0 x 10° células/mL. Em tubos de ensaio, foram
adicionados 100 pL de cultura bacteriana, 500 yL de tampéo fosfato 0,2 M, pH 7,4,
para 0 ensaio sem ativacdo metabdlica, ou 500 uL de S9 mix para o ensaio com
ativacdo metabdlica, e 100 uL das concentracdes do extrato, controle negativo ou
controle positivo. Em seguida, os tubos de ensaio foram pré-incubados por 20 min, a

37 °C, com agitacao constante.

Ao fim da pré-incubagéo, foram adicionados 2,0 mL de agar de superficie,
suplementado com 10 % de histidina e 10 % de biotina, em cada tubo, e esta solucéo
vertida em placas contendo meio minimo. Em seguida, foram incubadas em estufa a
37 °C, por 72 h. Ao fim da incubacéo, as col6nias revertentes His* foram contadas e
o indice de mutagenicidade (IM) determinado pela razdo do niumero de revertentes
(espontéaneos e induzidos, caso exista) da amostra pelo nimero de revertentes

(espontaneos) do controle negativo.

O resultado foi considerado positivo (amostra considerada mutagénica),
quando o IM foi igual ou superior a dois, quando p < 0,01 na analise de variancia (one-
way ANOVA) e pos-teste correlativo de Dunnet, além da presenc¢a de uma curva dose-
resposta, para uma ou mais linhagens de S. enterica (MARON; AMES, 1983;
MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Os experimentos foram realizados em triplicata para
cada concentracao e trés vezes para confirmacéo dos resultados.

3.4.6 Avaliacdo de citotoxicidade por ensaio de sobrevivéncia bacteriana

Para o teste de controle da citotoxicidade, 10 pL da pré-incubacéo
anteriormente citada foram diluidos em NaCl 0,9% para a obtencdo de uma
suspensdao contendo 2,0 x 103 células/mL. Desta suspensédo, uma aliquota de 100 pL

foi plaqueada em meio LB sélido. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h e ap06s
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este periodo, as col6nias foram contadas. A citotoxicidade foi considerada positiva
guando a sobrevivéncia celular foi menor que 70 % em relacdo ao controle negativo,

com dose-resposta e 0s valores estatisticamente significativos (AIUB et al., 2004).

3.5 Determinacao do potencial citotoxico em cultura de células HepG:

3.5.1 Ensaio colorimétrico WST-1 para avaliacdo da viabilidade celular

Um parametro de citotoxicidade comumente analisado, é o potencial redox, que
avalia indiretamente a atividade mitocondrial da célula, na producéo de energia para
seu funcionamento e, consequentemente, para sua viabilidade (PRAST et al., 2017).
Um dos métodos baseados neste mecanismo é o ensaio colorimétrico WST (Water
Soluble Tetrazolium), que determina a habilidade de células metabolicamente viaveis
de reduzir o WST-1, por desidrogenases mitocondriais, em um cristal de formazan
insolavel em agua, permitindo sua quantificacdo colorimétrica (ROCHE, 2011).

O ensaio com WST-1 (Roche®) foi utilizado para avaliar a viabilidade celular
das células de linhagens permanentes de hepatocarcinoma humano HepGzq, frente a
diferentes concentracfes do extrato, apds 3 e 24 h de exposi¢ado. Culturas de células
HepG:2 foram semeadas a densidade de 1 x 10* células/poco em placas de 96 pocos
e colocadas em estufa a 37 °C a 5 % de CO2. A concentragdo das células na cultura
foi determinada em uma camara de Neubauer na presenca do corante de excluséo

azul de tripano.

No dia seguinte foram feitas as incubacfes adicionando uma aliquota de 10 pL
das solucdes do extrato nas concentragdes de 0,05; 0,5; 5; 50 e 500 pg/mL, em
triplicata para cada amostra, por 37 °C em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB). Ao final da incubacgéo,
0 meio foi removido, 100 pL de solucdo de DMEM com 10 % de WST-1 foram
adicionados em cada poco e as células permaneceram no escuro a 37 °C por 3 h. A
quantificacdo das variacdes colorimétricas foi realizada leitor de microplaca (u-Quant,
Bio-tek Instruments INC) utilizando-se o comprimento de onda de 440 nm com a
referéncia de 630 nm. Como padronizacdo dos brancos de reac¢des foram utilizados
100 pL do meio de cultivo sem células e 10 pL do reagente WST-1 (Branco 1) e 100
pL do meio de cultivo sem células na presenca do extrato e 10 pyL do reagente WST-
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1 (Branco 2). A intensidade da cor amarela nos pocos de controlo negativo (DMSO 1
%) foi designada como 100 % de viabilidade e todas as comparacdes adicionais foram
baseadas neste nivel de referéncia para determinar a concentracédo letal (LCso) para
50 % de células cultivadas.

O resultado foi considerado positivo quando a diferenca entre os tratamentos
for maior e diferente estatisticamente (p < 0,05 e p < 0,01) na andlise de variancia
(one-way ANOVA) e pés-teste correlativo de Tukey, em relacdo ao controle negativo,
além da presenca de uma curva dose-resposta. Os experimentos foram realizados em

triplicata para cada concentracao e duas vezes para confirmacao dos resultados.

3.6 Avaliacdo do potencial tripanocida in vitro do extrato sobre a forma

tripomastigota sanguinea, da cepa Y de T. cruzi

A avaliacdo do potencial tripanocida in vitro do extrato foi conduzida no
Laboratorio de Biologia Celular, no Instituto Oswaldo Cruz (IOC-FIOCRUZ).

3.6.1 Obtencéo de massa parasitaria

Camundongos machos, linhagem Swiss Webster, peso entre 20 e 24 g, 21 dias
de idade, foram infectados com 1,0 x 10° de tripomastigota, cepa Y (DTU Tcll) de
Trypanosoma cruzi, via intraperitoneal. Esta cepa € amplamente utilizada em estudos
cientificos experimentais, como os de eficacia de produtos farmacéuticos, pois seu
comportamento conhecido ajuda a alcancar conclusfes quase irrefutaveis (NETO,
2010). Além disso, apresenta multiplicacdo rapida e picos parasitémicos precoces
(LOPES; JUNIOR, 2007), logo, apés 48 h de infeccdo, os camundongos foram
imunossuprimidos pela administragdo de ciclofosfamida 200 mg/kg, via

intraperitoneal.

No sétimo dia de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados em camara
de CO: e foi realizada a pungéo cardiaca utilizando seringa de 3 mL contendo citrato
de sddio 3,8 %. O sangue puncionado foi acondicionado e homogeneizado em tubos

de rosca fina de 5 mL.
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Para obtencdo da massa parasitaria, os tubos de sangue foram centrifugados
a 251 x g, a 25 °C, por 22 min. Ap0s a centrifugacao, os tubos permaneceram em
estufa a 37 °C por 20 min. Em seguida, em fluxo laminar vertical estéril, até 11 mL de
sobrenadante (plasma) foram retirados e acondicionados em tubos cénicos estéreis
de 15 mL. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2465 x g, a 24°C, por 15 min.
O sobrenadante foi retirado e no tubo permaneceram os parasitos (sedimento),
hemécias e plaquetas. Em seguida, 4 mL de meio DMEM (17,3 g meio DMEM; 3,7 g
NaHCOs; pH 7,4; g.s.p. 1 L de 4gua ultrapura) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino, foram adicionados proximos ao sedimento celular a fim de formar uma
suspensdo (parasitos) de caracteristica esbranquicada que rapidamente foi
dispersada no meio. O meio contendo os parasitos foi transferido para um novo tubo
estéril conico de 15 mL e os parasitos foram quantificados com camara de Neubauer
(TIMM et al., 2014).

3.6.2 Analise da viabilidade celular na forma tripomastigota sanguinea de

Trypanosoma cruzi, cepa Y

Para a andlise da atividade tripanocida, as formas tripomastigotas sanguineas
da cepa Y (DTU Tcll), obtidas das amostras de sangue de camundongos Swiss
Webster infectados no pico da parasitemia. Os parasitos purificados foram
ressuspensos em meio RPMI a uma concentracédo de 5 parasitos x 108 células/mL e
incubadas por até 2 e 24 h a 37 °C, na presenca de diluic6es seriadas do extrato (0 a
300 pL/mL). Apds a incubagédo, as taxas de mortalidade dos parasitos foram
determinadas por microscopia Optica através da quantificacdo direta do numero de
parasitos vivos utilizando uma camara de Neubauer e foi calculada a ECso
(concentracao que reduz 50 % do numero de parasitos) (ARAUJO-LIMA et al., 2018b).
Os resultados foram expressos como a percentagem de morte do parasito em células
tratadas com o extrato em comparagdo com as nio tratadas (SIMOES-SILVA et al.,
2017). Pelo menos dois ensaios foram realizados em duplicatas em cada andlise. A
analise estatistica foi realizada por analise de variancia unimodal (one-way ANOVA)
conforme descrito em De Araujo et al. (2014).
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacdo dos compostos fendlicos por UPLC-QTOF-MS

Visando a caracterizacdo da composicao fendlica, o extrato hidrometandlico da
folha de M. cauliflora, foi analisado por UPLC-Q-TOF-MS. O cromatograma €
mostrado no Grafico 1.

GRAFICO 1 — Perfil cromatografico por UPLC-Q-TOF-MS do extrato hidrometandlico

da folha de Myrciaria cauliflora.
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Legenda: Condicdes de analise: coluna ACQUITY UPLC® HSS T3 C18 (100 mm x 2,1 mm;
1,8 um); temperatura da coluna: 30 °C e 8 °C respectivamente; composicdo da fase movel:
0.3 % acido formico (eluente A) e acetonitrila, &cido formico 0,3 % e formiato de aménio 5 mM
(eluente B); gradiente: 97 % Ae 3% Ba 0O min,50 % Ae 50 % B a 11,8 min, 15% Ae 85 %
B a 12,38-13,53 min, seguido de um periodo de equilibrio de 97 % A e 3% B de 14,11 a 16,99
min.

Um total de 6 compostos fendlicos foram experimentalmente identificados,
incluindo flavonoides (quercetina, miricitrina, hesperetina e dihidroquercetina 3-O-
ramnosideo), acidos fendlicos (acido m-cumarico) e outros fendlicos (esculina)
(Tabela 4). Suas estruturas moleculares estdo representadas na Figura 9. Os
flavonoides identificados pertencem a trés diferentes subclasses: flavonais,

flavanonas e dihidroflavonois.

Os compostos fendlicos encontrados em maior concentracdo no extrato
hidrometandlico da folha de M. cauliflora foram esculina (32 %), hesperetina (32 %),
acido m-cumaérico (25 %), quercetina (5 %). Miricitrina e dihidroquercetina 3-O-

ramnosideo apresentaram concentracées abaixo de 5 % (GRAFICO 2).
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TABELA 4 — Compostos fendlicos do extrato hidrometandlico da folha de Myrciaria

cauliflora identificados experimentalmente por UPLC-Q-TOF-MS.

Rt! (min) Composto m/z Formula
molecular
Flavonoides
Subclasse Flavonobis

4.00 Quercetina 301.0341 C15H1007
3.06 Miricitrina 463.0870 C21H20012

Subclasse Flavanonas
3.91 Hesperetina 301.0705 C16H1406

Subclasse Dihidroflavonoides
3.47 Dihidroquercetina 3-O-ramnosideo 449.1079 C21H22011

Acidos fendlicos

Subclasse Acidos Hidroxibenzoicos
3.35 Acido m-cumarico 163.0404 CoHsOs3

Outros fenolicos

2.98 Esculina 339.0705 Ci5H1609
Tempo de retencdo (min), m/z: Razdo Massa/Carga.

FIGURA 9 - Estruturas moleculares dos compostos fendlicos do extrato
hidrometandlico da folha de Myrciaria cauliflora identificados experimentalmente por
UPLC-Q-TOF-MS.
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GRAFICO 2 — Distribuicdo dos compostos fendlicos no extrato hidrometandlico da
folha de Myrciaria cauliflora. A abundancia dos compostos foi determinada por UPLC-
ESI-Q-TOF-MS.
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4.2 Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade pelo ensaio
Salmonella/microssoma (Teste de Ames)

4.2.1 Teste quantitativo de mutagenicidade com pré-incubacéo

A mutagenicidade do extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora, na
presenca (+S9) e auséncia de ativacdo metabolica (-S9), foi avaliada pelo ensaio

Salmonella/microssoma (Teste de Ames), seguindo o protocolo de pré-incubacéo.

Foi detectada atividade mutagénica na maior concentracdo testada (500
pg/placa) no tratamento da linhagem TA100, na presenca de ativacdo metabdlica por
S9 mix (+S9), com diferenca estatistica significativa, p>0.01 vs. Controle negativo, 2-
aminoantraceno (GRAFICO 3c). Esta linhagem sugere mutacdo pontual por

substituicdo de pares de bases, de G:C para T:A.

Por outro lado, as demais linhagens avaliadas (TA97, TA98, TA102 e TA104),
ndo apresentaram indice de mutagenicidade (IM) superior a 2, nem diferenca
estatistica significativa. Desta forma, ndo foi observada atividade mutagénica em
nenhuma concentragdo utilizada no tratamento das demais linhagens avaliadas,
independentemente da presenca e auséncia de ativacdo metabdlica por S9 mix. O
Grafico 3 exibe os resultados do ensaio de Salmonella/microssoma, na presenca e

auséncia de ativacdo metabdlica, para cada linhagem avaliada.
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GRAFICO 3 — Relacdes doses-respostas do extrato hidrometandlico da folha de
Myrciaria cauliflora no ensaio de Salmonella/microssoma na presenca e auséncia de

ativacdo metabdlica, seguindo o protocolo de pré-incubacao.
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Legenda: Os gréficos mostram que, tanto na auséncia (sem S9, cinza claro), quanto na
presenca (com S9, cinza escuro) de ativagdo metabdlica, ndo houveram concentracdes
mutagénicas para TA97 (a), TA98 (b), TA102 (d) e TA104 (e). Foi detectada atividade
mutagénica para TA100 na presenca de S9 (c) apenas na maior concentracdo testada.
Controles positivos, sem S9: 10 pg/placa de 4-nitro-1-6xido-quinolina (4NQO) para TA98 e
TA97, 5 pg/placa de azida sodica (AS) para TA100 e 1 pg/placa de mitomicina C (MMC) para
TA102 e 200 pg/placa de metil-metanosulfonato (MMS) para TA104. Controles positivos, com
S9: 100 pg/placa de 2-aminoantraceno (2-AA) para TA97, TA98 e TA100 e 100 ug/placa de
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benzo(a)pireno para TA102 e TA104. * p<0.01 vs. Controle negativo; n=3 em triplicata; One-
way ANOVA seguida pelo pos-teste correlativo de Dunnet.

4.2.2 Avaliacao de citotoxicidade por ensaio de sobrevivéncia bacteriana

O Gréfico 4 apresenta as relagfes doses-respostas do extrato hidrometandlico
da folha de M. cauliflora no ensaio de sobrevivéncia bacteriana, na presenga e auséncia
de ativacdo metabdlica, para cada linhagem avaliada. A sobrevivéncia das linhagens

relativas ao controle negativo esta representada na forma de porcentagem.

GRAFICO 4 — Relagdes doses-respostas do extrato hidrometandlico da folha de
Myrciaria cauliflora no ensaio sobrevivéncia bacteriana, na presenca e auséncia de

ativacdo metabolica, seguindo o protocolo de pré-incubacao.
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Legenda: A = Auséncia de ativacdo metabdlica (sem S9). m = Presenca de ativagao
metabdlica (com S9). CN (controle negativo): dimetilsulféxido (DMSO) a 1%.
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Nenhuma das linhagens utilizadas nesse ensaio apresentaram porcentagem
de sobrevivéncia inferior a 70 %, em nenhuma das concentracdes avaliadas
independentemente da presenca ou auséncia de ativacdo metabdlica, logo ndo houve
o extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora ndo induziu respostas citotéxicas

neste ensaio.

4.3 Determinacao do potencial citotoxico em cultura de células HepG:

Em paralelo aos ensaios de genotoxicidade, foi realizado o ensaio colorimétrico
de viabilidade celular com sal tetrazélio, WST-1, para investigar se as concentracdes
testadas no nos demais ensaios sao capazes de induzir morte celular. Os resultados
deste ensaio utilizando a linhagem HepGz2, apds exposicdo ao extrato hidrometandlico

da folha de M. cauliflora apds 24, 48 e 72 h, estdo apresentados no Grafico 5.

GRAFICO 5 — Viabilidade celular da linhagem celular HepG2, usando WST-1 em
diferentes concentragfes do extrato hidrometandlico da folha de Myrciaria cauliflora
apos 24, 48 e 72 h de incubacéao.
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Legenda: A viabilidade celular relativa ao controle negativo esta representada na forma de
porcentagem. Controle negativo: dimetilsulféxido (DMSO) a 1%. LCso (lethal concentration):
concentracdo letal média para 50 % das células tratadas.

A partir do Grafico 5, é possivel observar que o extrato hidrometandlico da

folha de M. cauliflora induziu morte celular dose-dependente, em todos os periodos
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de incubacao analisados. O extrato exibiu efeito citotbxico em concentracdes a partir

de 101 pg/mL, 32 ug/mL e 5 pg/mL, no tratamento de 24, 48 e 72 h, respectivamente.

4.4 Avaliacdo do potencial tripanocida in vitro do extrato sobre a forma

tripomastigota sanguinea, da cepa Y de T. cruzi

Na andlise do potencial tripanocida in vitro do extrato hidrometandlico da folha
de M. cauliflora, sobre a forma tripomastigota sanguinea de T. cruzi, cepa Y (DTU Tcll),
observou-se atividade tripanocida dose-dependente, em concentracbes entre
aproximadamente 5 e 10 pg/mL, com ECso (concentragdo que induz metade do efeito
méaximo esperado) de 4,8-11,4 pg/mL em 2 h, e de 4,7-10,5 ug/mL em 24 h (GRAFICO
6), enquanto que o benzonidazol exibiu um ECso em 2 e 24 h de >200 pg/mL e <5

pg/mL, respectivamente.

GRAFICO 6 — Atividade tripanocida in vitro do extrato hidrometandlico da folha de
Myrciaria cauliflora sobre a forma tripomastigota sanguinea de Trypanosoma cruzi,
cepa Y, sob diferentes concentracdes do extrato por 2 e 24 h.
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Legenda: A atividade tripanocida esta representada na forma de porcentagem de morte dos
parasitos. ECso: concentracdo que induz metade do efeito maximo esperado. ECso em 2 h:
4,8-11,4 pg/mL. ECso em 24 h: de 4,7-10,5 pg/mL.
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5 DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos compostos fendlicos por UPLC-QTOF-MS

A extracdo com solventes organicos € um método amplamente empregado no
isolamento dos compostos bioativos de espécimes vegetais (JONES; KINGHORN,
2012). Portanto, a composi¢do quimica de um fitoextrato depende do tipo de solvente,
devido as diferencas nos potenciais antioxidantes e a polaridade dos compostos
(JULKUNEM-TIITO, 1985; MARINOVA; YANISHLIEVA, 1997; YAKOUB et al., 2018).
Da mesma forma, diferentes especificidades de métodos de andlise desses extratos,
também influenciardo na identificacdo desses compostos, sendo as técnicas
cromatograficas, as mais utilizadas, para fins de caracterizacdo, separacdo e
isolamento, por sua versatilidade e vasta aplicabilidade (FILHO; YUNES, 1998;
KLEIN, 2014).

No presente trabalho, a caracterizacdo dos compostos fendlicos pelo método
UPLC-MS, foi capaz de identificar seis compostos presentes no extrato
hidrometandlico da folha de Myrciaria cauliflora (esculina, hesperetina, acido m-

cumarico, quercetina, miricitrina e dihidroquercetina 3-O-ramnosideo).

A diferenca entre métodos cromatograficos € evidenciada avaliando-se outros
estudos na literatura. Spencer (2016), avaliou o extrato hidrometandlico (metanol-
agua 80:20 v/v) da folha de M. cauliflora por espectrometria de massas de alta-
resolucado, identificando diferentes compostos fendlicos, como acido clorogénico,

acido cafeico, acido quinico, acido chiquimico, acido galico e acido p-cumarico.

Analisando 0 mesmo extrato avaliado neste trabalho, Naspolini e cols. (2016)
utilizaram o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (HPLC-DAD). Esta técnica foi capaz de identificar sete constituintes: acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido sinapico, acido 2,4-diidroxibenzoico,

rutina e vanilina.

O acido m-cumarico e os demais acidos fenaolicos descritos por Spencer (2016)
e por Naspolini e cols. (2016), sao produtos vegetais aromaticos secundarios que tém
sido encontrados em grandes quantidades em varias frutas, como banana, caqui, uva,

morango, polpa de macga, kiwi, mangostéo, toranja, e limédo (PARKA et al., 2015). Sao
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conhecidos por apresentarem potencial fisiolégico e farmacoldgico, incluindo
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antidiabéticas,
anticancerigenas, cardioprotetoras, neuroprotetoras e hepatoprotetoras (SAIBABU et
al., 2015; KAURINOVIC; VASTAG, 2018).

O acido m-cumarico, € um acido mono-hidroxicinamico no qual o substituinte
hidréxi esta localizado em C-3 do anel fendlico. Possui papel como um metabolito
vegetal e € um metabolito do &cido cafeico em humanos (PUBCHEM, 2019a).
Stachelska (2015), observou a atividade antimicrobiana do acido m-cumarico sobre

Escherichia coli enterohemorragica sorotipo O157:H7.

Além do &cido m-cumérico e da esculina, a analise fitoquimica também
identificou quatro flavonoides, grupo que também apresenta amplo potencial
farmacoldgico e antioxidante (KAURINOVIC; VASTAG, 2018).

A hesperetina € um flavonoide, pertencente a subclasse das flavanonas. Chen
e cols. (2019), observaram que a hesperetina atenua a leséo renal aguda induzida
pela cisplatina, reduzindo o estresse oxidativo, a inflamacdo e a apoptose. Entre
outras propriedades bioldgicas, a hesperetina tem se destacado por seus efeitos
antineoplasicos, induzindo apoptose em diferentes linhagens de células
cancerigenas, como de adenocarcinoma de pulmao, glioblastoma, cancer de préstata
e de bexiga (WANG, et al., 2019; ERSOZ et al., 2019; SAK ET AL., 2018; STANISIC
et al., 2018).

Conforme observado no Gréfico 2, a esculina e a hesperetina representam 64
% dos fendis encontrados no extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora. Assim,
tendo em vista, o potencial farmacol6gico de ambas as moléculas, um futuro estudo

poderia investigar o sinergismo entre elas.

A quercetina € um flavonoide polifendlico, representante da subclasse
flavonois. E um dos flavonoides mais abundantes em vegetais comestiveis, frutas e
vinho. Apresenta propriedades como agente antibacteriano, antioxidante,
antineoplasico, inibidor de proteina quinase, fitoestrégeno, removedor de radicais e
guelante. Além disso, estudos in vitro tém investigado seus efeitos na reducéo da
expressao da proteina mutante p53 e do oncogene p21l-ras, inducdo da parada do

ciclo celular na fase G1 e inibicdo do choque térmico sintese proteica. Este composto
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também demonstra sinergia e reversao do fenétipo de resisténcia a multiplas drogas,
guando combinado com drogas quimioterapicas, in vitro. A quercetina também produz
efeitos anti-inflamatorios e antialérgicos mediados pela inibicdo das vias lipoxigenase
e ciclooxigenase, impedindo a producdo de mediadores pro-inflamatorios
(PUBCHEM, 2019b).

A miricitrina também pertence a subclasse dos flavonéis. Diversos estudos na
literatura reportam que este flavonoide possui atividade antioxidante, anti-inflamatoria
e anti-nociceptivas, sendo capaz de proteger uma variedade de células de lesdes in
vitro e in vivo, sendo desta forma, avaliado como um possivel produto natural a ser
empregado em doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e como um agente
anti-inflamatorio (ZHANG et al., 20182).

E por fim, o ultimo flavonoide identificado, foi a dihidroquercetina 3-O-
ramnosideo, também conhecida como astilbina ou taxifolina 3-O-ramnosideo, da
classe dos dihidroflavonoides (CHEMSPIDER, 2019). Possui agdo antioxidante,
imunossupressora e anti-inflamatéria. Wang e cols. (2018) observaram o potencial
desta molécula em melhorar o quadro de nefrotoxicidade induzida por metais
pesados, reduzindo a inflamacéo e o estresse oxidativo. A dihidroquercetina 3-O-
ramnosideo também foi capaz de atenuar a fibrose pulmonar, suprimindo a
diferenciacéo celular pela via de Hedgehog (ZHANG et al., 2018b). Além disso, Zhu e
cols. (2019) recentemente descreveram os efeitos neuroprotetores da astilbina em
modelos de doenca de Parkinson induzida em camundongos, onde este composto

atuou suprimindo a gliose, a superexpressao de a-sinucleina e o estresse oxidativo.

7

Conforme discutido anteriormente, a composicdo fendlica é um fator
determinante, ndo apenas da capacidade antioxidante de extratos vegetais (PARK et
al., 2015), mas ainda de outros fatores biologicos, sobretudo de suas propriedades
farmacoldgicas. Logo, considerando o potencial biotecnoldgico e fitoterapico das
moléculas encontradas no extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora, sua

caracterizagao fitoquimica & muito importante.

Portanto, tendo em vista este objetivo, o presente trabalho contribui com os
esforcos anteriores (SPENCER, 2016; NASPOLINI et al.,, 2016), identificando
compostos nao caracterizados previamente. Além disso, a variedade de compostos

caracterizados e a quantidade de picos cromatograficos identificados até o momento,
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fornecem dados prévios para aprofundar a investigacdo das caracteristicas desta
matriz vegetal, visando desenvolver um possivel agente fitoterapico ou fitofarmaco,

rico em produtos naturais bioativos.

5.2 Avaliacdo da mutagenicidade e citotoxicidade pelo ensaio
Salmonella/microssoma (Teste de Ames)

Apesar de seu grande potencial fitoterdpico, compostos bioativos de plantas
também podem ter efeito mutagénico e citotoxico para as células humanas e, portanto,
€ essencial avaliar sua seguranca quando se trata de aplicacbes alimenticias e
farmacéuticas. Nesse sentido, o teste de Ames é uma ferramenta util para verificar a
atividade genotdxica de produtos naturais (ARAUJO-LIMA et al., 20182).

Os resultados da avaliacdo de mutagenicidade realizada no presente trabalho,
sugerem que o extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora pode ser considerado
seguro em concentracdes mais baixas. Entretanto, a exposicdo a altos niveis de seus
compostos pode induzir dano ao DNA pela substituicdo de pares de bases G:C para
A:T. Esse possivel efeito genotoxico pode estar relacionado a resposta ao
desequilibrio redox dose-dependente frente aos flavonoides, que em altas
concentracdes, perdem suas propriedades antioxidantes e passam a atuar como
agentes pré-oxidativos (RIETJENS et al., 2002; 2005), causando efeitos mutagénicos
e carcinogénicos dependendo do microambiente. Isto ocorre pela (auto)oxidacao

quimica ou enzimatica dos flavonoides que produz espécies reativas de oxigénio.

E importante enfatizar que a atividade mutagénica do extrato foi observada
apenas no tratamento com ativacdo metabdlica, indicando uma possivel bioativacéao
de seus constituintes pelas enzimas presentes na fracdo S9 mix. Diversos
mecanismos moleculares de toxicidade de compostos fitoquimicos descritos na
literatura, destacam o papel da ativacdo metabolica redutora de enzimas como as
enzimas do citocromos P450 (CYP) 121 ou 122, NADPH: P450 redutase, xantina
oxidase, NAD(P)H: quinona oxidoredutase (=DT-diaforase, peroxidases, entre outras.
Estas enzimas promovem a bioativacdo de destas moléculas, gerando metabdlitos
reativos capazes de interagir com diversos componentes celulares, e podem por

exemplo, se ligar covalentemente ao DNA, formar adutos de DNA, transversoes,
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alquilacao, ligacdo cruzada e necrose de hepatdcitos (RIETJENS et al., 2005). Por
outro lado, os flavonoides podem inibir a carcinogénese pela modulacdo do
metabolismo de carcinégenos através da inibicdo e/ou inducdo de enzimas de
biotransformacao de fase | e Il, e pela supressdo da proliferagdo anormal de lesdes

pré-neoplasicas precoces oxidativos (RIETJENS et al., 2002).

O Unico componente encontrado no extrato que possui atividade mutagénica
descrita e muito estudada na literatura, € o flavonoide quercetina, que contém
naturalmente um elemento estrutural catecol que apresenta propriedades proé-
oxidativas, sem a necessidade de uma etapa inicial de bioconversdo, mas que pode
ter um efeito acentuado pelo S9 mix, agindo simultaneamente como um agente
mutagénico e pré-mutagénico (RIETJENS et al., 2002). Em acordo os resultados
obtidos no ensaio de mutagenicidade, Brown (1980) relatou que esta molécula pode
sofrer uma 3’,4’-hidroxilacdo do anel B, que € diretamente mutagénica nas cepas de
Salmonella TA100, TA1537 (delecao) e TA98 e é o unico flavonol ativo na TA1538
(delecdo). Resende e cols. (2012) também observaram que a quercetina foi
mutagénica para TA98 (-S9/+S9), TA100 (-S9/+S9) e TA102 (+S9), esta ultima é
sensivel a compostos que induzam mutacdes por estresse oxidativo. Por outro lado,
a formula estrutural da quercetina contém elementos estruturais que Ihe conferem
tanto atividade antioxidante quanto pro-oxidativa, de forma que ela também apresenta
potencial antimutagénico (VALENTOVA et al., 2015).

Nenhum dos demais compostos encontrados apresenta potencial mutagénico
reportado na literatura, sugerindo que a mutagenicidade do extrato é possivelmente
relacionada a quercetina. A mutagenicidade da dihidroquercetina 3-O-ramnosideo
(astilbina) foi avaliada nas linhagens TA97a, TA98, TA100, TA102 e TA1535
(delec&o), mas ndo apresentou efeito mutagénico (GAO et al., 2017). Rhouma et al.
(2012), descreveu a auséncia de mutagenicidade da esculina sobre as cepas TA102
e TA104. A miricitrina também ndo apresentou efeitos mutagénicos sobre as cepas
TA98, TA100, TA97a, TA1535 (HOBBS et al.,, 2015). Bjeldanes e Chang (1977)
relataram a auséncia de efeitos mutagénicos induzidos pela hesperetina nas cepas
TA1535, 1538, TA100 e TA98, independentemente de ativacdo metabdlica. Ainda nédo

ha estudos sobre o potencial mutagénico do 4cido m-cumarico.
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Apesar da possivel mutagenicidade do extrato hidrometandlico da folha de M.
cauliflora observada neste trabalho, muitos estudos mostram que a atividade da
quercetina depende do microambiente e pode ser modulada a fim de se reduzir seus
efeitos nocivos (RIETJENS et al., 2002; 2005; VALENTOVA et al., 2015). Além disso,
grande parte dos estudos de mutagenicidade da quercetina se concentra em métodos
in vitro, contudo, na avaliacdo em humanos, os efeitos mutagénicos relacionados a

guercetina, foram considerados fracos e irrelevantes (ANVISA, 2016).

Muitos extratos vegetais ricos em polifendis sdo considerados nutracéuticos
devido a sua capacidade antioxidante, antimutagénica e antigenotoxica, através da
modulagdo do estado redox, eliminagdo de radicais livres e ativagdo de maquinaria
celular antioxidante em organismos eucariéticos (ARAUJO-LIMA et al., 2018a), o que
sugere que dependendo da faixa de concentracao de polifenois e da dose diéria, este

extrato pode ser benéfico para a saude humana.

5.3 Determinacao do potencial citotoxico em cultura de células HepG:

O figado desempenha um papel importante na toxicidade dos xenobiéticos,
uma vez que muitas de suas enzimas sao responsaveis por parte do metabolismo
dessas substancias (ALMAZROO; MIAH; VENKATARAMANAN, 2017). A cultura de
células permanentes, como a HepGz, € muito utilizada para este fim, considerando
gue possui capacidade de detectar hepatotoxicidade de 90 % em comparacdo com a
cultura primaria de hepatécitos (GERETS et al., 2012).

O extrato hidrometandlico da folha M. cauliflora exibiu efeito citotéxico dose-
dependente sobre as células HepGz, em concentragcdes cinco vezes menores
(considerando LCso em 24 h: 100 pg/mL) que a concentracdo necessaria para produzir

um efeito mutagénico para a cepa TA100 na avaliacdo de mutagenicidade.

HepG:2 € uma linha celular permanente de carcinoma hepatocelular humano, o
subtipo mais frequente de cancer primario de figado e uma das principais causas de
morte por cancer. Desta forma, esta linha celular também é empregada como modelo
na identificacdo de compostos anticarcinogénicos e antitumorais (YE et al, 2018). Os
resultados encontrados neste trabalho reforgam a ag&o anticarcinogénica de algumas

espécies de Myrtaceae. Deste modo, muitas espécies do género Myrciaria apresentam
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propriedades anticarcinogénicas (WU et al, 2013), atuando por exemplo, por alteracdes

da expresséo e atividade de proteinas pro-apoptéticas (LEIPELT, 2016).

Portanto, além de demonstrar a existéncia de um intervalo de seguranga entre
as concentracdes mutagénicas e hepatotoxicas do extrato da folha de M. cauliflora,
os resultados deste trabalho também sugerem o papel do extrato na inibicdo de

células cancerigenas, como HepGz:.

5.4 Avaliagcdo do potencial tripanocida in vitro do extrato sobre a forma

tripomastigota sanguinea, da cepa Y de T. cruzi

Na investigacdo de novas moléculas para a doenca de Chagas, a atividade
tripanocida é a primeira analise de triagem a ser realizada. O extrato hidrometandlico
da folha de M. cauliflora exibiu efeito tripanocida in vitro sobre a forma tripomastigota
sanguinea de T. cruzi (cepa Y, DTU Tcll) apresentando atividade superior em
comparacao ao tratamento atual disponivel, benzonidazol. O extrato foi capaz de inibir
0s parasitos numa faixa de concentracao segura para células HepGz, cerca de dez a
vinte vezes menor que a concentracdo necessaria para produzir efeito hepatotoxico,
e cerca de 50 a 100 vezes menor que a concentracdo capaz de induzir um efeito
mutagénico, o que demonstra um intervalo de seguranca entre o efeito desejado e 0s

efeitos toxicos do extrato, indicando uma seletividade maior sobre os parasitos.

Consequentemente, € interessante aprofundar a investigacdo do potencial
tripanocida do extrato sobre as demais fases evolutivas do T. cruzi, em especial ha
forma amastigota, pouco afetada pela acdo do benzonidazol, para determinar seu
espectro de a¢do, que pode variar devido a complexidade biol6gica do protozoério
(ZINGALES et al., 2018). Além disso, a avaliacdo da atividade tripanocida em modelos
de células infectadas € uma etapa relevante, para verificar a capacidade dos
compostos ativos do extrato de atravessarem as membranas da célula hospedeira e

do parasito (FIELD et al., 2017).

A atividade tripanocida do extrato, pode estar relacionada a presenca de
compostos fendlicos bioativos, como os flavonoides, frequentemente relacionados as
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antiparasitarias dos extratos de folhas,
cascas e frutas do género Myrciaria (SPENCER, 2016; COELHO, 2017; SOUZA-
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MOREIRA et al., 2010; RUIZ et al., 2011). Alguns destes compostos tém a capacidade
de formar complexos com macromoléculas do parasita, tais como lipidios de
membrana, polipeptideos, proteinas e enzimas, levando a inativagdo e perda de
funcdo (COWAN, 1999).

Ruiz e cols. (2011) avaliaram a atividade antiparasitaria de extratos de plantas
utilizadas no tratamento da maléria do Peru, entre elas Myrciaria dubia, popularmente
conhecida como camu-camu. Os extratos hidroetandlicos do fruto, das folhas e do
caule apresentaram atividade in vitro sobre Plasmodium falciparum, inibindo a via de
biomineralizacdo da ferriprotoporfirina (IX), um subproduto toxico da digestdo da
hemoglobina. Do mesmo modo, Correia e cols. (2016) analisaram a atividade
antiparasitaria do extrato diclorometandlico da folha de M. dubia sobre P. falciparum,
Leishmania amazonenses, L. braziliensise L. chagasi, além de verificar a
citotoxicidade do extrato frente a células HepG:z. O extrato inibiu o crescimento de P.
falciparum (cepa W2 resistente a cloroquina), e inibiu o crescimento de formas
promastigotas de L. amazonenses e L. chagasi. Em células HepGz2, o extrato de M.
dubia apresentou concentracdo citotoxica para 50 % das células tratadas acima de

500ug/mL, indicando auséncia de toxicidade e maior seletividade sobre os parasitos.

Os flavonoides apresentam acéo sobre Leishmania peruviana, L. braziliensis e
L. infantum (MARIN, et al., 2009; RAMIREZ-MACIAS, et al., 2012). O mecanismo de
acao dos flavonoides em espécies de Leishmania foi proposto por Mittra e cols. (2000),
que concluiram que os flavondides séo capazes de causar a apoptose do parasito
induzindo a clivagem do cinetoplasto.

Cruz e cols. (2013) demonstraram que os flavonéides, além de alterar o arranjo
do DNA mitocondrial, também inibem a enzima arginase, envolvida na biossintese das
poliaminas, essenciais para o crescimento e diferenciacdo do parasito. A arginase é
um dos alvos enziméticos estudados em busca de novas alternativas quimioterapicas
de doencas causadas por tripanossomatideos. As poliaminas funcionam como
substrato para a tripanotiona redutase na sintese da tripanotiona. Os
tripanossomatideos utilizam a via tripanotiona/tripanotiona redutase para realizar o
balanco redox de fundamental importancia para esses parasitos. A arginase é
essencial para a produgédo da poliamina precursora da ornitina em muitos tipos de
células, contudo ndo em T. cruzi (MELOS; ECHEVARRIA, 2012; FIELD et al., 2017).
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Além dos mecanismos mencionados, alguns produtos naturais atuam
interferindo no equilibrio redox dos parasitos, atuando tanto na cadeia respiratéria
quanto nas defesas celulares contra o estresse oxidativo (CORREIA et al., 2016;
SOUZA et al., 2018). Fonseca-Silva e cols. (2011) reportaram que o tratamento de L.
50mazonenses com quercetina, aumenta a producdo de espécies reativas de
oxigénio, promove disfuncdo mitocondrial no parasita e inibe o crescimento celular,
demonstrando novamente a importancia funcional da modulacdo dos efeitos pro-
oxidativos e antioxidantes da quercetina. Além disso, a quercetina também possui
efeito inibitdrio sobre Trypanosoma brucei, causador da tripanossomiase africana (DE
SOUZA et al., 2017).

Portanto, a atividade tripanocida observada no extrato hidrometanélico da folha
de M. cauliflora sobre T. cruzi, sugere que o extrato pode ser estudado e aplicado em
terapias alternativas, dada a sua eficacia nos ensaios in vitro realizados no presente
trabalho, abrindo a possibilidade de novos estudos biolégicos para aprofundar este
conhecimento através de ensaios que avaliem seus efeitos antiparasitarios em outras

formas evolutivas do parasito.
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6 CONCLUSOES

A analise da composicéao fendlica do extrato hidrometanolico de M.cauliflora por
UPLC-QTOF-MS realizada neste estudo, permitiu a identificacdo de 6 compostos:
quercetina, miricitrina, hesperetina e dihidroquercetina 3-O-ramnosideo, acido m-
cumarico e esculina, a maioria flavonéides, com beneficios conhecidos para a saude
humana, reafirmando o potencial uso desta matriz vegetal residual para ser utilizada

como um nutracéutico ou fitoterapico.

Foi observado que em altas concentracdes, o extrato pode induzir mutacdes
por substituicAo de pares de bases de G:C para A:T, na presenca de ativacao
metabdlica, sugerindo um possivel efeito genotoxico dependente de bioativacdo. Além

disso, nao foi verificada citotoxicidade no ensaio de sobrevivéncia bacteriano.

Na avaliacdo de viabilidade celular em linhagens permanentes de
hepatocarcinoma humano HepG2, foi constatado um efeito citotoxico dose-
dependente. Desta forma, este ensaio foi relevante para o estabelecimento de

concentracdes seguras de uso do extrato.

Por outro lado, a atividade tripanocida significativa do extrato foi observada
frente as formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi (cepa Y, DTU Tcll), em
concentracbes ndo hepatotéxicas para células HepG: e insuficientes para causar
efeitos mutagénicos, sugerindo que o extrato apresenta maior seletividade sobre o

parasito e alta probabilidade de seguranca para o consumo humano.

Assim, os resultados apontam para a relevancia de futuros estudos para avaliar
os efeitos do extrato frente a outras formas evolutivas de T. cruzi, investigando
possiveis mecanismos de acado tripanocida e genotéxica. Um fracionamento
bioguiado, € uma alternativa interessante para identificar e isolar seus constituintes
ativos, em especial a quercetina. Portanto, o extrato hidrometandlico de folhas de M.
cauliflora surge como uma fonte potencial de produtos naturais ativos sobre o agente

etiologico da Doenca de Chagas.
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