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“A persisténcia ¢ o caminho do éxito”.

Charles Chaplin



RESUMO

O presente estudo teve como objetivos analisar os efeitos de preparacdes de sementes Moringa
oleifera (extrato aquoso, fragdo proteica e lectina WSMoL) sobre a viabilidade de trofozoitos
de Acanthamoeba castellanii; investigar os efeitos do extrato e fragdo proteica sobre a
viabilidade de casais de Schistosoma mansoni; determinar a acdo do extrato etandlico de folhas
de Schinus terebinthifolia e de fracdes derivadas sobre bactérias e fungos patogénicos ao
homem, além de bactérias fitopatogénicas e da ameba A. castellanii. A partir do extrato aquoso
de sementes de M. oleifera, foi obtida a fracdo proteica por precipitacdo salina e a lectina por
cromatografia de afinidade. O extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolia foi preparado e
fragbes organicas foram obtidas por meio de particdes. A composicdo do extrato e fracGes foi
avaliada por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Para atividade amebicida, as amostras foram incubadas com trofozoitos por 24 e 48 h
e a viabilidade foi determinada pela concentracdo inibitoria (Clso). A ocorréncia de danos na
membrana celular e alteracdo no tamanho dos trofozoitos foi evidenciada por citometria de
fluxo. Na avaliacdo da atividade esquistossomicida, casais de Schistosoma mansoni foram
incubados com as amostras, sendo analisadas motilidade, sobrevivéncia e viabilidade celular.
Atividades antibacteriana e antifungica foram avaliadas pelo método de diluicdo em caldo,
determinando-se os valores de concentracdo minima inibitoria, bactericida e fungicida. O
extrato aquoso e a fracdo proteica 0-60% de M. oleifera reduziram a viabilidade de A.
castellanii, com Clsode 2.150 e 423,72 pg/mL (24 h) e 1.520 e 469 pg/mL (48 h). Analise por
citometria de fluxo revelou que amebas incubadas com o extrato apresentaram tamanho
reduzido e que extrato e fracdo causaram danos a membrana celular. Com relacdo a acao
esquistossomicida, o extrato e a fracdo promoveram a inviabilizacdo celular dos vermes, com
Clso de 23,48 e 8,93 pg/mL para 24h, respectivamente, sendo detectada uma taxa de
desacalamento de 100% nas concentracOes a partir de 25 pg/mL para o extrato e 6,25 pg/mL
para a fragdo. A CCD do extrato etandlico de S. terebinthifolia revelou a presenca de taninos
hidrolisaveis, flavonoides, terpenos, esteroides, cumarinas e aclcares redutores. Por meio de
CLAE, foi possivel evidenciar a presenca de acido galico e rutina. O extrato apresentou acao
inibitéria sobre Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Ja as fragdes inibiram S. aureus, entretanto
com atividade reduzida comparada ao extrato. Foi constatada ainda atividade inibitéria do
extrato sobre os fungos Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei e das fracdes

sobre C. albicans, porém em menor intensidade que o extrato. Sobre as bactérias



fitopatogénicas foram detectadas atividades inibitoria e bactericida do extrato sobre isolados de
Pectobacterium, contudo as fragfes promoveram apenas acdo bacteriostatica. A fracdo
butanodlica do extrato de S. terebinthifolia apresentou acdo amebicida sobre trofozoitos de A.
castellanii (1Cso de 33,72 (24 h) e 38,55 pg/mL (48 h)). Em concluséo, o estudo contribuiu para
ampliar o conhecimento de potenciais candidatos a moléculas com acdo antimicrobiana,
equistossomicida e amebicida, a partir de compostos extraidos das sementes de M. oleifera e
das folhas de S. terebinthifolia.

Palavras-chave: Acanthamoeba castellanii. Atividade antimicrobiana. Moringa oleifera.

Schinus terebinthifolia. Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

The present study aimed to analyze the effects of Moringa oleifera seed preparations containing
the WSMoL lectin (aqueous extract, protein fraction and isolated WSMoL) on the viability of
Acanthamoeba castellanii trophozoites; to investigate the effects of the extract and protein
fraction on the viability of Schistosoma mansoni couples; to determine the action of the
ethanolic extract of Schinus terebinthifolia leaves and fractions derived on bacteria and fungi
pathogenic to human, in addition to phytopathogenic bacteria and the amoeba A. castellanii.
From the aqueous extract of M. oleifera seeds, the protein fraction was obtained by precipitation
with ammonium sulfate. The WSMoL lectin was isolated from the fraction by affinity
chromatography. The ethanolic extract of leaves of S. terebinthifolia was prepared and organic
fractions were obtained by means of partitions. The composition of the extract and fractions
was evaluated by thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid
chromatography (HPLC). For amoebicidal activity, samples were incubated with trophozoites
for 24 and 48 h and viability was determined by the inhibitory concentration (ICso). The
occurrence of damage to the cell membrane and changes in the size of the trophozoites was
evidenced by flow cytometry. In the evaluation of schistosomicidal activity, couples of
Schistosoma mansoni were incubated with the samples, and motility, survival and cell viability
were analyzed. Antibacterial and antifungal activities were evaluated using the broth dilution
method, determining the minimum inhibitory, bactericidal and fungicidal concentration values.
The aqueous extract and the 0-60% protein fraction of M. oleifera reduced the viability of A.
castellanii, with 1Csg of 2,150 and 423,72 pg/mL (24 h) and 1,520 and 469 pg/mL (48 h). Flow
cytometric analysis revealed that amoebae incubated with the extract were reduced in size and
that the extract and fraction caused damage to the cell membrane. With regard to the
schistosomicidal action, the extract and the fraction promoted the cellular impracticability of
the worms, with 1Csp of 23.48 and 8.93 g / mL for 24h, respectively, being detected a rate of
100% uncouplingin the concentrations from 25 pg/mL for the extract and 6.25 pg/mL for the
fraction. The TLC of the ethanolic extract of S. terebinthifolia revealed the presence of
hydrolyzable tannins, flavonoids, terpenes, steroids, coumarins and reducing sugars. Through
HPLC, it was possible to evidence the presence of gallic acid and rutin. The extract showed an
inhibitory action on Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The fractions inhibited S. aureus,
however, with reduced activity compared to the extract. There was also an inhibitory activity

of the extract on the fungi Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei and the



fractions on C. albicans, but in less intensity than the extract. On phytopathogenic bacteria,
inhibitory and bactericidal activities of the extract were detected on Pectobacterium isolates,
however the fractions promoted only bacteriostatic action. The butanolic fraction of S.
terebinthifolia extract showed amebicidal action on A. castellanii trophozoites (ICso of 33.72
(24 h) and 38.55 pg / mL (48 h)). In conclusion, the study contributed to expand the knowledge
of potential candidates for molecules with antimicrobial, equistossomicide and amoebicide
action, from compounds extracted from the seeds of M. oleifera and the leaves of S.

terebinthifolia.

Key words: Acanthamoeba castellanii. Antimicrobial activity. Moringa oleifera. Schinus

terebinthifolia. Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUCAO

Os agentes patogénicos possuem a capacidade de promover doengas infecto-
parasitarias em hospedeiros suscetiveis. Por refletirem diretamente as baixas condigdes
socioecondmicas, habitacionais, alimentares e de higiene da populacédo, essas doencas
além de ocasionarem danos aos individuos constituem um importante problema de salde
publica. A magnitude ou gravidade com que acometem humanos, plantas e outros animais
pode ser devido ao surgimento de novas cepas patogénicas e a ampliacdo da resisténcia
aos antimicrobianos (PIOLI et al., 2016).

A resisténcia aos medicamentos sdo responsaveis por 700 mil mortes por ano em
todo o mundo (OMS, 2019) e estd sendo acelerada pelo uso inadequado
de antimicrobianos no tratamento das enfermidades humanas e na pecuaria, piscicultura
e agricultura (KHACHATOURIANS, 1998, KUMMERER, 2004). Nesse contexto, estdo
as bactérias Klebsiella pneumoniae (OLIVEIRA et al., 2011), Pseudomonas aeruginosa
(NEVES et al., 2011), Salmonella enteritidis (PAUDYAL et al., 2018), Micrococcus
luteus (LIEBL; KLOOS; LUDWIG, 2002), Staphylococcus aureus (FOSTER, 2017),
bem como as bactérias fitopatogénicas do género Pectobacterium (ARNAUD;
DESCLOS-THEVENIAU; ZIMMERLLI, 2012). Entre as leveduras, estdo as do género
Candida (JIN et al., 2016; BERKOW; LOCKHART, 2017). E parasitos do género
Schistosoma (PINTO-ALMEIDA et al., 2016; 2018) e as do género Acanthamoeba
(CHEN et al., 2019).

Desse modo, pesquisas envolvendo plantas medicinais com potencial
antimicrobiano tem ganhado destaque na busca por substancias bioativas, presentes nos
extratos, fracdes, 6leos e compostos purificados, que apresentam baixa toxicidade para o
hospedeiro e com acgéo contra organismos resistentes (LORENZI; MATQOS, 2002).

A planta medicinal Schinus terebinthifolia Raddi (aroeira-da-praia) pertence a
familia Anacardiaceae, e € encontrada no Brasil desde a Mata Atlantica do Rio Grande
do Norte até o Rio Grande do Sul (LORENZI, 2008; LORENZI; MATOS, 2008). O
decocto da casca é utilizado pela populacdo nos tratamentos de micoses e infeccdo por
Candida (LLOYD et al., 1977; LORENZI; MATOS, 2008). Foi relatado que os extratos
etanolico e diclorometandlico de folhas apresentaram componentes como flavonoides,
xantonas, leucoantocianidina e esteroides livres com atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans
(LIMA et al., 2006; EL-MASSRY et al., 2009).



19

Moringa oleifera Lam., da familia Moringaceae, € cultivada no Brasil como planta
ornamental e medicinal (LORENZI; MATOS, 2008). Estudos demonstraram que 0
extrato aquoso e etandlico de sementes promoveram acgdo inibitoria sobre bactérias da
espécie Vibrio cholerae (VIEIRA et al., 2010). Suas sementes sdo amplamente estudadas,
sendo evidenciadas suas atividades hipotensiva, antioxidante, antibacteriana, coagulante/
floculante no tratamento de agua e cercaricida sobre Schistosoma mansoni (FAIZI et al.,
1995; GUPTA et al., 2005; LORENZI; MATOS, 2008; FERREIRA et al., 2011). Estas
propriedades de M. oleifera estdo associadas a moléculas bioativas do metabolismo
primério e secundario. Dentre os metabdlitos primarios, destacam-se as lectinas.

Lectinas sdo proteinas que se ligam especificamente a carboidratos e apresentam
diversas atividades biologicas. As lectinas cMoL (do inglés coagulant M. oleifera lectin)
e WSMoL (do inglés water-soluble M. oleifera lectin) foram isoladas a partir das
sementes de M. oleifera (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2009). WSMoL
apresentou atividades antibacteriana e antibiofilme (COELHO et al., 2009; FERREIRA
etal., 2011; SANTOS et al., 2012, 2014; FREITAS et al., 2016a, 2016b; MOURA et al.,
2015, 2016, 2017).

Este trabalho teve como objetivo avaliar preparacdes de sementes de M. oleifera
contendo a lectina WSMoL quanto & acdo antiparasitaria contra A. castellanii e S.
mansoni e extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolia e suas fracBes quanto as

atividades antimicrobiana contra bactérias e fungos e atividade amebicida.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo das plantas medicinais para fins terapéuticos esta presente desde as
primeiras civilizacbes. Essas plantas sdo reconhecidas pela produgdo de compostos
bioativos, oriundos do metabolismo primario e secundario, que podem ser extraidos de
folhas, flores, caule, casca, frutos e sementes. Muito desses compostos aindam precisam
ser identificados e/ou meticulosamente estudados, a fim de explorar seus potenciais
terapéuticos auxiliando na prevencdo e tratamento de varias enfermidades humanas.
Estima-se que entre milhares de espécies de vegetais no planeta, cerca de 10%, tenha sido
explorada para caracterizar seu potencial farmacoldgico e cerca de 80% da populacao
mundial de paises em desenvolvimento utilizam fitoterapicos para sua sobrevivéncia.
Nesse contexto, a busca por produtos naturais que possam ser alternativas
medicamentosas vem crescendo em todo mundo, buscando-se sempre compostos
eficazes, perfis de alta qualidade, seguranga e custo-beneficio em relagcdo aos compostos
sintéticos (LORENZI; MATOS, 2008; CARVALHO; SILVEIRA, 2010; SHARMA et
al., 2020). Dentre as plantas medicinais da flora exdtica e nativa que tem apresentado

promissoras atividades biologicas estdo a Moringa oleifera e a Schinus terebinthifolia.

2.1.1 Moringa oleifera Lam

Moringa oleifera Lamarck (1785) é uma espécie de vegetal que pertence a ordem
Brassicales e a familia Moringaceae. O género Moringa contempla 13 espécies
(CORDEIRO et al., 2008). A moringa apresenta variados nomes populares como “lirio
branco”, “quiabo de quina” ou “moringa”. E um vegetal nativo do noroeste indiano, mas
tem se espalhado por regides subtropicais e tropicais, sendo também encontrada nas
regi0es asiatica, africana e americana (BHATIA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2012).

M. oleifera apresenta porte arboreo, alcangando cerca de 7 a 12 metros de altura,
possuindo uma copa com aspecto ralo (Figura 1). Suas folhas sédo do tipo composta
bipinada imparipinada, com foliolos obovais, pequenos e glabros (Figura 2A). Suas
inflorescéncias sdo do tipo racemo com coloracdo branca e odor agradavel (Figura 2C).

Seus frutos se assemelham a vagens, porém sdo do tipo capsula que se abrem na
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maturidade (deiscentes) possuindo secdo triangular (Figura 2D). O fruto pode atingir até
35 ¢cm de comprimento, apresentando sementes oleaginosas e trialadas (Figura 2B)
(LORENZI; MATOS, 2002; BEZERRA et al., 2004a).

Figura 1 — Espécie Moringa oleifera.
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Fonte: https://www.sitiodamata.com.br/moringa-moringa-oleifera, acesso em
21 jul. 2019.

M. oleifera € uma planta perene podendo se desenvolver em ambientes irrigados
ou secos (LORENZI; MATQOS, 2002). Para sua sobrevivéncia ndo € necessario solos e
adubac0es especiais (SILVA; KERR, 1999), entretanto consegue se desenvolver muito
bem em solos de terra preta com boa drenagem e em terras pretas argilosas, apresentando
predilecdo a solos neutros a levemente acidos (DALLA ROSA, 1993). O vegetal
consegue manter-se vivo e com producdo ativa mesmo em zonas com baixa umidade do
solo, alta temperatura, alta taxas de evaporacdo e grandes precipitacdes, tornando
compativel seu cultivo em regides semiaridas como ocorre na regido nordeste brasileira
(ALMEIDA et al., 1999).

As sementes de M. oleifera (Figura 2B) apresentam cerca de 33,9% de proteinas,
37,2% de lipideos (OLIVEIRA et al., 1999). Seu 06leo possui cerca de 71,6% de &cido
graxo oleico (insaturado dominante) e 6,4% tanto para o acido graxo palmitico quanto
para 0 behénico (saturados dominante) (LALAS; TSAKINS, 2002). As sementes

apresentam maior longevidade em temperaturas menores ou iguais a 10 °C e umidade
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relativa em torno 50 a 60% (FREITAS et al., 2000; PADUA; VIEIRA, 2001; BEZERRA
et al., 2004a).

Figura 2 — Aspectos Moringa oleifera (A) folhas, (B) sementes, (C) flores e (D) vagens.
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Fontes: https://www.moringaforlife.com.pk/page/Moringa_By Parts, acesso em 21 jul.
2019 (A); https://glowroad.com/500-gms-moringa-seeds-moringa-oleifera-seeds-moringa-
seed-kernels-moringa-pkm1-seeds-pkm-1-seeds-moringa-tree-seeds/az/BO711N19H1,
acesso em 01 jul. 2019 (B); https://erva.com.au/blogs/erva/a-flower-for-flowery-sex, acesso
em 21 jul. 2019 (C); https://www.sadestar.com.br/2017/10/beneficios-sementes-de-
moringa.html, acesso em 01 jul. 2019 (D).

M. oleifera possui variadas aplicagdes, sendo utilizada na medicina, na industria
e na alimentacdo humana e de animais (PALADA, 1996; MAKKAR; BECKER, 1997).
Diferentes partes da planta séo utilizadas popularmente para tratar enfermidades, como
escoburto, feridas e infecgdes cutaneas, problemas na prostata e na bexiga e até em
tumores abdominais (SREELATHA et al., 2011). As sementes de M. oleifera apresentam
a propriedade de purificar e clarificar a agua, tornando-se muito Gtil em ambientes com
caréncia de tratamento hidrico (OKUDA et al., 2001; GHEBREMICHAEL et al., 2005;
KUMARI et al., 2006).

M. oleifera é um vegetal rico em nutrientes, apresentando-se como fonte de sais

minerais (ferro, magnésio, fésforo e célcio), vitaminas (B6, B2 e C), carotenoides


https://www.moringaforlife.com.pk/page/Moringa_By_Parts
https://glowroad.com/500-gms-moringa-seeds-moringa-oleifera-seeds-moringa-seed-kernels-moringa-pkm1-seeds-pkm-1-seeds-moringa-tree-seeds/az/B0711N19H1
https://glowroad.com/500-gms-moringa-seeds-moringa-oleifera-seeds-moringa-seed-kernels-moringa-pkm1-seeds-pkm-1-seeds-moringa-tree-seeds/az/B0711N19H1
https://erva.com.au/blogs/erva/a-flower-for-flowery-sex
https://www.sadestar.com.br/2017/10/beneficios-sementes-de-moringa.html
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provitamina A, proteinas digestiveis, acidos graxos e aminodacidos essenciais (MORTON,
1991; SESHADRI; NAMBIAR, 2003; FAHEY, 2005; FERREIRA et al., 2008; MEHTA
etal., 2011; MAHESHWARI et al., 2014; GUPTA et al., 2017).

O extrato aquoso da semente de M. oleifera, contendo lectinas, promoveu
mortalidade de larvas e ovos de A. aegypti (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2012),
assim como seu extrato metandlico apresentou efeito larvicida e pupicida sobre
Anopheles stephensis (PRABHU et al., 2010). Ademais, tanto os extratos etanolico e
aquoso apresentaram efeitos sobre Vibrio cholerae e Escherichia coli (CACERES et al.,
1991; VIERA et al., 2010). Outro estudo demonstrou que, a associacdo entre fragédo de
proteinas de semente de moringa e a bentonita (associa¢do de argila) acarretou uma
reducdo de 90% do numero de cercérias de S. mansoni tornando a agua potavel, sem
riscos de contaminacgdes (LORENZI; MATQOS, 2008).

Além dos extratos derivados das sementes, extratos obtidos de flores e folhas
também apresentam variadas atividades bioldgicas, como o extrato de flores e o inibidor
de tripsina purificado a partir dele apresentaram acao antiparasitaria contra Trypanosoma
cruzi (PONTUAL et al., 2018). Extratos aquosos de folhas e de sementes apresentaram
acao bactericida sobre Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (CACERES et
al., 1991; VIERA et al., 2010).

M. oleifera possui ainda diversas outras propriedades como acao antiespasmadica,
anti-inflamatoria e diurética do extrato aquoso de sementes (CACERES et al., 1992);
antitumoral do extrato etandlico de sementes (GUEVARA et al., 1999); hipotensiva do
extrato etandlico e fragdes de sua vagens (FAIZI et al., 1994; FAIZI et al., 1998); anti-
hipertensivo do extrato aquoso folhas (DANGI et al., 2002); antifingica do extrato
etanolico de folhas (CHUANG et al., 2007).

2.1.2 Schinus terebinthifolia Raddi (Aroeira-da-praia)

Schinus terebinthifolia Raddi (1820) apresenta grande variedade de nomes
populares, tais como aroeira-da-praia, aroeira-pimenteira, aroeira-marrom, aroeira-
vermelha, dentre varios outros (SOUZA; LORENZI, 2005). Apresenta distribuicdo na
regido tropical e subtropical (SOUZA; LORENZI, 2005), porém sua origem é da América
do sul, natural do Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina (LORENZI, 2002). No Brasil, a

planta ocorre nas regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuigdo geografica da espécie Schinus terebinthifolia Raddi nos estados
brasileiros.

Fonte: Modificado de SILVA-LUZ; PIRANI, 2015.

Essa espécie se desenvolve em ambiente terrestre possuindo porte arbustivo ou
arboreo que varia entre 5 a 10 m de altura e didmetro caulinar de 30-60 cm (Figura 4). E
uma planta do tipo heli6fila e pioneira, encontrada comumente em regides ribeirinhas,
corregos e varzeas umidas, sendo pouco exigente com o solo e umidade. Sua madeira
apresenta notavel resisténcia e durabilidade natural (LORENZI, 2008; SILVA-LUZ;
PIRANI, 2015). Seu caule é revestido por uma casca grossa de cor parda, com a presenca
de fendas no sentido longitudinal e transversal, enquanto a superficie interna tem como
caracteristica uma cor avermelhada com a presenca de estrias longitudinais. Muitas vezes
ha a presenca de resinas na superficie (CORREA, 1926; BALBACH, 1956; FLEIG, 1989;
JORGE; MARKMANN, 1996; OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998).
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Figura 4 — Espécie Schinus terebinthifolia Raddi.
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Fonte:http://g1.globo.com/sp/campinas-regiao/terra-da-
gente/flora/noticia/2015/01/aroeira-vermelha.html, acesso em 21 jul. 2019.

Suas folhas sdo do tipo compostas, imparipenadas com 5 a 7 foliolos, dimensao
de 3-7 cm de comprimento e 2-3 cm de largura. Apresentam consisténcia do tipo
membranécea, com peciolos cilindricos, venacdo peninérvea e sem a presenca de
estipulas (Figura 5). A folhagem se mantém durante todo o ano (tipo perenifolia) de cor
verde-escura (LORENZI, 2008; FAGUNDES, 2007).

Sua inflorescéncia é uma panicula racemosa, caracterizada na forma de cacho, que
apresenta disposicao axilar (lateral) ou terminal. As inflorescéncias apresentam pequenas
flores com tom esbranquicado. As flores sdo meliferas, possuindo a capacidade de atrair
as abelhas para a producédo de mel. O periodo de florescimento ocorre no periodo de
setembro a janeiro (FAGUNDES et al., 2007; LORENZI, 2008).

Os frutos de S. terebinthifolia s&o do tipo drupa de forma globosa que apresenta
coloracdo vermelha quando em seu estagio maduro (Figura 5). Séo utilizados na culinaria
como condimento e como alimento pelo conjunto de aves da regido, que naturalmente
tende a disseminar suas sementes (dispersdo zoocoérica). O periodo de frutificacdo
prevalece do periodo de janeiro a julho (LORENZI, 2008).

As folhas, cascas e frutos de S. terebinthifolia sdo utilizados para fins terapéuticos
devido a variadas propriedades medicinais (BORIO; CECY; YASUMOTO, 1973;
GILBERT; FAVORETO, 2011). O decocto da casca tem sido usado pela populacédo nos
tratamentos de inflamacdo pds-parto, cicatrizacdo, doencas do sistema urinario e do
aparelho respiratorio, hemoptise e hemorragia uterina, micoses e infeccdo por Candida


http://g1.globo.com/sp/campinas-regiao/terra-da-gente/flora/noticia/2015/01/aroeira-vermelha.html
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(LLOYD etal., 1977; LORENZI; MATOS, 2008; SANTOS et al., 2010; GOMES et al.,
2013). Alguns ensaios clinicos corroboram com algumas utilizacGes popular de S.
terebinthifolia, como a acdo dedesinfec¢do vaginal da casca, sobre quadros de cervicite e
cervico-vaginite cronica (AMORIM; SANTOS, 2003; SILVA et al., 2003), acdo anti-
inflamatdrio da entrecasca (MEDEIROS et al., 2007), O reparo tecidual de lesdes bucais
em Rattus norvegicus tratados com extrato de folhas (RIBAS et al., 2006), Ac¢édo
antialérgica e anti-edema da fracéo acetato de etila de folhas (CAVALHER-MACHADO
et al., 2008). Carlini e colaboradores (2010) demostraram que o extrato da casca de S.
terebinthifolia apresentaram efeito protetor contra ulceragdes gastricas, além da reducédo

de hemorragia gastrica e transito intestinal.

Figura 5 — Aspectos Schinus terebinthifolia Raddi: folhas e frutos.

Fonte: https://selectree.calpoly.edu/tree-detail/schinus-terebinthifolius, acesso
em 21 jul. 2019.

As folhas, cascas e frutos de S. terebinthifolia apresentam também variadas
atividades biologicas. O extrato etandlico da folha apresenta acdo inibitoria sobre
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Aspergillus niger,
Aspergillus parasiticus, Candida albicans com concentracdo minima inibitéria (CMI)
variando 0,75 a 0,95 (EL-MASSRY et al., 2009). Fracdes de hexano e diclorometano das
folhas apresentaram agdo inibitoria (MIC = 15,6 pg/mL) sobre o fungo Paracoccidioides
brasiliensis (JOHANN et al., 2010). Uma Lectina extraida das folhas (SteLL) apresentou
atividade antitumoral e atividade antinociceptiva em camundongos portadores de
sarcoma 180, ndo induzindo alteragbes hematoldgicas e efeitos genotdxico, entretanto,


https://selectree.calpoly.edu/tree-detail/schinus-terebinthifolius
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possuindo um certo grau de toxicidade hepatica e renal (RAMOS et al., 2019; 2020). O
extrato etanolico de folhas ainda apresentou atividade antioxidante, além de inibir (15,62
ug/mL) o crescimento da bactéria Enterococcus faecalis, ja o extrato de caule inibiu o E.
faecalis com CMI de 500 pg/mL (COSTA et al., 2015). O extrato hidroetanolico da casca
promoveu efeito anti-herpético inibindo e eliminando cepas do virus da Herpes simples
tipo 1, in vitro, além de acdo protetora contra lesGes ocasionadas pelo virus em
camundongos Mus musculus (NOCCHI et al., 2017). Extrato etandlico da casca foi
utilizada no tratamento de alveolite em ratos, sendo eficaz contra Streptococcus viridans,
Streptococcus B-hemolytica, Bacillus corineforme, Staphylococcus aureus e bactérias
gram-positivas presentes na alveolite (MELO-JUNIOR et al., 2000). Ha relatos que
fracbes da casca enquiquecida com flavondides, seriam capazes de promover a quebra do
DNA, gerando lesdes que poderiam acarretar mutaces (VARELA-BARCA et al., 2007).
Os 6leos essenciais dos frutos apresentaram atividade sobre fungos do género Candida,
atividade antioxidante, atividade citotoxica e atividade anticAncer sobre carcinoma
mamario (BENDAOUD, et al., 2010). Os frutos apresentaram, também, atividade
citotoxicas sobre células do adenocarcinoma colorretal epitelial humano, quando as
celulas foram submetidas ao seu extrato diclorometandlico (OLIVEIRA et al., 2018).
Entretanto h& relatos da auséncia de atividade antitumoral dos 6leos essenciais em varias
linhagens de cancer humano (ROVEDA et al, 2010).

2.2 METABOLITOS DE PLANTAS

O metabolismo representa o conjunto de reagdes catabolicas (degradacdo) e
anabdlicas (sintese) que ocorre no ambiente celular. Os compostos quimicos formados
nos processos sintese, degradacdo ou transformacado sdo denominados de metabdlitos. Em
vegetais 0 metabolismo pode ser dividido em primario e secundario (DI STASI, 1995;
SIMOES et al., 2010).

2.2.1 Metabolitos primarios
O metabolismo primario é composto por carboidratos, aminoacidos, proteinas e

acidos nucleicos, que sao substancias quimicas vitais para a sobrevivéncia dos vegetais
(BRAZ FILHO, 2010).
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Os metabolitos primarios estdo envolvidos no crescimento e desenvolvimento
vegetal, na respiracao, na fotossintese, além da sintese de hormdbios e proteinas. Sao
encontrados em todas as espécies dentro de amplos grupos filogenéticos e comumente

utilizam as mesmas vias bioquimicas ou similares (HOUNSOME et al., 2008).

2.2.1.1 Lectinas

Dentre as varias moléculas do metabolismo primario, destacam-se as lectinas. As
lectinas sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligar especificamente a
carboidratos (Figura 6A). O termo lectina provém do latim “lectus” cujo significado ¢é
“selecionado”. Essas proteinas interagem com variados tipos celulares sendo, inclusive,
capazes de promover aglutinacdo devido a ligacdo com os glicoconjugados presentes nas
superficies celulares (Figura 6B). A origem das lectinas ndo é imunolégica, o que as
diferencia de anticorpos que também tém a capacidade de reconhecer e aglutinar células
(COELHO et al., 2017).

Figura 6 — Representacdo esquematica da ligagdo lectina-
carboidrato e do mecanismo da aglutinacéo celular.

(A) Desenho esquemaético da ligacéo lectina-carboidrato. As
linhas pontilhadas estdo representando pontes de hidrogénio.
(B) Representagdo esquemdtica da aglutinagdo celular
promovida pelas lectinas. Lectina ( =) interagindo com

seus ligantes da superficie celular ( ™ <* < ®) onde os ligantes
podem ser carboidratos ou néo.
Fonte: A e B Kennedy et al., 1995.
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As lectinas sdo encontradas em variados tipos de organismos, desde virus até
plantas e animais, incluindo os seres humanos, atuando na mediacdo de eventos de
reconhecimento biologico (RINI, 1995). Em plantas, elas tém sido detectadas em diversas
partes como folhas (GOMES et al., 2010), sementes (CARVALHO et al., 2015), frutos
(WEARNE et al., 2012), flores (SANTOS et al., 2009), raizes (SOUZA et al., 2011),
rizomas (SANTANA et al., 2012), casca (ARAUJO et al., 2012) e cerne (SA et al., 2008).

Diversas atividades biologicas tém sido atribuidas as lectinas. Nas plantas,
desempenham acgdo defensora contra microrganismos patgenos e insetos, bem como
participagdo em mecanismos de modulagdo, estocagem e mobilizacdo de proteinas e
carboidratos de reserva além de alongamento da parede celular (KENNEDY et al.,1995;
HIRSCH, 1999; ISIDRO et al., 2001; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; PAES et al.,
2002; LIMPENS; BISSELING, 2003).

Além destas, outras inimeras atividades bioldgicas e aplicacdes biotecnoldgicas
sdo descritas, como o reconhecimento, diferenciacéo e determinacédo de tipos celulares
(DANGUY et al., 1998; FUNK; THOMPSON, 1998), isolamento e analise estrutural de
oligossacarideos e glicoconjugados (ENDO, 1996; HAYUNGA; SUMMER, 1986; XIE
et al., 2009; YAMASHITA; OHKURA, 2014), atividade cicatrizante (GONZALEZ et
al., 2014), atividades antiproliferativa (SILVA et al., 2014), anti-inflamatéria (LEITE et
al., 2012), anti-parasitaria (CASTANHEIRA et al., 2015), antitumoral (ZHANG et al.,
2015), antimutagénico e antioxidante (FRASSINETTI et al., 2015), imunomoduladora
(PRASANNA; VENKATESH, 2015), antifingica (CHIKALOVETS et al., 2015),
antibacteriana (CARVALHO et al., 2015), antiviral (GORDTS et al., 2015) e inseticida
(NAPOLEAO et al., 2013).

2.2.1.1.1 Lectina WSMoL

Dentre as varias lectinas bioativas ja estudada, a lectina WSMoL obtida de
sementes de M. oleifera tem revelado variadas atividades promissoras. O termo WSMoL
vem do inglés Water Soluble M. oleifera Lectin, que se refere a uma lectina solivel em
4gua isolada a partir das sementes de M. oleifera (SANTOS et al., 2005). E uma proteina
acidica (pl 5,5) com massa molecular nativa de 60 kDa (MOURA et al., 2016). A
WSMoL é isolada por cromatografia de afinidade em coluna de quitina e possui atividade
hemaglutinante na faixa de pH entre 4,5 e 9,5. Sua acdo hemaglutinante ¢ inibida na

presenca de frutose e N-acetil-D-glicosamina, suporta aquecimento a temperatura de 100
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°C, além de ser estimulada na presenca do ion Mg?* (SANTOS et al., 2005; COELHO et
al., 2009; ROLIM et al., 2011).

A WSMoL apresenta variadas atividades biologicas, salientando a antimicrobiana
e a inseticida. Ferreira e colaboradores (2011) demonstraram que esta lectina apresentou
concentracdo minima inibitoria (CMI) e concentragcdo minima bactericida (CMB) sobre
o Staphylococcus aureus de 7,8 pg/mL e 300 pg/mL respectivamente, enquanto contra
Escherichia coli demonstrou CMI de 250 pg/mL. Moura e colaboradores (2015)
observaram que a WSMoL interferiu no crescimento e sobrevivéncia de bactérias
patogénicas que também podem estar associadas a biocorroséo: Bacillus sp., B. cereus,
B. pumillus, B. megaterium com CMI de 10,4; 334; 10,4 e 20,8 ug/mL, respectivamente,
e CMB de 167 pg/mL para Bacillus sp. e de 83,5 para B. pumillus e B. megaterium.

Outras trés espécies pertencentes ao género Pseudomonas também foram
avaliadas: Pseudomonas sp., P. stutzeri e P. fluorescens com CMI de 167; 10,4 e 20,8
pug/mL, respectivamente, entretanto apenas foi detectado o CMB para a espécie P.
fluorescens (20,8 ug/mL). Ademais, um representante do género Micrococcus e a espécie
Serratia marcescens também foram avaliados pelos mesmos autores e apresentaram CMI
de 41,7 e 5,2 pg/mL, sendo a acéo bactericida detectada para S. marcescens (CMB igual
ao valor de CMI). A avaliacdo por microscopia de fluorescéncia indicou que a WSMoL
ocasionou a perda da integridade da membrana de S. marcescens, além de promover
extravasamento de proteinas em todas as espécies sensiveis. Em continuidade ao estudo
anterior, Moura e colaboradores (2017) afirmaram que a WSMoL, imobilizada ou ndo em
vidro, preveniu a formacdo de biofilme por S. marcescens e Bacillus sp., sendo a acéo
antibiofilme vinculada a capacidade de danificar as células bacterianas.

No estudo de Coelho e colaboradores (2009) a WSMoL apresentou agéo larvicida
com concentracdo letal (CLso) de 0,197 mg/mL sobre o quarto estagio larval de A. aegypti.
A anélise das larvas revelou auséncia da camada que delimita o epitélio intestinal com
hipertrofia dos segmentos. O extrato aquoso de sementes de M. oleifera, contendo
WSMoL, demonstrou acao retardante no desenvolvimento das larvas desse mosquito.

Em outra pesquisa realizada por Santos e colaboradores (2012), os autores
observaram que a lectina ainda apresentou acao estimulante da oviposicdo de fémeas de
A. aegypti e acdo ovicida, promovendo tanto retardo no desenvolvimento quanto morte
do embrido (SANTOS et al., 2012). Em 2014, foi demonstrado em um experimento
realizado em condicdes de semi-campo para avaliar o efeito de uma armadilha de captura

de ovos de fémeas adultas de A. aegypti (MosquiTRAP ™) contendo a lectina WSMoL
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(0,1 mg/mL), que houve um efeito estimulante de oviposicdo (65 + 14%)
significativamente similar (p <0,05) ao promovido pelo controle positivo representado
pela infusdo de Panicum maximum, tornando a lectina um candidato interessante para
o0 controle de A. aegypti (SANTOS et al., 2014).

Posteriormente, Santos e colaboradores (2018) analisaram o efeito da radiacdo
gama nas doses de 10 mGy e 10Gy sobre a lectina WSMoL e possiveis alteracdes em sua
acao larvicida e ovicida sobre A. aegypti. Os resultados mostraram que ndo houve perda
de moléculas, mas ocorreu mudancas na conformacéo da proteina na dose de 10 Gy, bem
como perda das atividades larvicida e ovicida. Porém, quando a lectina foi submetida a
10 mGy houve uma potencializacdo dessas atividades. No entanto, a estimulacdo
da oviposicdo por WSMoL néo foi observada em nenhuma das amostras irradiadas.

Agra-Neto e colaboradores (2014) realizaram um estudo comparando a agéo
larvicida de WSMoL e a dindmica das atividades enzimaticas de larvas de A. aegypti
susceptiveis (cepa Rockefeller) ou resistentes (cepas Rec-R) a temefds, quando expostas
ou nao a lectina. Neste estudo, a WSMoL promoveu a mortalidade das cepas Rockefeller,
entretanto, ndo promoveu as larvas Rec-R. Para as larvas Rockefeller, a lectina estimulou
as atividades de protease, tripsina, a-amilase e a-esterase e reduziu p-esterase, enquanto
a Rec-R apresentou diminuic¢ao da protease e a-amilase. Esses resultados mostram que as
larvas dessas cepas apresentaram caracteristicas bioquimicas diferentes, o que resulta na
susceptibilidade diferencial a WSMoL.

Silva e colaboradores (2017) avaliaram a ecotoxicidade de WSMoL sobre
embriBes e larvas de peixes da espécie Danio rerio. A lectina apresentou CLsode 0,190,
0,133 e 0,049 mg/mL apds 48, 72 e 96 horas, respectivamente, sobre os embrides e CLsg
de 0,21 e 0,135 mg/mL, ap6s 24 h e 96 h, respectivamente, sobre as larvas de D. rerio.
Além da letalidade sobre os embrides e as larvas, a lectina promoveu atraso na eclosdo e
reducdo do crescimento dos embrides e ocasionou inibicdo da acetilcolinesterase e
hipoatividade das larvas. Sendo assim, ndo é recomendado o uso da lectina como larvicida
em agua contendo outros organismos.

Tambeém foi descrita por Oliveira e colaboradores (2017) a agdo de WSMoL sobre
a fisiologia digestiva de larvas de farinha do mediterraneo Anagasta kuehniella. O
trabalho mostrou que a lectina prejudicou o ganho de peso das larvas em 50 % e promoveu
alteracéo nas atividades das principais enzimas digestivas. A lectina comprometeu mais

de 90% da capacidade de digestdo das proteinas.
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A atividade coagulante da WSMoL foi avaliada pela mediagdo da resisténcia
elétrica e na presenca de monossacarideos e ions magnésio na pesquisa de Moura e
colaboradores (2016). Os dados indicaram que a lectina reduziu tanto a densidade dptica
quanto a resisténcia elétrica da suspensdo de caulim, sugerindo que as particulas sdo
desestabilizadas e em seguida ocorre a formacgio de complexos. Os fons de Mg #* e
carboidratos promoveram uma diminui¢cdo na capacidade coagulante da lectina, o que
sugere que a conformacdo da proteina € importante para essa propriedade.

Ademais, a WSMoL também apresentou acdo coagulante comparavel ao sulfato
de aluminio, tornando-se uma nova opg¢ao para o tratamento hidrico (FERREIRA et al.,
2011; MOURA et al., 2016). Rolim et al (2011) observaram que a WSMoL néo possuiu
acao genotoxica na faixa de concentragdo entre 0,0125 a 0,8 ug/ulL.. Como a concentragao
do extrato bruto requerida para o tratamento de &gua para consumo humano é de 0,2
pg/ul, a lectina ndo promoveria danos ao material genético.

Freitas e colaboradores (2016a) analisaram a eficacia de WSMoL na remogéo de
metais pesados da agua. O estudo revelou que a eficiéncia de remocéo foi de 49,00%,
53,21%, 71,45%, 55,42%, 69,88%, 62,14% e 49,36% para Cd *2, Pb*2 Cu*?2 Zn*?2
Mg™* 2 Mn*2e Al*3 respectivamente. Porém os metais interferiram na atividade
hemaglutinante e antimicrobiana da lectina, provavelmente pela interagdo lectina/metais
promovndo sua precipitacdo. Em outro ensaio, foi avaliada a associa¢do do sulfato de
aluminio e da WSMoL com o intuito de reduzir a turbidez e a toxicidade da dgua poluida.
Foi evidenciado que o tratamento do sulfato de aluminio seguido da lectina foi 0 mais
eficaz (96,8%) para a reducdo da turbidez, comparado a aplicacdo simultanea (91,3%),
além de reduzir a concentracdo residual de aluminio de 35 para 0,3 mg/L. A ecotoxicidade

da agua poluida também foi reduzida com a aplicacéo da lectina (FREITAS et al., 2016b).

2.2.2 Metabdlitos Secundarios

Através de variadas rotas metabdlicas, os metabolitos primarios originam
diferentes tipos de metabdlitos secundarios, com enorme variacdo estrutural e inUmeras
atividades bioldgicas (SANDES; DI BLASI, 2000, O’CONNOR, 2015). Os metabdlitos
secundarios sdo moléculas especializadas, derivadas de vias especificas e encontradas em
uma faixa limitada de organismos, que ndo apresentam carater essencial na manutengéo

vital do organismo produtor, porém proporcionam vantagens evolutivas (JENKE-
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KODAMA; MULLER; DITTMANN, 2008; METLEN; ASCHEHOUG; CALLAWAY,
2009; O’CONNOR, 2015).

Os metabolitos podem ser divididos em trés grupos com composi¢do quimica
diferentes entre si, que s&o os terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados.
Os compostos fenolicos apresentam um hidrocarboneto aromatico associado com uma
hidroxila (grupo fenol) em sua estrutura. Apresentam estruturas bem diferenciadas,
podendo ser solGveis em agua ou solventes organicos. S&o sintetizados por varias vias,
sendo as duas mais comuns a do acido chiquimico (responsavel pela maior parte da
sintese de fenois) e a via do acetato (Figura 7). Apresentam vérias fungdes nos vegetais,
servindo como substancias de defesa contra herbivoros e patégenos, suporte mecanico,
atraindo polinizadores e dispersores de frutas, absorvendo radiacdo ultravioleta e
limitando de crescimento de outros vegetais. Os derivados de acido benzoico, &cido
cafeico, cumarinas, ligninas, flavonoides, antocianinas e taninos tém origem dos
compostos fenodlicos em diversas vias biossintéticas (Figura 7) (CROTEAU, 2000;
DEWICK, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Figura 7 — Rota biossintética para diversos tipos de metabolitos secundarios
utilizando a glicose como precursor.
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2.2.2.1 Rutina

Trata-se de um flavonoide glicosidico composto por quercetina e o dissacarideo
rutinose (3’°,4°,5,7-tetrahidroxi-flavona-3-rutinosideo) conhecido como vitamina P,
quercetina-3-rutinosideo e soforina (Figura 8). E descrito em mais de 70 espécies de
vegetais e pode ser encontrado na casca da fruta, folhas, flores e raizes. A concentracao
de rutina é variavel entre as espécies e partes especificas dos tecidos vegetais, bem como
pela origem geografica. Apresenta como principal desvantagem sua baixa
biodisponibilidade, que pode ser atribuida a sua reduzida solubilidade aquosa e sua pouca
estabilidade (SHARMA et al., 2013). Estes fatores limitam os seus efeitos biologicos in
vivo, bem como sua incorporacdo em alimentos funcionais e suplementos
(HERNANDEZ-HERRERO; FRUTOS, 2015). Entretanto, a rutina tem papel importante
no tratamento clinico de disturbios vasculares (ex: veias varicosas, hemorragias internas
e hemorroidas) e neurodegenerativos, cancer, diabetes, hipertensdo e hipercolesterolemia.
Ademais, ela também possui propriedades quelantes, antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antifungicas e antialérgicas (LA CASA et al., 2000; DALL'AGNOL et
al., 2003; JAVED et al., 2012; LEE; JEUNE, 2013; KIM et al., 2015). Suas doses variam
entre 500 mg a 2000 mg por dia e podem ser administradas por via oral pelo periodo de
até 6 meses (SHARMA et al., 2013; INCANDELA et al., 2002; LEE; KANG, CHO,
2007).

Figura 8 — Estrutura quimica da rutina.

Fonte: SHARMA et al., 2013.
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2.2.2.2 Acido gélico

Identificado por Carl Wilhelm Scheele em 1786 (FISCHER, 1914), o acido galico
ou galato (&cido 3,4,5-tri-hidroxibenzb6ico) € um metabdlito secundario presente na
maioria das plantas. Trata-se de uma molécula plana, com trés grupos hidroxilicos
fenolicos ligados ao anel aromatico e um grupo carboxilico. Dependendo da orientacédo
da ligacdo do grupo carboxilico e dos grupos hidroxila, o acido galico pode ter varias
conformagdes (BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015). Ha duas possiveis principais
vias para a sintese deste polifenol: a partir da fenilalanina e a partir do intermediério do
chiguimato, o 3-dehidrochiquimato. O 4&cido galico é bem absorvido pelo trato
gastrointestinal e é de grande importancia para a formacdo da galatotanina, um tanino
hidrolisavel, bem como agente quelante de metais como o ferro. Possui atividades
antioxidante, antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatéria e anticancerigena. Além
disso, alguns derivados n-alquil ésteres (galato de propilo, galato de octilo e laurel galato)
sdo utilizados na industria de cosméticos e alimenticia (Figura 9) (KUBO et al., 2001,
KUBO et al., 2003; KIM et al., 2007; CHIA et al, 2010; LIANG et al., 2012; BADHANI;
SHARMA; KAKKAR, 2015).

Figura 9 — Estrutura quimica do acido géalico e alguns dos
seus derivados n-alquil-ésteres.
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Fonte: BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015.
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2.3 PARASITOSES HUMANAS

2.3.1 Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907) pertence ao Filo Plathyhelminthes,
classe Trematoda, ordem Strigeiforme, familia Schistosomatidae e género Schistosoma
(NEVES et al., 2005). Estes helmintos da espécie mansoni sdo predominantes nas
Américas do Sul e Central e na Africa e constituem os principais agentes etiolgicos de
um tipo de esquistossomose em humanos — a mansonica. Porém, outras quatro espécies
podem ocasionar a doenca como S. guineensis, S. japonicum (Indonésia, China e
Filipinas), S. intercalatum (Africa) e S. mekongi (GRYSEELS et al., 2006;
MACCONNACHIE, 2012; BRASIL, 2014). Os representantes do género Schistosoma
possuem variados tipos de classificacdo: de acordo com a distribuicdo geografica;
morfologia do verme; morfologia do ovo; evolucdo dos estagios do ciclo biologico;
espécie dos hospedeiros intermediarios (moluscos); analise do material genético (DNA)
e padrBes enzimaticos (isoenzimas) (DESPRES; IMBERT-ESTABLET; MONNEROT,
1993).

No Brasil, a esquistossomose mansbnica tem como principais sinonimias
xistossomose, doenga dos caramujos e barriga d’agua. De ocorréncia tropical, esta
esquistossomiase constitui um grave problema de saude publica mundial (KING et al.,
2005), uma vez que ja foi registrada em 78 paises e considerada endémica em 54 deles.
Ademais, a esquistossomose ocupa 0 segundo lugar, ap6s a maléria, em relacdo as
doencas infecto parasitarias que mais afetam o homem (BRASIL, 2014).

Em relacdo a sua epidemiologia, na América do Sul a esquistossomose mansonica
é prevalente no Caribe, na Venezuela e no Brasil. Neste Gltimo, de acordo com o Boletim
Epidemioldgico do Ministério da Saude (2018) entre 2008 e 2016 foram registrados
aproximadamente 4.473 6bitos pela doenga no pais. A esquistossomose mansonica €
endémica nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Maranhdo, Minas Gerais,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe. E ainda apresenta focos de
transmissdo no Pard, Ceard, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina,
Goias e Rio Grande do Sul (BRASIL, 2019).

O nordeste brasileiro é considerado a regido mais adequada no pais para a
proliferacdo do S. mansoni. As condigdes ambientais, socio-econdmicas e culturais dessa

macrorregido justificam os altos indices da doenga em relacdo ao Sudeste do pais com
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74,7% e 24,8%, respectivamente (BRASIL, 2018). Em Pernambuco, o S. mansoni esta
presente em 80% do litoral, sendo responsavel pelos 7.024 casos de esquistossomose
registrados no estado no ano de 2015 (DATASUS, 2016).

O ciclo de vida do Schistosoma mansoni € heteroxénico, envolvendo a passagem
por dois hospedeiros: um intermediario (reproducdo assexuada) e outro definitivo
(reproducéo sexuada), bem como formas intermediarias de vida livre (MORGAN et al.,
2001). Os hospedeiros intermediarios sdo gastropodes pulmonados de &gua doce,
hermafroditas, do género Biomphalaria da familia Planorbidae. Estes moluscos possuem
uma concha em espiral plana e habitam cole¢fes hidricas com pouca correnteza,
alimentando-se da vegetacdo aquatica. Entre as varias espécies, trés possuem importancia
epidemioldgica por serem vetores naturais do S. mansoni, sdo elas: B. glabrata (SAY,
1818), B. tenagophila, B. straminea (D'ORBIGNY, 1835). Dentre as 27 unidades
federativas brasileiras, em 16 o vetor prevalente € o B. glabrata (MORGAN et al., 2001;
PARAENSE, 2001).

No homem - principal hospedeiro definitivo - os vermes adultos do S. mansoni,
habitam o sistema porta hepéatico onde se emparelham, copulam e migram para o plexo
mesentérico inferior, culminando com a postura dos ovos que pode chegar a 300 unidades
por dia. A inflamagéo oriunda do aumento da densidade dos ovos pode levar a ruptura da
parede das vénulas, liberando-os. Cerca da metade a um terco desses ovos avangam em
direcdo a luz intestinal e chegam ao meio externo através das fezes, enquanto os demais
sdo levados pela corrente sanguinea para o figado, baco, pulmdes, pancreas e bexiga,
iniciando assim o processo granulomatoso nesses 6rgdos (BOISSIER; MORAND;
MONE, 1999; KUNZ, 2001; DE SOUZA et al., 2011).

O ovo (Figura 10A) apresenta cinco estagios de maturacdo, que duram até 6 dias
para chegar ao estdgio maduro embrionado com o miracidio (Figura 10B) e eclodirem.
Os ovos maduros do S. mansoni possuem uma dimenséo de 150 um de comprimento por
60 um de largura, de formato oval e contém na regido mais larga um espinho lateral
(espordo) voltado para tras. A eclosdo dos ovos maduros, produzidos pelos vermes
adultos de S. mansoni liberam os miracidios, larvas ciliadas de vida livre. Estas séo de
forma cilindrica com uma proporcéo de 160-180 um de comprimento e 64 um de largura
(CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008). Entretanto, o miracidio presente no ovo
maduro perece nos tecidos do hospedeiro caso ndo seja exteriorizado por via fecal em um
intervalo de 20 dias. Além disso, a eliminacdo dos ovos do S. mansoni pelas fezes do

hospedeiro definitivo pode ter uma duracgéo de 6 a 10 anos. Os ovos também sdo capazes
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de sobreviver por um periodo de 4 a 5 dias nas fezes e até 2 dias expostos ao sol (SOUZA
et al., 1995). Desta forma, para a eclosdo dos ovos é necessaria uma fonte hidrica, pois a
agua penetra e rompe a casca do ovo, permitindo a liberagdo do miracidio Os cilios
auxiliam na movimentagdo ativa dos mesmos dentro da agua, permitindo assim, que se
desloguem a procura do hospedeiro intermediario (NEVES et al., 2005; BRASIL, 2014).

A busca pelo hospedeiro € auxiliada por um sistema composto por
quimiorreceptores localizados em suas fibras nervosas que apresentam a capacidade de
reconhecer algumas substancias produzidas pelo caramujo, como por exemplo, 0 muco.
Seu periodo de vida é de cerca de 24 horas na &gua, caso haja condi¢des térmicas
adequadas. A larva ainda possui uma glandula cefalica responsavel por produzir
substancias histoliticas que permitem a penetracdo no molusco hospedeiro (HAAS, 1995;
NEVES et al., 2005; BRASIL, 2014; SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

Os miracideos quando internalizados, sdo submetidos a diferentes condices
fisiolégicas de temperatura, pH, osmolaridade, teor de oxigénio entres outros, que
induzem mudancas em sua estrutura resultando na transformacgéo em esporocisto primario
(ES1) (YOSHINO; BOYLE; HUMPHRIES, 2001; SILVA; NEVES; GOMES, 2008). O
estagio de ES1 dura em torno de duas semanas e dentro deles véarias células germinativas
se multiplicam num processo de poliembrionia por brotamento da parede interna da
membrana celular. A formacdo do esporocisto secundario (ES2), resultante das células
germinativas dos ES1, ocorre por volta do 14° dia apds a entrada do miracidio. Os ES2
migram da regido proxima a entrada do miracidio, onde se desenvolveram, até as
glandulas digestivas, ricas em nutrientes, onde passaréo por intenso processo de alteracéo
anatdbmica de suas células germinativas. O desenvolvimento das células germinativas do
ES2 origina numerosas cercarias, que sdo liberadas na agua pelos caramujos apos 3 a 4
semanas da infecgdo. Estes hospedeiros invertebrados eliminam as cercérias durante um
ano, periodo que corresponde a toda sua vida (SOUZA et al., 1995, BRASIL, 2014).

As cercarias (Figura 10C), medem aproximadamente 500 um de comprimento,
possuem um corpo alongado e cilindrico e uma cauda curta e bifurcada, que constitui um
orgdo locomotor temporario e essencial para seu deslocamento no ambiente. No homem,
a infeccdo ocorre através do contato com 4aguas (riachos, lagoas, coOrregos) que
apresentem os moluscos infectados com estas formas larvais do parasito. Assim, muitos
individuos acabam contraindo a esquistossomose mansdnica devido a viagens ou
passeios, para as regides litoraneas endémicas (DORSEY et al., 2002). As cercérias

nadam ativamente até alcancarem o hospedeiro definitivo por termotaxia. Ao
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estabelecerem contato, fixam-se com a ventosa oral e através da acdo de proteases e
movimentos vibratdrios intensos da cauda penetram por via transcutanea em um processo
que dura ndo mais que 15 minutos. No local de entrada pode-se apresentar uma
manifestacdo pruriginosa na pele, conhecida como dermatite cercariana (MCKERROW;
SALTER, 2002; CURWEN; WILSON, 2003; WHITFIEL et al., 2003).

Apdbs a internalizacdo, as cercarias perdem a cauda e se transformam nos
esquitossomolos (Figura 10D) (STIREWALT, 1974). Os equistossbmulos migram
através do tecido subcutaneo atingindo a pequena circulacdo, na qual o fluxo sanguineo
venoso os leva para os pulmdes. Essa migragéo ocorre por volta de quatro a cinco dias
apos a infeccdo. Ao atingirem o pulmdo, permanecem de dois a trés dias, e
posteriormente, através da rede vascular pulmonar se deslocam e instalam-se nos vasos
intra-hepaticos, onde os equistossdmulos iniciam a organogénese e se transformam em
vermes adultos, completando o ciclo do parasita (Figura 11) (LOVERDE; CHEN, 1991,
NEVES et al., 2005; SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

Os vermes adultos possuem o corpo achatado dorsoventralmente, com simetria
bilateral, ndo segmentados, providos de ventosas, uma oral na extremidade anterior e uma
ventral, denominada acetabulo. S&o organismos parasitas que apresentam dimorfismo
sexual na fase adulta. Os vermes machos, de cor branca, medem entre 0,6 e 1,2 cm,
possuem uma estrutura corporal mais larga com uma acentuada curvatura ventral e abaixo
do acetabulo ha um sulco longitudinal, o canal ginecéforo, que tem por finalidade alojar
a fémea durante a copula (Figura 10E). As fémeas, de cor castanho-escuro, sdo mais
cilindricas, longas e delgadas em comparagdo aos machos, medindo entre 1,2 e 1,6 cm
(CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008; HAN et al., 2009). Uma camada sincicial, o
tegumento heptalaminar, envolve a superficie externa dos vermes. O tegumento do macho
é repleto de tubérculos (pequenas projecdes) enquanto o da fémea é liso (NEVES et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2000; REY, 2011). Simpson e colaboradores (1983)
conseguiram identificar na superficie dos vermes adultos a presenca de diferentes
carboidratos complexos de superficie. Carboidratos como glicose/manose; N-acetil-D-
glicosamina; galactose; e o acido sialico. Os carboidratos foram identificados a partir de

lectinas marcadas com iodo radioativo (1'%).



Figura 10 — Micrografia Eletronica de Varredura de diferentes estagios do ciclo biolégico
de Schistosoma mansoni.

(A) representa o ovo; (B) o miracideo; (C) a cercaria; (D) o esquistossdmulo; (E)
casal parasitario.

Fonte: Science Photo Library, acesso em 01 jul. 2019 (A); http://collinslab.org/
acesso em 01 jul. 2019 (B); PEREIRA et al., 2013 (C); www.aber.ac.uk, acesso
em 01 jul. 2019 (D); https://www.nhm.ac.uk/discover/news/2016/february/slave-
trade-brought-deadly-parasite-to-caribbean.html, acesso em 01 jul. 2019 (E).
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Figura 11 — Esquema do ciclo biol6gico de Schistosoma mansoni.
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Fonte: Neves, 2016.

Clinicamente a esquistossomose € classificada em aguda e crénica. Os sintomas
vao diferir em decorréncia da quantidade, localizacdo e resposta imunoldgica do
organismo aos ovos do parasita. Durante a fase aguda muitos individuos sao
assintomaticos. Entretanto aproximadamente apds cinco semanas, periodo que coincide
com o inicio da eliminacdo dos ovos nas fezes, os sujeitos podem apresentar febre,
cefaleia, apatia, dores abdominais, diarreia, tosse seca e eosinofilia. Apds seis meses, ha
risco do quadro clinico evoluir para a fase cronica, podendo surgir sinais severos de
progressao da doenca para diferentes 6rgdos, causando hipertensdo pulmonar e portal,
ascite, hepatoesplenomegalia, fibrose hepatica, hemorragias digestivas e
neuroesquistossomose, com a presenca de ovos no sistema nervoso central (PITELLA,
1997; BRASIL, 2019).

Em relacdo ao tratamento, o Unico farmaco preconizado e disponibilizado
gratuitamente pelo Ministério da Saude para todas as formas clinicas da esquistossomose,
é o praziquantel (C19H224N20-). Este tem como forma de apresentagdo comprimidos de

600mg, é administrado em dose Unica, por via oral (40 a 60mg/kg) e age principalmente
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sobre a contragdo muscular e o tegumento do parasita (DOENHOFF; KIMANI; CIOLI,
2000; BRASIL, 2019). Sua acédo resulta provavelmente em sua capacidade de inibir a
bomba de sodio (Na*) e potassio (K*) dos vermes, aumentando a permeabilidade celular
a fons mono e bivalentes, destacando o calcio (Ca?*) que promove intensas contracoes
nos esquistossomos com posterior paralisia espastica. Apos a atuacdo do farmaco o
helminto é desprendido do endotélio vascular, com posterior deslocamento através das
veias mesentéricas para 0s dominios hepaticos sofrendo acéo do sistema imunoldgico,
enquanto os parasitas localizados nas regifes intestinais sdo expelidos (NOVAES;
SOUZA; ARAUJO, 1999; GASPARINI; PORTELLA, 2004; DOENHOFF; CIOLI;
UTZINGER, 2008).

O indice de cura em adultos é de aproximadamente 80%, apresentando leves e
transitorios efeitos colaterais como: diarreia, dor abdominal, nduseas e tonturas. Nao ha
evidéncias de hepatotoxidade grave associada ao praziquantel, entretanto ele ndo atua nas
formas jovens dos parasitas e ainda ha relatos de resisténcia ao medicamento
(DOENHOFF et al., 2002; FENWICH; WEBSTER, 2006; BRASIL, 2019).

2.3.2 Acanthamoeba castellanii

As amebas de vida livre (AVL) sdo organismos cosmopolitas que pertencem ao
grupo dos protozoarios. Sdo encontrados em ambientes naturais, como fontes hidricas,
solo ou no ar, além de ambientes antropicos como ar condicionado e esgotos. Dentre seus
hébitos de vida livre, pode-se relatar seu papel na decomposicdo de matéria orgénica,
além da participacdo na cadeia bioldgica, alimentando-se de bactérias, fungos e algas,
fagocitando-os e digerindo através do fagolisossomos. Dentre as AVL, o género
Acanthamoeba é o0 mais comumente encontrado na natureza, tolerante a varias condi¢des
de temperatura, salinidade, osmolaridade e pH (MARCIANO-CABRAL; CABRAL,
2003; GREUB; RAOULT, 2004; NEVES, 2009).

O ciclo de vida do género Acanthamoeba pode ser dividido em duas formas

evolutivas: a forma trofozoitica e a forma cistica (Figura 12 A e B).
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Figura 12 — Microscopia por Contraste de Fases de Amebas
da Espécie Acanthamoeba castellanii.

o » o~ - '(Tf.

(A) representa a forma trofozoitica de A. castellanii; (B)
representa a forma cistica com formato poligonal.
Fonte: VISVESVARA, 2013.

Os trofozoitos apresentam uma estrutura celular em torno de 15 a 40 pm, com um
anico nacleo e regido citoplasmatica periférica, uma zona hialina que permite a formacéo
de projecdes denominadas de acantopddios ou filopddios. Estes sdo responsaveis pela
adesdo a superficies bioldgicas ou inertes, alimentacdo celular e movimentacéo da ameba
de forma vagarosa. O trofozoito representa a forma infectante e invasiva da
Acanthamoeba, se alimentam de bactérias, algas, fungos e matéria organica e sua
replicacdo é por fissdo binaria (KHAN, 2006). Os cistos medem em torno de 15 a 20 um
e representam a forma de resisténcia destas amebas. Em relagéo a sua morfologia, podem
ser estrelados, poligonais, triangulares, ovais ou arredondados (PUSSARD; PONS,
1977). Formadas por uma parede de dupla membrana, denominados de endocisto e
ectocisto. Os endocistos podem apresentar uma forma triangular, poligonal ou apresentar
aspecto rugoso. Os cistos ainda apresentam uma regido opercular, local este onde ocorrera
0 desencistamento (CARLESSO et al., 2007; CIMERMAN, 2008).

Em condicdes favoraveis como em ambientes a 30 °C, abundancia de alimentos,
pH neutro e osmolaridade em torno de 60 a 80 mOsm, a forma trofozoitica € mantida,
porém condicdes extremas de pH, temperatura, osmolaridade e a presenca de agentes
antimicrobianos podem induzir a transformacdo da forma trofozoitica para a forma
cistica. Quando os cistos se formam, sua taxa metabdlica permanece inativa, ou
permanece num padrdo de baixa atividade. As formas cisticas apresentam resisténcia
contra varios tipos de biocidas, cloracdo, antibioticos, metais pesados, baixa temperaturas
entre 0 a 2 °C, radiagéo ultravioleta até intensidade de 800 mJ/cm? e raios y até 250 rads,
além de resistirem a dessecacdo por um periodo longevo superando 20 anos. O processo
de excistamento ocorre quando as condicdes voltam a ser favoraveis, demandando

processos ativos de sintese metabolica, tanto quanto o processo de encistamento. Os
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diferentes estagios de excistamento sdo mostrados na Figura 13 (KHAN, 2006; SRIRAM
et al., 2008; YERA; CORNET; BOURGES, 2013).

Figura 13 - Diferentes estagios de excistamento de
Acanthamoeba castellanii.
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© o o
o \"
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Amebas em meio PGY com temperatura de 30 °C
(magnificacdo x 1250 com barra de 10 um). (A) cisto maduro;
(B) cisto ativado; (C) cisto na fase pré-emergente; (D) cisto na
fase emergente; (E) cisto vazio; (F) trofozoito.

Fonte: Modificado de KHUNKITTI, 1998.

O género Acanthamoeba, baseadas na sequéncia do rRNA, é dividido em 18
gendtipos diferentes (T1-T18). Dentre elas, 0 genotipo T4 se destaca, pois € encontrada
em até 80% dos casos de ceratite e a principal causadora da EAG e infec¢des cutaneas
(KHAN, 2015). Ao se analisar a superficie de A. castellanii deste mesmo gendtipo (T4)
foi constatado que a representatividade de monossacarideo era predominantemente de
glicose (98,1%), sequido pela ribose (0,8%), manose (0,5%), galactose (0,4%) e xilose
(0,2%) ndo sendo detectado a Arabinose, ramnose, fucose, acido glucurénico, acido
galacturdnico, N-acetilgalactosamina e N-acetilglicosamina (DUDLEY; JARROLL;
KHAN, 2009). Outro estudo realizado por Bose e colaboradores (1989) relata que as A.
castellanii interage muito fortemente com variadas lectinas (conjugadas com FITC),
como a concavalina A (Con A), aglutinina de amendoim (PNA), fito-hemaglutinina-P
(PHA-P), aglutinina de Ricinus (RCA-120), Ulex lectina I (UEA 1) e fortemente com a
aglutinina de Dolichos biflorus (DBA). N&o interagindo com aglutinina de soja (SBA) e
aglutinina do trigo (WGA). No hospedeiro, Acanthamoeba interage com VAarios
componentes da matriz celular, incluindo fibronectinas, lamininas e colagenos do tipo | e

IV. Proteinas de ligagdo a manose presentes na superficie de trofozoitos de
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Acanthamoeba apresenta papel fundamental na ligacdo com células hospedeiras (KHAN,
2015), além dos carboidratos D-manose e a D-manopirandsideo promover a reducao de
ligacdo com superficies inertes, evidenciando a associacdo das proteinas de ligacdo a
manose com o processo de aderéncia (IMBERT-BOUYER et al., 2004).

Dentre as espécies de Acanthamoeba patologicas ao homem, pode-se evidenciar
as espécies A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A. astroonyxix, A.
divionensis e A. polyphaga. Essas amebas anfizOicas sdo oportunistas e acometem
principalmente hospedeiros suscetiveis como: diabéticos descompensados, individuos
com HIV/AIDS e pacientes transplantados, podendo acarretar a encefalite amebiana
granulomatosa, infec¢bes pulmonares e cutaneas e a ceratite (CIMERMAN, 2008;
NEVES, 2009; ARANCE-GIL et al., 2013).

A encefalite amebiana granulomatosa (EAG) € uma infeccdo rara, de inicio lento
que acomete o Sistema Nervoso Central, caracterizada por cefaleia, rigidez nucal,
distdrbios visuais, nauseas, vomitos, febre baixa, letargia, ataxia cerebelar, hemiparesia,
convulsdes e coma. A transmissdo ocorre através da inalacao das amebas ou lesdes na
pele, o que faz com que o0 protozoario alcance a via hematogénica e atravesse a barreira
hematoencefalica (BLOCH; SCHUSTER, 2005; TRABELSI et al., 2012;
QVARNSTROM; NERAD; VISVESVARA, 2013).

Para o tratamento da EAG, pode-se utilizar uma combinacdo de farmacos
incluindo o cetoconazol, fluconazol, sulfadiazina, isionato de pentamidina, anfotericina
B, azitromicina, itraconazol ou rifampicina. Esta combinacdo pode ser eficaz no
tratamento da infecc¢do no Sistema Nervoso Central (SNC), entretanto gera graves efeitos
colaterais. Ha poucos resultados bem sucedidos do tratamento e muitas vezes é dificil
diagnosticar a doenca so6 sendo identificado EAG em exames post-mortem. Outros fatores
que influenciam no tratamento também é a baixa sensibilidade das acanthamoebas a
muito desses agentes anti-amebianos ou a incapacidade desses compostos passarem com
eficiéncia a barreira hematoencefélica do SNC. Entdo hd uma necessidade de melhorar o
prognostico da EAG, além da necessidade urgente de identificar novos medicamentos
capazes de eliminar espécies de Acanthamoeba patoldgicas (KHAN, 2015).

A ceratite amebiana € uma condicdo comum aos usuarios de lentes de contato
colonizadas por biofilmes ou microlesdes oculares. Os principais sinais e sintomas sao:
sensacéo de corpo estranho no olho, dor ocular intensa; hiperemia conjuntival; opacidade
da cornea, visdo turva e fotofobia. Em casos mais graves, pode haver ulceragdes na cornea

com comprometimento permanente da visdo. Os tratamentos utilizados para as
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acantamebiases sdo baseados no uso combinado de antimicrobianos, que possuem na
maioria das vezes ac¢do apenas sobre os trofozoitos, sendo pouco efetivos sobre 0s cistos,
culminando na recidiva de infeccdes (PANJWANI, 2010; SIDDIQUI; KHAN, 2012).
Segundo Alvarenga e colaboradores (2000) no tratamento inicial da ceratite, pode-
se utilizar a diamida aromatico isocianato de propamidina 0,1% associado com um
desinfetante catidnico polihexametilbiguanida (PHMB) 0,02% a cada 30 min nas
primeiras 12 h e depois a cada hora por pelo menos 3 dias. Esta combinacdo de farmacos
se mostrou menos toxica e com bons indices de recuperacdo, além de demonstrar a¢éo
cisticida e efeito sobre diferentes tipos de cepas. Ha também a possibilidade de associar
o0 isocianato de propamidina 0,1% com a neomicina 1%, entretanto esse ultimo farmaco
deve ser utilizado a cada 3 horas apenas no periodo inicial, pois apresenta acdo toxica
sobre a cérnea. Outros medicamentos alternativos desses farmacos podem ser utilizados
no tratamento, como os antifingicos tépicos miconazol 1% e clotrimazol 1-2% e
sisttmico cetoconazol e intraconazol efetivos como adjuvantes. Hexamidina tem
evidenciado uma maior acdo cisticida que o isocianato de propamidina e a clorexidina

pode substituir PHMB caso a resposta inicial da terapia, ndo surta o efeito desejado.

2.4 MICRORGANISMOS

Os microrganismos, como proprio nome sugere, representam organismos que
apresentam dimensdes reduzidas, invisiveis a olho nu. Sdo organismos unicelulares que
fazem parte de diferentes dominios e reinos dos seres vivos, englobando quatro grupos
gerais: as bactérias, os fungos, os virus e os protozoarios, cada um com caracteristicas
diferentes e variados niveis de complexidade (BROOKS et al., 2014).

As bactérias representam organismos que pertencem ao grupo dos procariotos e
ao Dominio Bacteria. O Dominio Bacteria por sua vez é dividido em 23 filos com
variados numeros de classes, ordens, familias e géneros. Formam um grupo com ampla
variedade de espécies, estruturas fisioldgicas e diversificada gama de habitats, o que
permite que participem de quase todas as atividades do planeta Terra (MACZULAK,
2011; TORTORA, 2012). Elas podem viver individualmente na natureza ou formar
colbnias. Sua forma é variavel apresentando principalmente a forma de cocos, bacilos ou
filamentosa, apresentando arranjos variaveis dependendo do plano de divisdo celular.
Dentre as estruturas celulares bacterianas, a parede celular tem grande importancia na

classificacdo das especies. De acordo com a parede celular podem ser classificadas em
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gram-positiva (+) e gram-negativa (-). As gram-positivas apresentam uma parede celular
constituida de polissacarideos, acido teicoico e varias camadas de peptideoglicano, ja as
gram-negativas apresentam uma membrana externa, apds poucas camadas de
peptidioglicano, formada por lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas e fosfolipideos
(BROOKS, 2007; TORTORA, 2012; WILLEY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2014).

Os fungos sdo organismos com estruturas mais complexas que os das bactérias,
pertencendo ao Dominio Eukarya e ao Reino Fungi, apresentando um ndcleo bem
definido, e a presenca de organelas membranosas como mitocondria, complexo de Golgi
e reticulo endoplasmatico. Os fungos podem atuar como agentes decompositores, na
producdo de alimentos, metabolitos, enzimas e farmacos, na agricultura ou como agentes
alergénicos e infecciosos nos seres humanos (TORTORA, 2012; WILLEY;
SHERWOOD; WOOLVERTON, 2014).

Eles apresentam dois tipos morfoldgicos basicos: a forma de levedura geralmente
com formato oval ou esférico e a forma de hifa apresentando células alongadas e
ramificadas. Ha o caso de fungos leveduriformes, como a do género Candida, que podem
desenvolver pseudo-hifas, que representam uma serie de leveduras alongadas, unidas
entre si, que apos a divisao por brotamento ndo se separam. O conjunto emaranhado de
hifas é denominado de micélios que podem ser do tipo vegetativo responsavel pela fase
de crescimento e nutricdo fungica e os micélios do tipo reprodutivo é responsavel pela
fase reprodutiva. O ciclo reprodutivo dos fungos geralmente envolve a presenca de
esporos sexuais e/ou assexuais nos fungos filamentosos e brotamento e fissdo binaria nos
fungos leveduriformes. Os fungos podem apresentar espécies unicelulares, pluricelulares,
ou mesmo dimorficos podendo assumir ambas as morfologias (BROOKS et al., 2014;
MADIGAN et al., 2016).

A parede celular encontrada nos fungos é constituida principalmente por
polimeros de N-acetilglicosamina (quitina), podendo apresentar outros polissacarideos
como mananas, galactomanas, glucanas, celulose que podem substituir ou complementar
a parede quitinosa dos fungos (FUKUDA et al., 2009).

Os microrganismos sdo encontrados em varias partes do corpo dos seres humanos,
como a pele, mucosas, trato gastrointestinais. A maioria delas é inofensiva ao homem,
trazendo indmeros beneficios ao seu hospedeiro, protegendo-o contra espécies
patogénicas e doencas (SANTOS, 2004). Embora predomine espécies inofensivas ao
homem, algumas delas promovem infeccBes graves. A seriedade da infecdo dependera de

variaveis fatores como a espécie ou cepa responsavel pela infeccdo, em que regido
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corporal ocorreu a infeccdo e o estado da imunidade do hospedeiro. Quando esses
microorganimos apresentam capacidade de invadir individuos sadios, superando o
sistema imunoldgico de defesa, sdo denominados patdgenos verdadeiros. J& quando
bactérias normalmente encontradas no hospedeiro provocam danos a saude do individuo,
sdo denominados de patdgenos oportunistas, cuja invasao resulta do comprometimento
do sistema imunoldgico local ou sistétmico (GOLDMAN; AUSIELLO, 2005;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2005; GOMES et al., 2014).

Para lidar com essas bactérias que promovem danos ao nosso corpo, utiliza-se um
conjunto de farmacos denominados de antibidticos. Os antibidticos, em sentido amplo,
sd0 compostos naturais, sintéticos e semissintéticos capazes de interferir no crescimento
ou na sobrevivéncia de bactérias e outros microrganismos. Sdo denominados de
bactericidas os antibiéticos que promovem a morte celular bacteriana e de bacteriostaticos
quando promovem a inibicdo do crescimento. Os principais mecanismos de acdo das
drogas antimicrobianas envolvem a inibi¢cdo da parede celular, da sintese proteica, da
sintese de metabolitos, da replicacdo dos acidos nucleicos e do processo de transcrigéo,
além de danos & membrana plasmatica celular (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010; TORTORA, 2012).

Utilizam-se os antibidticos nos tratamentos de infec¢bes, quando o sistema
imunoldgico do hospedeiro ndo apresenta éxito no combate ao quadro infeccioso.
Contudo, o uso inadequado pode resultar no estabelecimento de cepas resistentes (KOH
et al., 2009). Algumas bactérias podem apresentar genes, que quando expressos, resultam
em mecanismos bioquimicos que conseguem suplantar os efeitos dos antibi6ticos,
evitando assim, a morte celular (RAMOS et al., 2014).

2.4.1 Bactérias patogénicas

As Bactérias patogénicas apresentam a capacidade de promover doencas em
hospedeiros vulneraveis. A patogénese microbiana principia ap0s contato entre
microrganismo/hospedeiro, com posterior aderéncia, invasdo e desenvolvimento da
infeccdo, podendo ocasionar, se bem sucedida, danos teciduais e estabelecer o quadro
clinico da doenca (MADIGAN et al., 2016). Dentre as bactérias gram-negativas
patogénicas, pode-se exemplificar Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella enteritidis, ja entre as gram-positivas Micrococcus luteus e Staphylococcus

aureus.
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Klebsiella pneumoniae é geralmente encontrada no solo e na 4gua. E uma bactéria
do tipo bastonete, apresentando seu corpo em forma de bastao. Apresenta uma capsula de
polissacarideo em torno de sua estrutura celular, que a auxilia a impedir a fagocitose pelo
sistema de defesa do hospedeiro, além de permitir a sua aderéncia ao trato respiratorio,
facilitando assim, a colonizag&o. E anaercbia facultativa e normalmente coloniza a flora
gastrintestinal dos seres humanos e de outros animais. Porém, pode causar doencas
respiratorias e urinarias, sendo comum ocasionar infec¢cbes nosocomiais, acometendo
principalmente pacientes imunodeprimidos (HANSEN et al., 1998, SCARPATE e
COSSATIS, 2009; TORTORA, 2012).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria movel do tipo bastonete. Normalmente
se encontram individualizadas, ou em pares e eventualmente podem ser encontradas
formando cadeias curtas. Podem produzir pigmentos azulado, esverdeado, avermelhado
e preto dependendo das cepas. S&o aerdbios obrigatérios, sendo necessaria e
indispensavel a presenca de oxigénio para o crescimento microbiano. Sdo classificadas
como barotolerante conseguindo sobreviver a altas pressdes na faixa de 400 a 600
atmosferas e se desenvolvem bem na faixa de temperatura de 37 a 42 °C, sendo a
temperatura de crescimento de 42 °C uma caracteristica que a diferencia de outras
espécies de Pseudomonas. P. aeruginosa apresenta variados fatores de viruléncia como
as fimbrias do tipo IV, exopolissacarideos, exotoxina A, enzimas extracelulares como
elastase, protease, e duas hemolisinas (fosfolipase C e gligolipideo). Séo classificadas
como patdgenos oportunistas promovendo alta incidéncia de infeccdo, de morbidade e de
mortalidade. Podem ocasionar infeccdes respiratorias agudas geralmente associada a
pacientes mecanicamente ventilados ou imunocomprometidos; infeccdes crénicas, como
os portadores de fibrose cistica; além de doencas no trato urinario, nos olhos e na pele
(BROOKS, et al., 2007; GOLDMAN; GREEN, 2015).

Salmonella enteritidis € um bacilo anaerdébico facultativo, ndo produz endésporo
ne capsula polissacaridica. Apresentam motilidade, devido & presenca flagelos ao redor
do seu corpo celular (peritriqueo) (BERCHIERI JR., 2000). E conhecida no mundo por
causar enterocolite toxica em seres humanos (LAN et al., 2009). Estima-se que haja 80,3
milhdes de infecgbes causados pela salmonela em todo mundo (MAJOWICZ et al., 2010).
De 4 a 48 h ap0s a ingestdo de alimentos contaminados, inicia-se o quadro de nausea,
cefaleia, febre baixa, vémitos e diarreia profusa, com escassa presenca de leucocitos nas

fezes. O quadro patologico, comumente finda num periodo de 2 a 3 dias. O quadro de
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bacteremia é raro nas infec¢fes ocasionadas pelas salmonelas (2 a 4% das infeccdes)
(BROOKS, et al., 2007).

Micrococcus luteus é uma espécie bacteriana que apresenta formato esférico que
ndo apresenta motilidade. E facilmente encontrado no solo, poeiras, agua e ar, além de
estarem presentes como parte da flora residente ou transitoria da superficie da pele de
mamiferos. Embora faca parte da flora microbiana dos seres humanos, pode ocasionar
infeccBes como pneumonia, artrite séptica, meningite e bacteremia. E responséavel por
infeccBes nosocomiais, devido a supressao imunolégica do paciente enfermo, reforgcando
outros tipos de infeccbes como meningite, pneumonia e infecgdes do trato urinrio
(PECES et al., 1997; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Staphylococcus aureus € uma bactéria do tipo coco, cujo arranjo celular se
assemelha a um cacho de uvas irregulares, dividindo-se em dois planos de diviséo celular.
S0 bactérias que nao apresentam mobilidade e ndo formam enddsporos. E um organismo
halotolerante, podendo se desenvolver em um ambiente com alto teor de cloreto de sodio
(até cerca de 3 M). Vivem na maioria das vezes em comensalismo na pele humana,
narinas e superficies mucosas de forma residente ou transitoria. Embora possam ser
encontrada naturalmente no corpo humano, pode vir a causar variados tipos de
enfermidades oportunistas em diferentes partes do corpo, como infecgOes de tecidos
moles, abcessos em tecidos e Orgdos, osteomielite, sindrome da pele escaldada,
endocardite, impetigo, foliculite intoxicagcdo alimentar, sindrome do choque toxico e
pnemonia necrozante. E a espécie responsavel pela maior parte das infeccées hospitalares
adiquiridas. Possuem variados tipos de fatores de viruléncia como as proteinas ancoradas
na parede celular (adesinas), hemolisinas, leucocidinas, estafilocinase, enterotoxinas,
capsula polissacaridica, exopolissacarideos, sistema de transporte de ferro, moduladores
das fungbes imunoldgica dos hospedeiros, além de genes de resisténcia a antibi6ticos
(TORTORA, 2012; WILLEY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2014; GOLDMAN;
GREEN, 2015).

2.4.2 Bactérias fitopatogénicas
As bactérias fitopatogénicas sao responsaveis por significativa perdas econdmicas

em diferentes culturas de producdo. Podem ocasionar nos vegetais, desde danos severos

a danos inperceptiveis, dependendo de praticas de cultivo, condi¢cbes ambientais,
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variabilidade patogénica e variedades vegetais utilizadas (ALMEIDA, 2001; GAMA et
al., 2016).

O género Pectobacterium é formado por bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, apresentando espécies em forma de bastdo, gram-negativas,
fermentativas, aerdbicos facultativos, que ndo formam esporos e apresentam flagelos em
torno de toda a célula, reunindo patogenos, saprofitos e endofitos (HOLT et al., 1994;
KWON et al., 1997; 2000; TOTH et al., 2001). O género inicialmente era descrito como
Erwinia (PEROMBELON, 1992). Possui distribuicio cosmopolita, ocasionando
podriddes em uma grande variedade de vegetais (AGRIOS, 1996). Pode ocasionar a
podriddo-mole no periodo de crescimento, de colheita, de armazenamento, ao longo do
periodo de transporte e comercializacio (PEROMBELON; KELMAN, 1980). Podem ter
disseminacdo zoocorica, através dos insetos que sdo atraidos pelo tecido danificado de
plantas, facilitando o contato e a entrada da bactéria no tecido vegetal lesionado
(GRAHAM et al., 1979). Produzem enzimas que promovem a degradacéo de substancias
pécticas como propectina, acido péctico, &cido pectinico e pectina, que sdo encontrados
na regido da lamela media nos vegetais. Pectina liase, pectato liase, pectina metil-esterase,
poligalacturonase sdo as principais enzimas pectinoliticas encontradas nas espécies do
género Pectobacterium (COLLMER; KEEN, 1986; GOTO, 1992; PEROMBELON,
2002).

2.4.3 Fungos patogénicos

Os fungos patogénicos representam uma pequena parcela dos fungos ja descritos
que apresenta importancia medica. Cerca de 50 espécies ocasionam mais de 90% das
infeccOes fungicas em seres humanos e em outros animais. Eles podem ser classificados
em superficiais, cutaneas, subcutaneas, endémicas e oportunistas. Dentre as espécies
oportunistas destaca-se os fungos do género Candida (BROOKS et al., 2014).

As leveduras do género Candida pertencem a familia Cryptococcaceae, da classe
Ascomycetes e filo Ascomycota. Possuem formato oval ou arredondado e sua reproducgéo
pode ser por brotamento ou gemulagdo (GUARRO, 1998). S&o organismos comensais,
encontrados no meio ambiente e presentes na microbiota humana (cavidade bucal,
tratogastrointestinal e sistema genitourinario) e animal. Cerca de 20 a 80% da populacao
adulta saudaveis apresentam espécies do género Candida no trato gastrointestinal e cerca

de 20 a 30% das mulheres sdo colonizadas na regido vaginal. Entretanto, em situacfes
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como alteragdes no mecanismo de defesa, barreiras anatdbmicas e patologias pode ocorrer
um desequilibrio na relagdo Candida-hospedeiro, propiciando a invasao e a reproducéo
deste microrganismo. Estes fungos leveduriformes sdo responsaveis por infeccGes
superficiais e sisttmicas que acometem principalmente pacientes imunodeprimidos
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; KO; CASADEVALL; PERFECT, 2015).

Entre as infecbes, a mais prevalente é a candidiase, cuja espécie mais
frequentemente envolvida é Candida albicans (ALANGADEN, 2011). Embora esta
apresente-se como 0 agente etiol6gico mais comum da candidiase, outras espécies como
C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata também constituem importantes patégenos de
infec¢cbes fungicas oportunistas (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Devido ao surgimento
de cepas de Candidas resistentes a drogas antifingicas como a anfoterinica B e azolicos,
dificuldades no diagnostico e terapéuticas e constituirem um género constantemente
associados a infecgdo fungicas nos seres humanos, tornas-se imprescindivel a busca por
novos compostos com acdo fugiostatica ou fungicida capazes de neutralizar ou auxiliar
nos tratamentos dessas infeccdes (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; JIN et al., 2016;
BERKOW,; LOCKHART, 2017).
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3 RESULTADOS

Os resultados desta tese sao apresentados na forma de artigos.

3.1 ARTIGO 1 - AVALIACAO DA ATIVIDADE AMEBICIDA DE EXTRATO
AQUOSO, FRACAO PROTEICA E LECTINA (WSMOL) DE SEMENTES DE

Moringa oleifera SOBRE Acanthamoeba castellanii
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Resumo

Algumas espécies de amebas de vida livre, como Acanthamoeba castellanii, podem
ocasionar enfermidades como encefalite amebiana granulomatosa e ceratite amebiana. Ja
é relatado o aparecimento de formas resistentes dessa espécie para diferentes biocidas
utilizados, principalmente em sua forma cistica, sendo necessario a busca por novos
compostos bioativos capazes de elimina-los. Um grupo de proteinas capazes de se ligarem
a carboidratos, denominados de lectinas, tem mostrado acdo contra variados grupos de
microrganismos como protozoarios, bactérias e fungos. O presente trabalho analisou
efeitos de preparacGes de sementes M. oleifera contendo a lectina WSMoL (extrato
aquoso, fracdo proteica e WSMoL purificada) sobre a viabilidade de trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii. As amebas foram incubadas com as amostras por 24 e 48 h e
a viabilidade celular foi determinada por coloragdo com sulforodamina B (SRD B) 1%
(p/v). Foi avaliada também a integridade da membrana plasmatica e possiveis alteracoes
no tamanho e complexidade celular de trofozoitos de A. castellanii. O extrato apresentou
ICso de 2.150 pg/mL para o periodo de 24 h e 1.520 pug/mL para o periodo de 48 h. Para
a fragdo, os valores de 1Cso foram de 453,72 e 469 pg/mL para 24 h e 48 h,
respectivamente. Nas concentragfes de 130 e 250 pug/mL, WSMoL, promoveu reducéo
de viabilidade de 35% e 39%, respectivamente. Analises em citdmetro de fluxo revelaram
que o tratamento com extrato (2000 pg/mL) e fracdo (469 pg/mL) afetou a integridade
da membrana, sendo detectada marcacao positiva com iodeto de propideo para 98,1% e
93,1% dos trofozoitos, respectivamente. Além disso, o extrato promoveu uma redugdo no
tamanho das amebas. Em conclusdo, o estudo amplia o potencial de preparacdes proteicas

de sementes de M. oleifera ao indicar o potencial amebicida.

Palavras-chave: Acanthamoeba; lectina; Moringa oleifera; trofozoitos.
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1. Introducéo

As amebas de vida livre sdo seres ubiquos presentes em variados ambientes
terrestres, aquaticos e aéreos, englobando também objetos e ambientes antropicos, como
equipamentos médicos, ar condicionado, lentes de contato e hospitais (MARCIANO-
CABRAL; CABRAL, 2003). Algumas cepas de Acanthamoeba podem ocasionar a
encefalite amebiana granulomatosa (EAG), uma infec¢do grave que atinge o sistema
nervoso central levando muitas vezes o individuo a 6bito, e a ceratite amebiana (CA) que
atinge a regido da cornea e que, se ndo tratada, pode evoluir para cegueira (CLARKE;
NIEDERKORN 2006; KHAN; SIDDIQUI 2009; LORENZO-MORALES et al., 2015;
PETRY etal., 2006; SCHEID et al., 2008; VISVESVARA, 2010). Outras enfermidades
ocasionadas sdo lesdes cutaneas e sinusite, que acometem pacientes imunodeprimidos
(DUNAND et al., 1997; MAY; SIDHU; BUCHNESS, 1992; TORNO et al., 2000).

O tratamento da EAG apresenta varios fatores limitantes, como o dificil
prognostico devido ao estado assintomatico na fase inicial da doenga ou a atuacgédo
comprometida dos antimicrobianos devido a barreira hematoencefalica. O tratamento da
EAG associa diferentes drogas como sulfadiazina, flucitosina, isotionato, pentamidina e
fluconazol ou itraconazol. Por outro lado, no tratamento da CA, as amebas apresentam
resisténcia aos farmacos utilizados até o presente momento, podendo ocasionar recidivas
nos pacientes infectados, sendo de fundamental importancia a busca por novos
medicamentos (DART et al., 2009).

Nesse contexto, insere-se Moringa oleifera (Moringaceae) uma planta pantropical
cujas partes possuem multiplas aplicagcfes: suas sementes sdo utilizadas como emoliente
de cosméticos, tratamento de agua, fertilizante, na dieta animal, além do uso na culinéria;
os frutos sdo usados na dieta humana; as flores em cosméticos e dietas medicinais; as
folhas em dieta humana e animal, além de aplicacbes medicinais (SANTOS et al., 2015).
Diversas propriedades da planta tém sido investigadas ao longo dos anos, como sua acdo
antioxidante (CHUMARK et al., 2008), anti-inflamatéria (MARRUFO et al., 2013),
inseticida (PONTUAL et al., 2012), diurética (CACERES et al., 1991), antidiabética
(GUPTA etal., 2012), tripanocida (PONTUAL et al., 2018) e antifingica (BIJINA, et al.,
2011). De suas sementes é extraida uma lectina solivel em dgua denominada WSMoL,
que apresenta atividades bioldgicas como acdo larvicida, estimulante de oviposicdo e
ovicida contra Aedes aegypti (COELHO et al.,, 2009; SANTOS et al., 2012),
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antibacteriana (MOURA et al., 2015, 2017) e atividade coagulante e removedora de
metais em dgua (FERREIRA et al., 2011; FREITAS et al., 2016; MOURA et al., 2015).

O objetivo desse trabalho foi analisar a atividade amebicida sobre trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii de preparagdes proteicas das sementes de M. oleifera contendo
WSMoL (extrato aquoso, fragdo proteica e WSMoL isolada).

2. Materiais e Métodos

2.1. Material vegetal

As sementes de M. oleifera foram coletadas na cidade do Recife, Pernambuco,
Brasil. Um exemplar estd depositado sob o numero 73.345 também no herbério do
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). As sementes saudaveis e integras foram
secas a temperatura ambiente (28 + 2°C) durante 48 h, trituradas com um moedor elétrico
e armazenadas a -20 ° C. Os autores possuem autorizacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservagdo da Biodiversidade do Ministério do Meio Ambiente para a coleta da planta
(nimero 38690).

2.2. Obtencéo do extrato aquoso, fracao proteica e lectina WSMoL

As preparagdes avaliadas foram obtidas conforme descrito por Coelho et al.
(2009). O extrato aquoso foi obtido adicionando-se 10 g de pd de sementes de M. oleifera
em 100 ml de &gua destilada, seguido de homogeneizacdo com o auxilio de um agitador
magnético por 16 ha 28 = 2 °C. Ap0s este periodo, o extrato foi coletado apos filtracdo
com gaze e centrifugado a 3000 g por 15 min. Para obtencédo da fracéo proteica, o extrato
foi submetido ao fracionamento salino com sulfato de amonio a 60% por 4 ha 28 £ 2 °C.
Apos centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido e dialisado contra 4gua destilada e
NaCl 0,15 M por 8 ha 4 °C. Para isolamento de WSMoL, aplicou-se a fracdo proteica em
uma coluna de quitina (7,5 x 1,5 cm) previamente equilibrada com NaCl 0,15 M (fluxo
de 0,3 mL/min); apés lavagem com a solucdo de equilibrio, a lectina foi eluida com acido
acético 1,0 M e dialisada contra NaCl 0,15 M (6 h a 4 °C).
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2.3. Determinagao da concentracéo de proteinas

A concentracao de proteinas nas amostras foi definida através da técnica de Lowry

et al. (1951), utilizando-se uma curva-padrdo de albumina sérica bovina (31,25 a 100
pg/mL).

2.4. Atividade hemaglutinante (AH)

O ensaio foi realizado em placas de microtitulacdo de 96 pocos (TPP-Techno
Plastic Produto, Trasadingen, Suica), incubando-se 50 pL de diferentes diluicGes das
amostras com uma suspensao a 2,5% (v/v) em solucéo salina (NaCl 0,15 M), de eritrocitos
de coelho glutarizados (BING et al., 1967). AH foi estabelecida como o inverso da maior
diluicdo em que foi observada completa aglutinacdo dos eritrocitos. A atividade
hemaglutinante especifica (AHE) foi calculada a partir da razdo entre AH e a
concentracdo proteica (mg/mL). Realizou-se o teste de inibicdo da AH, no qual a amostra
de WSMolL foi previamente incubada por 45 min com frutose 0,2 M antes de se adicionar
a solucdo de eritrocitos tratados com gluteraldeido. Este método foi aprovado através do
Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
utilizado para a coleta dos eritrocitos (processo 23076.033782 / 2015-70).

2.5. Ensaio amebicida

Trofozoitos de Acanthamoeba castellanii foram adquiridos através de um isolado
clinico de ceratite amebiana do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Sergipe
— UFS e foram cultivados em meio de cultura PYG (2% protease peptona, 0,2% extrato
de levedura, e 1,8% de glicose) a 28 + 2°C. O teste amebicida contra trofozoitos de A.
castellanii foi realizado na fase logaritmica de crescimento (48-72 h de cultura).
Inicialmente foram adicionados em microplacas estéreis de 96 pocos (TPP-Techno Plastic
Products, Trasadingen, Suica) 100 puL do extrato aquoso, fragdo proteica e lectina
WSMoL solubilizados em meio PYG, ou apenas 100 uL. de meio PYG para o controle
negativo. Para o extrato foram utilizadas concentragdes de 130, 250, 500, 1000, 1500,
2000, 2500 ou 3000 pg/mL, ja para a fragdo proteica 0-60% e a WSMoL foram utilizadas
concentragdes de 130, 250, 500, 1000 pg/mL. Apos distribuicdo das amostras, adicionou-
se 100 uL da cultura das amebas em meio PYG na ordem de 8 x 10* células/mL. O
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experimento foi realizado em dois experimentos independentes e em triplicata para cada
concentracdo. Os periodos de exposicao das amebas as amostras foram de 24 e 48 h em
testes independentes. Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado a técnica de
coloragdo com sulforodamina B (SRD B) segundo Ortega-Rivas et al. (2016). Apds a
incubacdo do controle e das amostras testes, foi adicionado a cada poc¢o 50 uL de acido
tricloroacético 50% (p/v) a 4 °C, seguido de incubacdo por 1 h. Descartou-se o
sobrenadante, e a placa foi lavada 3 vezes com agua destilada e secou naturalmente em
temperatura ambiente. Apds a secagem, adicionou-se 25 pL da solugdo de SRD B 1%
(p/v) dissolvida em acido acético 1% com subsequente incubagdo por 15min. Em
sequéncia, o excesso de corante foi removido por trés processos de lavagens com acido
acético 1% e em seguida a placa foi seca em temperatura ambiente. Acrescentou-se 150
puL de Tris 10 mM pH 10,5, agitando-se a placa levemente por 10 min. Ao final, a
absorbancia a 562 nm foi mensurada em espectrofotometro.

2.6. Avaliacdo da integridade de membrana celular por citometria de fluxo.

Trofozoitos de A. castellanii (1 x 10°células/mL na fase de crescimento
logaritmico) foram incubados com o extrato aquoso (2000 pg/mL) ou a fragdo proteica
(469 pg/mL) de sementes de M. oleifera pelo periodo de 24 h, conforme descrito
anteriormente. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS pH 7,2 e incubadas
durante 10 min protegidas da luz com 2 pL de solucdo de iodeto de propidio (PI) na
concentracdo de 100 pg/mL. Apoés o tratamento, as células foram mantidas no gelo até a
analise no Citdmetro Attune® Acoustic Focusing (Life Technology). Trofozoitos tratados
por 20 min em banho-maria a 90 °C foram utilizados como controle positivo e néo-
tratados como controle negativo (BORAZJANI et al., 2000). Um total de 30.000 eventos
foram adquiridos na regido correspondente as células da ameba e analisados pelo
programa Attune® Cytometer Software. Os resultados foram expressos em porcentagem

de células marcadas em cada situagdo testada.
2.8. Anélise estatistica
Os resultados foram estabelecidos como média + desvio padrdo dos valores

obtidos em dois experimentos independentes. A significancia das diferencas foi

determinada usando o teste de analise de variancia (ANOVA) uma via,
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seguido de teste de Tukey independente por grupos. A significancia estatistica foi
definida como p <0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism
5®. Os valores ICso foram calculados com a percentagem de sobrevivéncia celular para
cada concentragdo nos periodos de 24 e 48h por anélise de regresséo linear utilizando o
GraphPad Prism 5® com um limite de confianca de 95%.

3. Resultados e discussao

Este estudo buscou averiguar o efeito do extrato, fragdo e WSMoL de M. oleifera
sobre trofozoitos de A. castellanii um protozoario de vida livre e potencialmente
patogénico. Inicialmente, os trofozoitos de A. castellanii foram expostos ao extrato
aquoso de M. oleifera por um periodo de 24 h (Figura 1A), onde ndo foi detectada
alteracéo significativa na viabilidade nos tratamentos com as concentragdes de 130, 250
e 500 pg/mL em relacdo ao controle. Ja nas concentragdes de 1000, 1500, 2000, 2500 e
3000 pg/mL houve uma reducédo significativa dose-dependente de 25, 42, 49, 55 e 68%,
respectivamente, em relacdo ao controle. Ademais, para as amebas expostas ao extrato ao
longo de 48 h, também foi observado um efeito dose-dependente apresentando uma
diminuicdo significativa entre 31 e 82,6% na viabilidade celular, nas concentragOes entre
1000 e 3000 pg/mL, em relacdo ao controle. O valor da ICso no periodo de 24 h foi de
2150 pg/mL e para o periodo de 48h foi de 1520 pg/mL.

Comparando-se com os dados da literatura, Malatyali e colaboradores (2012)
submeteram os trofozoitos de A. castellanii ao extrato metandlico de Satureja cuneifolia
na concentracdo de 2000 pg/mL, cuja viabilidade média foi de 74% no periodo de 24 h e
70% em 48h. Estes dados correspondem a uma taxa de 25% e 17% maior de viabilidade
celular nos periodos de 24 e 48h quando comparados ao extrato aquoso de M. oleifera,
indicando que S. cuneifolia apresentou um menor efeito sobre a inibicdo das amebas.
Adicionalmente Malatyali e colaboradores (2012) afirmaram que as amebas foram
expostas ao extrato de Melissa officinalis, na mesma concentracdo (2000 pg/mL) e
apresentaram viabilidade de 90 e 86% nos periodos de 24 e 48 h, respectivamente,
representando uma taxa de viabilidade 41 e 33% maior que o extrato de semente de M.
oleifera.

Outro estudo sobre a viabilidade celular foi conduzido por Tepe e colaboradores
(2012) que expuseram por 72h os trofozoitos de A. castellanii aos extratos metanolicos

de Teucrium polium e T. chamaedrys, ambos na concentracao de 2000 pg/mL, onde foi
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encontrado taxas de viabilidade de 86 e 85% apds o periodo de 24h e 48h,
respectivamente, para a espécie T. polium e taxas de 64 e 62% apés 24h e 48h, nesta
ordem, para a espécie T. chamaedrys. Analisando o estudo com os dados encontrados
neste trabalho, as amebas submetidas ao extrato aquoso de M. oleifera apresentaram 33 e
34 % a menos de viabilidade celular quando comparadas as amebas expostas ao T. polium
nos periodos de 24 e 48h, respectivamente, e apenas 15 e 9% a menos na viabilidade de
T. chamaedrys nos mesmos periodos de tempo (24-48h).

O efeito da fracéo proteica 0-60%, derivado do extrato aquoso, sobre A. castellanii
também mostrou ser dose dependente. Em um periodo de 24 h (Figura 2A) houve uma
reducdo significativa de 23%, 66% e 73% na viabilidade celular nas concentracdes de
250, 500 e 1000 pg/mL em relagcdo ao controle. Ja no periodo de 48h a reducdo na
viabilidade celular foi de 21%, 46% e 86% comparado ao controle nas mesmas
concentragOes. Na concentracdo de 130 pg/mL ndo houve diferenca estatistica em relagédo
ao controle. O valor da I1Cso no periodo de 24 h foi de 453,72 pg/mL e para o periodo de
48 h foi de 469 pug/mL. Ao correlacionar-se com o extrato, a fragdo apresentou uma ICsg
4,7 vezes menor que a do extrato no periodo de 24 h e 3,24 vezes menor no periodo de
48 h, indicando que a fracdo proteica 0-60% apresenta, em maior concentragao,
possivelmente uma ou mais proteinas bioativas capazes de promover a reducdo na
viabilidade celular de A. castellanii.

Em um periodo de 24 h, nos tratamentos com a lectina WSMoL a 130 e 250
Hg/mL, houve uma reducdo média de 35% e 39%, respectivamente, na viabilidade celular
das amebas em relacdo ao controle. J& nas concentragdes maiores que 500 pg/mL houve
um aumento da turbidez dos pocos, imediatamente apds a adi¢do da lectina, impedindo a
avaliacdo da viabilidade. Provavelmente, a lectina interagiu com componentes do meio
PYG, gerando uma suspensdo particulada que se acumulou no fundo da microplaca. Apds
um periodo de 48 h, houve uma reducdo de 52 e 65% na viabilidade das amebas nos
tratamentos com concentragdes de 130 e 250 pg/mL da lectina em relacdo ao controle.
Comparando o efeito da lectina e fracdo sobre viabilidade das amebas, a WSMoL na
concentracdo de 130 e 250 pg/mL apresentou 32% e 40% menor de viabilidade celular,
nesta ordem, que a fracdo protéica no periodo de 24h e uma reducdo de 50 e 42% no
periodo de 48 h, mostrando que a lectina, nas concentra¢fes analisadas apresentou um
maior efeito sobre os trofozoitos de A. castellanii. Apos exaustivas buscas literarias ndo

foram encontrados relatos dos efeitos de fragbes enriquecidas em proteinas e de lectinas
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contra espécies do género Acanthamoeba, o que sugere ser o primeiro trabalho tratadas
com lectinas bioativas.

Foi analisada, atraves da teécnica de citometria de fluxo, a integridade da
membrana plasmética e possiveis alteragdes no tamanho e complexidade celular de
trofozoitos de A. castellanii expostos por 24 h ao extrato aquoso e fracdo proteica na ICso.
A figura 3A representa o controle negativo, em que foi observada baixissima (0,067%)
marcacdo com PI indicando membranas com estruturacdo intacta. A Figura 3B revela que
as células que foram submetidas ao banho-maria (90°C/20min) apresentaram marcagao
com PI com taxa de 94,2%, conforme o esperado (BORAZJANI et al., 2000). As amebas
submetidas ao extrato e fracdo proteica (Figuras 3C e D, respectivamente), também
apresentaram elevada marcacdo com PI, com valores de 98,1 e 93,1%, respectivamente,
revelando que ambos os tratamentos promoveram danos a membrana dos trofozoitos,
conduzindo-os a um estado de permeabilidade celular e consequente morte celular.
Segundo Mogoa et al. (2010), cloro ativo oriundo do hipoclorito de sédio (NaClO) na
concentracdo de 5 pg/mL promoveu marcacgdo positiva para Pl em 90% das células de A.
castellanii. Outra pesquisa realizada por Borazjani et al. (2000) mostrou marcagéo de 93
a 99% de células de A. castellanii quando incubadas com o antisséptico clorexidina (50
pg/mL). Observa-se entdo, que a marcagao positiva para Pl do desinfetante hipoclorito
de sddio e do antisséptico clorexidina apresentaram indices de permeabilizacdo
semelhantes (acima dos 90%), aos encontrado para as amebas tratadas com o extrato e
fracdo de sementes de M. oleifera.

Foi avaliada também através da citometria de fluxo a possibilidade de alteragdes
no tamanho e complexidade celular dos trofozoitos de A. castellanii tratados com o
extrato aquoso e fracdo na ICso. O controle (Figura 4A) mostrou duas tendéncias na
populacdo de células baseado na dispersdo da luz, sendo algumas delas com menor
tamanho celular (menor FSC) e maior granulosidade celular (maior SSC) enquanto a
outra tendeu a ter maior tamanho e menor granulosidade. Foi evidenciado nas amebas
submetidas ao banho-maria (Figura 4B) um aumento da disperséo lateral (SSC) e uma
diminuicdo da dispersao frontal (FSC), revelando que o calor continuo a 90°C por 20 min,
tendeu a aumentar a granulosidade e a diminui¢do do tamanho celular. Houve uma maior
concentracdo da populacdo de amebas com um tamanho reduzido nas amebas tratadas
com o0 extrato aquoso, indicando uma resposta classica da atividade amebicida, com
marcacao PI positiva associada a diminuicdo do tamanho celular (MOGOA et al., 2011).

(Figura 4C). Ja as amebas tratadas com a fragdo proteica apresentaram caracteristicas
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similares ao controle, sugerindo que apesar da fragcdo apresentar acdo amebicida, a(s)
molécula(s) ativa(s) ndo promoveram significativas alteracdes morfologicas na populagéo

de amebas.

4. Concluséao

Em virtude dos dados encontrados, observou-se que 0 extrato aquoso e a fracéo
0-60% de sementes de M. oleifera inviabilizaram trofozoitos de A. castellanii de forma
dose-dependentes. Constatou-se também que o tratamento das amebas com o extrato e
fracdo da moringa promoveram altos indices de permeabilizacdo do marcador iodeto de
propideo, indicando danos a membrana plasmatica celular e consequente morte celular.
E a primeira vez que estudos sio feitos analisando os efeitos do extrato, fragdes e lectina
WSMoL de M. oleifera sobre organismos do género Acanthamoeba.
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Figura 1 — Efeitos in vitro do extrato aquoso de sementes de M. oleifera na viabilidade
celular de trofozoitos de A. castellanii (8 x 10* céls/mL) tratados por um periodo de 24 h
(A) ou 48 h (B). Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os

tratamentos. Analise de dois experimentos independentes em triplicata.
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Figura 3 — Histograma do efeito sobre a viabilidade celular de trofozoitos de A. castellanii
(1 x 10° céls/mL) submetidos ao tratamento com extrato aquoso e fragdo proteica de
sementes de M. oleifera ap6s um periodo de 24 h. As amebas foram coradas com iodeto
de propideo (P1). O grafico Count (contagem) versus BL3-A (640 nm) foram usados para
discriminar a integridade da membrana de células do controle (A), de células mortas
submetidas ao banho-maria (90°C/20min) (B), tratamento com o extrato na concentracdo
de 2000 pg/mL (C) e o tratamento com a fracdo proteica na concentracdo de 469 pug/mL

(D).
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Resumo

A esquistossomose € uma doenca cronica debilitante causada por vermes trematddeos do
género Schistosoma. E considerada uma das doencas pantropicais negligenciadas,
afetando mais de 200 milhdes de pessoas em todo o mundo. Casos de resisténcia ao
praziquantel (PZQ), medicamento de referéncia, foram documentados, o que torna
essencial a busca de novos medicamentos para controlar a doenca. Buscando novas fontes
de compostos bioativos com atividade equistossomicida, foi escolhida a espécie Moringa
oleifera, pertencente a familia Moringaceae, utilizada para diversos fins nutricionais e
medicinais em todo o mundo, além de apresentar atividades bioldgicas variadas, inclusive
em moluscos do género Biomphalaria. O presente trabalho analisou os efeitos do extrato,
fracdo e lectina extraidos de M. oleifera na viabilidade de casais de vermes adultos de
Schistosoma mansoni. Foi determinado o processo de dessalinizagdo entre os pares de
vermes, o parametro de motilidade, por meio de escores (0-3) e a sobrevivéncia dos
vermes adultos apos a incubacdo com as amostras em monitoramento cronoldgico as 3,
6, 12 e 24 horas de exposicdo. A viabilidade celular dos pares de vermes de S. mansoni
também foi analisada por um ensaio de citotoxicidade (MTT) e submetida a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) para analisar a integridade do tegumento. Os dados
sugerem que o extrato aquoso (EA) e a fracdo proteica 0-60% (FP) das sementes de M.
oleifera foram eficazes na promocdo da remocdo de vermes adultos. Nos quais 0 EA
apresentou 100% de desacoplamento em concentracdes de 25 a 100 pug/mL no periodo de
6h a 12h de exposicdo. O FP apresentou o desacoplamento total nas concentracOes de
6,25 a 50 pug/mL e no periodo de 3 a 6 h. Alteracfes na motilidade foram detectadas em
vermes submetidos a EA de 3 h em concentracdes de 25 a 100 pg/mL e no mesmo periodo
em todas as concentracdes. A mortalidade de 100% nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL
de EA foi as 12 e 24h, respectivamente, enquanto a FP foi obtida nas concentracGes de
50, 25, 12,5 pg/mL as 6, 12 e 24 h. No ensaio de viabilidade celular, os EA nas
concentracdes de 50 e 100 pug/mL néo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
praziquantel (PZQ), o mesmo ocorreu no PF nas concentracdes de 12,5 a 50 pg/mL. O
ICs0 do EA foi de 23,48 pug/mL e o PF foi de 8,93 pg/mL. O estudo contribuiu para
aumentar o conhecimento do potencial equistosomicida do extrato aquoso de M. oleifera
e possivelmente indicar um composto natural para 0 combate de vermes adultos de S.

mansoni.
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1. Introducéo

A esquistossomose representa uma doencga aguda causada por vermes trematodeos
pertencentes ao género Schistosoma, relatada em 78 paises, sendo endémica em 52 deles
com grau de transmissdo moderado a alto. Estima-se que cerca de 206,4 milhdes de
pessoas precisassem de tratamento preventivo e mais de 89 milhdes foram submetidas a
tratamento em 2016 (Organizacdo Mundial da Salde, 2018). O Praziquantel é o
medicamento atualmente usado para o tratamento da esquistossomose. No entanto, ele
ndo tem acdo contra o esquistossomo no estagio juvenil, ndo previne recorréncias e tem
sido relatado como causa de les6es no figado e baco. Além disso, existe uma preocupacao
crescente com a resisténcia de algumas cepas, 0 que torna necessario o desenvolvimento
de novos medicamentos para o tratamento da esquistossomose (Magalhées et al., 2009;
2010; Miranda et al., 2012; Vale et al., 2017).

Moringa oleifera ¢ uma planta nativa da Africa Oriental e sul da India que
apresenta distribuicdo pantropical, sendo encontrada nos continentes asiatico, africano e
americano. Muitos a consideram uma planta multiuso, com aplicacdes em nutricao e
diversas areas da biotecnologia e biomedicina. Varias atividades bioldgicas sdo descritas
para preparagdes obtidas de diferentes 6rgdos da planta, como folhas, flores e sementes.
Suas sementes sdo utilizadas como emolientes de cosméticos, na producédo de biodiesel,
para tratamento de gua, na dieta de animais e na culinaria (Santos et al., 2015; Followo
et al., 2018). Um extrato aquoso de sementes de M. oleifera apresentou atividade
moluscicida em caracéis das espécies Biomphalaria alexandrina e Biomphalaria
glabrata, hospedeiros intermediarios de S. mansoni (Coelho da Silva; Vargas; Baptgas,
2013; Ibrahim e Abdalla, 2017). O extrato aquoso das flores de M. oleifera também
mostrou atividade moluscicida em caracéis de B. glabrata, além de retardar o
desenvolvimento de embrides (Rocha-Filho et al., 2015).

As sementes de Moringa oleifera contém uma lectina soltivel em &gua (proteina
de ligacéo a carboidratos) chamada WSMoL, que é uma proteina acida de 60 kDa e acida
(Moura et al., 2016) que foi anteriormente relatada como um agente inseticida contra
Aedes aegypti ( Coelho et al., 2009; Santos et al., 2012) e ter atividades antibacterianas
(Moura et al., 2015, 2017; Coriolano et al., 2019) e atividades nematicidas (Medeiros et
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al., 2018). O WSMoL também é capaz de reduzir a turbidez e remover metais da agua
(Freitas et al., 2016; Moura et al., 2016) e ndo foi genotoxico pelos ensaios de Ames e
Kado (Rolim et al., 2011) e ndo mostrou toxicidade. as células mononucleares do sangue
periférico humano, podendo modular a liberag&o de citocinas por essas células (Coriolano
etal., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade esquistossomicida in vitro de
preparacOes de sementes de M. oleifera contendo WSMoL (extrato de agua, fracdo de

proteina e lectina isolada) em casais de S. mansoni adulto.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

Sementes de M. oleifera foram coletadas em Recife, Pernambuco, Brasil. Os
autores possuem autorizacdo (n° 38690) para coleta de plantas do Instituto Chico Mendes
de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil.
As sementes foram secas a 28 °C por 48 h, trituradas com um liquidificador e
armazenadas a -20 °C. Uma amostra de voucher é depositada sob o nimero 73.345 no
herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de Pernambuco (Recife,
Brasil). O acesso foi registrado (AA245C5) no Sistema Nacional de Gestéo do Patrimonio

Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

2.2. Obtencédo do extrato e preparacdo de proteinas

O p6 de semente de M. oleifera (10 g) foi suspenso em agua destilada (100 mL) e
homogeneizado em agitador magnético por 16 horas a 28 °C. Apos filtragdo por gaze e
centrifugacdo (3000 x g, 15 min, 4 °C), o extrato aquoso foi obtido. As proteinas do
extrato foram precipitadas por tratamento com sulfato de amonio a 60% de saturacao por
4 horas a 28 °C. Apos centrifugacdo, a fracdo precipitada foi coletada, ressuspensa em
NaCl 0,15 M e dialisada (membrana de 3,5 kDa) contra NaCl 0,15 M (6 ha 4 °C).

2.3. Concentracdo de proteinas e atividade hemaglutinante (AH)
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A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951)
usando uma curva padrdo de albumina sérica bovina (31,25-500,00 pg / mL). O ensaio
da atividade de hemaglutinacdo (AH) foi realizado em microplacas de 96 pogos com
fundo em V (TPP-Techno Plastic Products, Trasadingen, Suécia) de acordo com Paiva e
Coelho (1992) usando eritrécitos de coelho tratados com glutaraldeido (Bing et al., 1967).
O ndmero de unidades de AH foi definido como o reciproco da maior diluicdo da amostra
que promoveu aglutinacéo total dos eritrocitos. O AH especifico foi calculado pela razéo
entre o AH e a concentragio de proteina (mg/mL). O Comité de Etica em Uso de Animais
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) aprovou o método utilizado para a coleta
dos eritrocitos (processo 23076.033782 / 2015-70).

2.4. Schistosoma mansoni

Os adultos de S. mansoni utilizados pertencem a linhagem BH (Belo Horizonte,
Brasil), mantida no Laboratdrio Experimental de Esquistossomose da UFPE, através de
passagens sucessivas em caracois do género Biomphalaria glabrata e Swiss Webster.
Quinze camundongos Swiss Webster, com 30 dias de idade, pesando 28 + 2 g, foram
infectados por via percutanea (Olivier e Stirewalt, 1952) com cerca de 100 cercarias de
S. mansoni, linhagem BH (Belo Horizonte, Brasil). Os camundongos foram mantidos no
Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami da UFPE em ambiente controlado (20 + 2
°C, ciclo de 12 h), com livre acesso a alimentos (Labina / Purina, S&o Paulo, Brasil) e
agua ad libitum. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPE (n° 23076.047560 / 2016-15).

2.5. Efeitos in vitro em casais de vermes adultos

2.5.1. Tratamento

Cinqglienta dias apos a infeccdo, os camundongos foram sacrificados por entorse
cervical e os vermes foram recuperados assepticamente por perfusdo do sistema portal e
veias mesentéricas com solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%, p/v). Os vermes recuperados
foram separados de acordo com 0 sexo em machos ou casais. Apenas casais intactos
foram transferidos imediatamente para 0 meio RPMI 1640, suplementado com HEPES

20 mM, penicilina 100 pg/mL, estreptomicina 100 pg/mL e estreptomicina 100 e soro
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fetal bovino a 10%, e lavados trés vezes com este meio. Em seguida, 0s vermes foram
distribuidos em placas de cultura de 24 pocos com pocos contendo 2 mL desse meio (dois
casais por poco) e incubados a 37 °C em uma atmosfera imida contendo 5% de CO..
Apoés 2 h de incubacéo, a amostra, solubilizada em meio de cultura suplementado, foi
adicionada para atingir concentragdes finais variando de 12,5 a 100 pg/mL (extrato de
agua) e 6,25 a 50 pg/mL (fracdo de proteina). Como controle, os casais de vermes foram
incubados na presenca de meio RPMI 1640 suplementado (controle negativo) ou exposto
a 10 uM de PZQ (controle positivo). Todas as experiéncias foram realizadas em oito

repeti¢des (n = 16 vermes / oito casais por grupo) e repetidas pelo menos duas vezes.

2.5.2. Avaliacéo de motilidade e sobrevivéncia

Um microscdpio invertido (Leica Microsystems, DM IL Wetzlar, Alemanha) foi
utilizado para avaliar a motilidade e sobrevivéncia dos vermes nas 3, 6, 12 e 24 h de
exposicdo, de acordo com os critérios propostos por Silva et al. (2018), sendo
classificados em uma escala de 0 a 3: escore 3, vermes que mostram movimentos tipicos,
mostrando peristaltismo dos 6rgéos internos e ventosas em movimento aderidas ao fundo
ou aos lados da placa de cultura; escore 2, movimentos reduzidos em todo o corpo,
peristaltismo dos 6rgdos internos e de sucgdo; escore 1, movimentos apenas nas
extremidades ou em apenas uma extremidade (anterior e/ou posterior), com auséncia de
peristaltismo dos 6rgdos internos e auséncia de aderéncia de ventosas; pontuacdo O,
auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteragcbes de cor. O
tratamento foi considerado letal quando ndo foi possivel observar movimentos

parasitarios por até 2 minutos.

2.5.3. Viabilidade celular

A viabilidade celular de casais de S. mansoni foi avaliada pelo teste de
citotoxicidade com base no brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) de acordo com Aires et al. (2014). Resumidamente, dois casais foram colocados
em pocos individuais em placas de 96 pogos contendo 100 pL. de MTT (5 mg/mL em
solucdo salina tamponada com fosfato, PBS) e incubados a 37 °C por 30 min.
Posteriormente, a solugdo MTT foi substituida por 200 uLL de DMSO, a fim de dissolver
os cristais roxos de formazan e foi medida a densidade Optica a 550 nm. Como grupos
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controle, os casais de S. mansoni foram incubados em RPMI 1640 (controle negativo) ou
expostos a 10 uM de PZQ (controle positivo). Todas as experiéncias foram realizadas em

oito repeticGes e repetidas pelo menos duas vezes.

2.6. Andlise estatistica

Os dados sdo expressos como desvio padrdo da média (DP) e foram analisados
com o software Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA). As
diferencas estatisticas foram determinadas usando a andlise de variancia unidirecional
(ANOVA) associada ao teste de Tukey para compara¢6es multiplas em uma Unica etapa.

A significancia estatistica foi definida como p <0,05.

3. Resultados e discussao

Nas ultimas décadas, houve um aumento no numero de estudos que buscam
contribuir para novas estratégias terapéuticas para doencas tropicais, incluindo a
esquistossomose, principalmente devido a ocorréncia de eficacia reduzida do farmaco de
referéncia praziquantel e ao aparecimento do patégeno em (Moraes et al., 2012; Vale et
al., 2017). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato aquoso, fracdo protéica
e lectina isolados em adultos de S. mansoni na busca de novos compostos com efeito
esquistossomicida.

Primeiramente, foi avaliado o processo de desacasalamento de vermes adultos de
S. mansoni tratados com o extrato de agua e a fracdo protéica. No tratamento com o
extrato a 100 pg/mL, houve dissociacdo de 62,5% e 100% dos casais em 3 e 6 h,
respectivamente. A 50 ug/mL, todos os casais (100%) estavam em processo de
desacasalamento em 3 horas e 100% de desacasalamento foi observada apds 6 h. A 25
pug/mL, 75% dos casais estdo em processo de desacasalamento e 25% permanecem
acasalados, ap6s 6 horas todos no processo de desacasalamento e em 12 horas todos se
separaram. Finalmente, na concentracdo de 12,5 pg/mL, ndo houve desmontagem nas
primeiras 3 horas, mas 25% estava em desacasalamento apds 6 e 12 h. Ap6s 24 h, 37,5%
foram desacasalamento. Em resumo, pode-se observar que 0 extrato causou
desacasalamento em todas as concentragdes testadas, impedindo o ciclo reprodutivo de

vermes adultos.
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A fragdo proteica de 0 a 60%, nas concentracdes de 50 e 25 pg/mL, causou
desacasalamento de 100% nas primeiras 3 h. Na concentragdo de 12,5 pg/mL, 87,5% dos
vermes foram desacasalamento dentro de 3 horas e 100% em 6 horas. Na concentracdo
de 6,25 ng/mL, a desacasalamento atingiu 75% em 3 h e 100% em 6 h. A fracdo mostrou-
se mais eficiente em relagdo ao extrato, pois promoveu 0 desacasalamento de todos 0s
vermes duas vezes mais rapido na concentracdo de 50 pg/mL e quatro vezes mais rapido
em 25 ug/mL. Na concentra¢ao de 6,25 ug/mL, a fragdo teve um efeito equivalente as
concentracOes de 50 e 100 ug/mL do extrato de agua no mesmo periodo de tempo (6 h).

Oliveira et al. (2014), investigaram a acdo de um extrato diclorometandlico das
partes aéreas de Baccharis trimera e uma fracdo aquosa derivada desse extrato no adulto
S. mansoni e descobriram que o extrato (130 pg/mL) induzia uma taxa de
desacasalamento de 40% apd6s um periodo de 6 horas e a fragdo (130 ug/mL) causou
100% de dissociacdo nesse mesmo periodo. Comparativamente, o extrato de agua das
sementes de M. oleifera teve um efeito melhor que a fracdo aquosa de B. trimera nas
primeiras 6 horas, uma vez que taxas de desacasalamento semelhantes foram observadas
em concentragdes mais baixas de 100 ¢ 50 ug/mL. A fragdo proteica de M. oleifera foi
muito mais eficaz que o extrato e fragdo de B. trimera.

Substancias e medicamentos capazes de promover 0 desacasalamento sdo Uteis
para interromper o processo de reproducdo de vermes adultos, uma vez que 0O
acasalamento é primordial para a continuidade da maturidade sexual das fémeas. Na
auséncia de acasalamento, a fémea ndo poderia produzir células e ovos da gema
amadurecida (Erasmus, 1986; Kunz, 2001; Carvalho et al., 2008).

Os escores de motilidade dos vermes adultos de S. mansoni submetidos ao extrato
de 4gua sao mostrados na Tabela 1. No tratamento a 100 pg/mL, ap6s um periodo de 3 h,
6,25% dos vermes estavam mortos (escore 0) enquanto 0s outros mostraram com
movimentos apenas na extremidade (escore 1) ou movimentos reduzidos (escore 2). Apds
6 h, a maioria dos vermes (75%) ja estava morta e o restante foi classificado no escore 1.
Ao completar 12 h do experimento, todos 0s vermes ja estavam mortos. Na concentracdo
de 50 pg/mL, a maioria dos vermes (87,5%) estava no escore 2 nas primeiras 3 horas, e
apo6s 6 e 12 h a porcentagem no escore 0 (morto) aumentou para 18,75% e 87,5%,
respectivamente. Ao final do bioensaio (24 h), a mortalidade atingiu 93,75%. A 25 pg/
mL, foi observada mortalidade (31,25%) em um periodo de 12 horas e metade dos vermes

apresentou motilidade reduzida (escore 1); apds 24 h, 56,25% estavam mortos. Na
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concentragdo mais baixa, 12,5 pg/mL, ndo houve mortalidade, mas alteracdes na
motilidade foram observadas nos tratamentos por 12 e 24 h.

Um estudo realizado Yones et al. (2016) mostraram que extratos etandlicos de
folhas e casca de Punica granatum promoveram 100% de mortalidade de vermes adultos
apods 12 h de exposi¢do a uma concentragdo de 100 pg/mL, semelhante ao extrato de 4gua
de M. oleifera. Em outro estudo, taxas de mortalidade de 60% e 100% foram detectadas
apos periodos de exposicao de 6 e 24 horas, respectivamente, para vermes adultos tratados
com o extrato diclorometandlico de B. trimera e sua fragdo aquosa, ambos na
concentragdo de 130 ug/mL (Oliveira et al., 2014). O extrato aquoso de moringa foi mais
eficiente que as preparacdes de B. trimera, pois promoveu 100% de mortalidade na
metade do tempo (12 h) e em menor concentragdo (100 pg/mL).

A Tabela 2 mostra os escores de motilidade de vermes adultos de S. mansoni
submetidos a tratamentos com a fracdo protéica de sementes de M. oleifera. Trés horas
de exposicdo a concentragdo de 50 pg/mL resultaram em morte de 75% dos vermes
(escore 0) e mortalidade de 100% ap0s 6 h. A 25 pg/mL, a porcentagem no escore 0 foi
de 62,5% nas primeiras 3 horas e aumentou para 100% apds 12 horas de exposicdo. Na
concentragdo de 12,5 pg/mL, a mortalidade dos vermes comegou no intervalo entre 3 e 6
horas e 0s outros vermes estavam movendo apenas as extremidades (escore 1). Apds 12
e 24 h, 75% e 100% dos vermes estavam mortos. A menor concentracdo testada, 6,75
pug/mL, ndo promoveu mortalidade, mas, apos 24 h, 50% dos vermes foram encontrados
no escore 1 e os demais apresentaram motilidade reduzida.

A fracdo protéica mostrou maior eficiéncia na promocdo da mortalidade dos
vermes adultos do que o extrato aquoso. A 50 pg/mL, a fragdo eliminou todos os vermes
duas vezes mais rapido em comparagdo com a concentragao de 100 pg/mL do extrato e
quatro vezes mais rapido que a mesma concentracao do extrato. Além disso, o efeito da
fragdo a 12,5 pg/mL foi semelhante ao do extrato a 50 pg/mL.

A fracdo proteica das sementes de M. oleifera, na concentracdo de 50 pug/mL,
promoveu mortalidade completa dos vermes adultos em um periodo quatro vezes menor
(6 h) que a fragcdo hexana (50 pg/mL) e a fragdo acetato de etila ( 75 pg/mL) de um extrato
etandlico do epicarpo de frutos de Garcinia brasiliensis (Castro et al., 2015).

Alguns fatores que podem afetar o padrao de motilidade dos vermes adultos de S.
mansoni sdo alteragdes na homeostase do célcio, niveis de neurotransmissores e/ou

neuromoduladores ou alteracBes musculares estruturais (Kohn et al., 1982; Shaw e
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Erasmus, 1983; Noél, 2008). Testes adicionais precisavam ser realizados para elucidar os
mecanismos envolvidos nos efeitos do extrato e da fracdo de M. oleifera.

Os resultados do teste de viabilidade celular s&o mostrados nas Figuras 1 e 2. Os
resultados revelaram uma reducdo significativa (p <0,05) da viabilidade celular nos
tratamentos com o extrato desde 25 pg/mL (Figura 1) e um ICso de 23,48 [19,35 —28,49]
pg/mL foi calculado. Para a fra¢do protéica, foi detectada uma redugdo significativa da
viabilidade (p <0,05) em todas as concentra¢es testadas (Figura 2), sendo o valor de ICso

8,93 [7,71-10,36] pg/mL, valor 2,63 vezes menor que o determinado para o extrato.

4. Concluséo

De acordo com os resultados analisados neste estudo, a fracdo de extrato e proteina
de M. oleifera apresentou ampla acdo no casal adultos de S. mansoni, promovendo 0
desacoplamento, alterando a motilidade e a viabilidade celular dos vermes tratados.
Outros estudos in vitro e in vivo ndo sdo necessarios para entender 0s possiveis
mecanismos de agéo e alteracdes produzidas nos vermes. Levando em consideragdo o que

foi observado, extrato e fracdo de potenciais agentes esquistossomicidas.
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Tabela 1 — Escores de motilidade de vermes adultos de S. mansoni tratados com praziquantel (PZQ)

e extrato aquoso de Moringa oleifera em diferentes tempos pds-incubacao.

Percentual de vermes (%) nos escores de motilidade apds a incubacéo

Grupos 3h 6h 12 h 24 h
0 1 2 3 0 1 2 3 0o 1 2 3 0 1 2 3
Controle 100 100 100 100
PZQ
10 pM 100 100 100 100
Extrato
100 pg/mL 6.25 43.75 50 75 25 100 100
50 ug/mL 12.5 87.5 18.75 43.75 37.5 875 125 93.75 6.25
25 ug/mL 62.5 37.5 100 31.25 50 18.75 56.25 43.75
12.5 ug/mL 100 100 62.5 375 18.75 81.25

Nota: No rastreio do teste de praziquantel mével e do extrato aquoso, foram utilizados 8 pares de vermes
para cada concentracdo (16 machos e 16 fémeas). Escore 3, vermes que mostram movimentos tipicos,
exibindo peristaltismo dos érgdos internos, ventosas em movimento aderidas ao fundo ou aos lados da placa
de cultura; descricoes tipicas de worms de controle negativo; escore 2, movimentos reduzidos em todo o
corpo, peristaltismo dos 6rgdos internos e de sucgao; escore 1, movimentos apenas nas extremidades ou em
apenas uma extremidade (regido anterior e/ou posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgaos internos
e sem adesdo de ventosas; pontuacdo 0, auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem
alteragdes de cor. O tratamento foi considerado letal quando ndo foi possivel observar movimentos

parasitarios por até 2 minutos.
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Tabela 2 — Escores de motilidade de vermes adultos de S. mansoni tratados com praziguantel (PZQ)

e fracdo protéica de sementes de Moringa oleifera em diferentes tempos p6s-incubacao.

Percentual de vermes (%) nos escores de motilidade ap6s a incubagéo

Grupos 3h 6h 12 h 24 h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 100 100 100 100
PZQ
10 uM 100 100 100 100
Fracdo
50 pg/mL 75 25 100 100 100
25 ug/mL 62.5 37.5 81.25 18.75 100 100
12.5 ug/mlL 100 31.25 68.75 75 25 100
6.75 ug/mL 75 25 875 12.5 31.25 68.75 50 50

Nota: No rastreio do teste de praziquantel mével e do extrato aquoso, foram utilizados 8 pares de vermes
para cada concentracdo (16 machos e 16 fémeas). Escore 3, vermes que mostram movimentos tipicos,
exibindo peristaltismo dos érgdos internos, ventosas em movimento aderidas ao fundo ou aos lados da placa
de cultura; descrices tipicas de worms de controle negativo; escore 2, movimentos reduzidos em todo o
corpo, peristaltismo dos 6rgdos internos e de sucgao; escore 1, movimentos apenas nas extremidades ou em
apenas uma extremidade (regido anterior e/ou posterior), com auséncia de peristaltismo dos 6rgdos internos
e sem adesdo de ventosas; pontuacdo 0, auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem
alteracBes de cor. O tratamento foi considerado letal quando ndo foi possivel observar movimentos

parasitarios por até 2 minutos.
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Figure 1 — Efeitos in vitro do extrato aquoso de sementes de M. oleifera na viabilidade celular de
vermes adultos de S. mansoni. Gémeos de vermes adultos foram tratados com amostras em
diferentes concentragdes (12,5 - 100 pg/mL) por 24 h, a viabilidade foi medida usando o ensaio
MTT e a leitura do corante formazan reduzido registrada a 550 nm. Os controles negativos dos
vermes foram incubados no RPMI 1640. O Praziquantel (PQZ, 10 uM ou 3,124 pg / ml) foi usado
como grupos de controle positivo. A viabilidade foi expressa como média + desvio padrdo dos
valores de absorbancia de seis experimentos. Letras diferentes indicam diferencas significativas

entre os tratamentos (p <0,05).
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Figura 2 — Efeitos in vitro da fracdo proteica do extrato aquoso de M. oleifera na
viabilidade celular de vermes adultos de S. mansoni. GEmeos de vermes adultos foram
tratados com amostras em diferentes concentragdes (6,25 - 50 pg/mL) por 24 h, a
viabilidade foi medida usando o ensaio MTT e a leitura reduzida de corante de formazan
registrada a 550 nm. Os controles negativos dos vermes foram incubados no RPMI 1640.
O Praziquantel (PQZ, 10 uM ou 3,124 pg/mL) foi usado como grupos de controle
positivo. A viabilidade foi expressa como média + desvio padrdo dos valores de
absorbancia de seis experimentos. Letras diferentes indicam diferengas significativas

entre os tratamentos (p <0,05).
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Resumo

A resisténcia microbiana tem progredido e ganhado destaqgue no mundo inteiro,
caracterizando-se como um sério problema de salde publica. Esta resisténcia esta
relacionada principalmente com a adaptacdo de microrganismos patogénicos aos
diferentes biocidas utilizados de forma indisciminada e inadequada. O periodo necessario
para o surgimento de resisténcia tem se mostrado curto para muitos farmacos, além de
um numero limitado de drogas antimicrobianas, tornando-se indispensavel a busca por
novos medicamentos, principalmente de fontes naturais como as plantas medicinais. Este
trabalho avaliou a acdo do extrato etandlico e fragdes organicas da planta medicinal
Schinus terebinthifolia sobre bactérias e fungos patogénicos, bactérias fitopatogénicas e
0 protozodario Acanthamoeba castellanii. Através da andlise fitoquimica foi detectado no
extrato etandlico e fragdes a presenca de taninos hidrolisaveis, flavondides, terpenos,
esterdides, cumarinas e agucares redutores através da cromatografia em camada delgada
(CCD). Uma posterior analise foi realizada através da técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) onde foi possivel evidenciar a presenca de acido galico e um dos
seus derivados (270 nm), bem como um pico similar a rutina (350 nm). O extrato
apresentou acdo inibitoria sobre as espéecies de bactérias patogénicas: Klebsiella
pneumoniae, Micrococcus luteus, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus ATCC
e UFPEDA-670, Pseudomonas aeruginosa ATCC e UFPEDA-261, ja as fracbes do
extrato permaneceu inibindo a cepa S. aureus ATCC e S. aureus UFPEDA-670,
entretanto com atividade reduzida. Foi detectada ainda atividade inibitoria do extrato
sobre fungos da espécie Candida albicans, Candida tropicalis, Candida krusei e das
fracbes sobre C. albicans, porém em menor intensidade. Sobre as bactérias
fitopatogénicas foi detectado atividades inibitorias e bactericidas do extrato sobre
variadas cepas de Pectobacterium sp isolados de diferentes substratos. Das amostras
testadas apenas a fracdo butandlica apresentou potente acdo amebicida sobre o trofozoito
da espécie A. castellanii, onde ocorreu a reducéo da viabilidade celular no periodo de 24
e 48h. O extrato foi ativo contra a maior parte dos microrganismos testados, evidenciando
uma ampla ac¢do inibitéria, enquanto que apenas a fracdo butanolica revelou ser um

potente agente redutor da viabilidade celular de A. castellanii.

Palavras-Chave: Schinus terebinthifolius; atividade antimicrobiana; extrato; atividade

amebicida.
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1. Introducao

As plantas tém sido tradicionalmente usadas para fins medicinais e suas
bioatividades medicinais estdo associadas a diferentes tipos de compostos que foram
prospectados (Compean e Ynalvez, 2014). Existe um interesse crescente em estudar
extratos e compostos de plantas medicinais como fonte de novos agentes antimicrobianos,
principalmente devido ao aumento da incidéncia de microrganismos resistentes aos
antibioticos atualmente utilizados (Riffel et al., 2002; Hossain et al., 2012).

Entre essas plantas de interesse medicinal esta a espécie Schinus terebinthifolia
Raddi, planta pertencente a familia Anacardiaceae, endémica e nativa da América do Sul,
sendo encontrada principalmente no Brasil, Paraguai e Argentina. Pode ser encontrada
em varios habitats, mas prevalece nas regides de Mata Atlantica (Bendaoud et al., 2010).
Varios usos medicinais sdo relatados, inclusive contra inflamag6es e infecgdes no trato
urogenital, bem como para tratar feridas e Ulceras, por exemplo (Gilbert e Favoreto,
2011). Muitas atividades biologicas também foram descritas para preparacfes e
moléculas obtidas de diferentes partes desta planta, como inseticidas (Procopio et al.,
2015; Camaroti et al., 2018), acaricida (Nascimento et al., 2012), antimicrobiano (Gomes
etal., 2013) atividades. As folhas de S. terebinthifolia contém varios compostos com acéo
antimicrobiana contra patdgenos humanos dos géneros Aspergillus, Bacillus,
Pseudomonas e Shigella, como lectina SteLL, 0leos essenciais e extratos etanolicos e
metanolicos. (Martinez et al., 1996; EI-Massry et al., 2009; Gomes et al., 2013). As folhas
de S. terebinthifolia também apresentaram efeito antibacteriano nas bactérias
fitopatogénicas Agrobacterium tumefaciens e Erwinia carotovora var. carotovora
(Badawy e Abdelgaleil, 2014).

As cepas de Acanthamoeba podem atuar como patdgenos oportunistas humanos,
causando lesdes cutaneas, infecc¢des sinusais, ceratites e encefalites, que representam uma
infeccdo rara, porém fatal (Marciano-Cabral e Cabral, 2003; Visvesvara et al., 2007;
Siddiqui e Khan, 2012). A fase trofozoita € sensivel a varios agentes quimioterapéuticos,
como antibioticos, anti-sépticos, antifungicos, antiprotozoarios, entre outros; no entanto,
a exposicdo prolongada e continua da fase cistica, que é resistente a medicamentos, gera
uma pressdo de selecdo que favorece a propagagdo da resisténcia. Diferentes cepas
resistentes a medicamentos ja foram relatadas, tornando crucial a busca por agentes
amebicidas alternativos (Turner et al., 2000, 2004; Khan, 2006; Castrillon e Orozco,

2013; Pérez-Cota et al., 2019). Na busca de novos agentes amebicidas, algumas plantas
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tém sido avaliadas como fontes de agentes antiacanthamoeba, como extratos metanolicos
de Origanum syriacum e Origanum laevigatum, bem como extratos metanolicos e
etanolicos de Olea europaea. (Degerli et al., 2012; Sifaoui et al., 2013).

Neste trabalho, avaliou-se a atividade antimicrobiana in vitro de um extrato
etandlico de folhas de S. terebinthifolia e suas fragcBes contra espécies bacterianas e
fangicas patogénicas para seres humanos e bactérias fitopatogénicas do género
Pectobacterium. Além disso, foi avaliado o efeito amebicida dessas preparagdes em

Acanthamoeba castellanii.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal

As folhas de S. terebinthifolia foram coletadas em setembro de 2016, em Recife,
Pernambuco, nordeste do Brasil. Um espécime de comprovante (nimero 73.431) é
depositado no herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de
Pernambuco, Recife, Brasil. As folhas foram secas a 28 ° C, trituradas e armazenadas a -
20 ° C. Os autores tém autorizacdo (n° 38690) do Instituto Chico Mendes de Conservagéo
da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil para coletar a
planta. O acesso foi registrado (AA245C5) no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

2.2. Preparacéo do extrato da folha

As folhas secas (300 g) foram pulverizadas em moedor elétrico (Spolu, Itajobi,
Brasil) e o p6 foi adicionado ao etanol absoluto na proporcédo de 2:1 (p/v). A extracao foi
realizada por 15 dias, sendo o solvente substituido a cada 5 dias. As amostras obtidas a
cada 5 dias foram reunidas e o solvente foi evaporado em um evaporador rotativo (CVC
Vacuubrand 3000, Wertheim, Alemanha) sob pressao reduzida. O extrato foi transferido
para copos de penicilina de 20 mL, pesado e armazenado em temperatura ambiente até o

uso.

2.3. Particdo do Extrato
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O extrato etandlico seco (0,5 g) foi solubilizado em 6 mL de etanol com o auxilio
de um banho ultrassénico (Ultracleaner, Unique, Indaiatuba, Brasil) e, em seguida, foi
adicionada agua destilada ate atingir o volume final de 80 mL. Esta solucéo hidroalcodlica
foi submetida a particionamento liquido-liquido utilizando um funil de separacéo e 100
mL de solvente por extragdo. Foram utilizados 500 mL de hexano, 800 mL de
diclorometano, 400 mL de acetato de etila e 100 mL de butanol, nesta ordem. As partices
(fracGes) obtidas em hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol foram
denominadas F1, F2, F3 e Fs, respectivamente. As fragfes obtidas foram submetidas a
evaporacéo rotativa a uma temperatura de 40 ° C sob presséo reduzida. O volume restante
das fracbes foi transferido para copos de penicilina de 20 mL para secagem total a
temperatura ambiente em exaustores. Depois de completamente secos, eles foram

armazenados em temperatura ambiente até o uso.

2.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As amostras de extrato ou fracdo (2 mg) foram solubilizadas em 2 mL de metanol
e levadas ao banho de ultrassom por 10 minutos para completa solubilizacdo. As fases
moveis, agentes cromogénicos e padrdes estdo listados na Tabela 1. Todos os padrdes
foram utilizados na concentracdo de 1 mg/mL. A CCD foi conduzida em placas de silica
gel 60-F2s4 (Macherey-Nagel, Alemanha), que foram desenvolvidas em camaras apés a
saturacdo (15 min) com a fase mdvel. Apoés a eluicdo, as placas foram secas a temperatura
ambiente e observadas através de luz ultravioleta (254 e 365 nm) e luz visivel,
pulverizadas com agentes cromogénicos especificos para cada metabolito e depois
digitalizadas. A aquisicdo das imagens e observacdes UV foi realizada utilizando o
sistema de imagem MultiDoc-It modelo 125, com o software UVP (Analytik Jena US
LLC, Upland, CA, EUA) e acoplado a uma camera Rebel T3 (Canon, Ota, Japao).

2.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras de extrato ou fracdo (2 mg) foram solubilizadas em 2 mL de metanol
para HPLC (Tedia, Fairfield, OH, EUA) e levadas a um banho de ultrassom por 30
minutos para completa solubilizacdo. Padrdes de flavonoides (vitexina e rutina, 98%;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e taninos hidrolisaveis (acido galico, 98% e acido
elagico, 95%; Sigma-Aldrich) foram pesados 10 mg e diluidos em 10 mL de metanol.
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Uma aliquota de 500 pL foi transferida para um baldo volumétrico (2 mL) e o
volume foi completado com agua ultrapura (Purelab Classic UV; Elga Labwater, High
Wycombe, Reino Unido). Depois disso, as solu¢des foram passadas por filtros de seringa
de PVDF de 0,45 pm.

A andlise por CLAE foi realizada no sistema Ultimate 3000 HPLC acoplado a um
detector de fotodiodo (DAD) e equipado com um desgaseificador de bomba binaria
(HPG-3x00RS) e um amostrador automatico equipado com um loop de 20 pL (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) . O comprimento de onda foi fixado em 270 nm
para deteccdo de taninos e 350 nm para flavonodides. As separa¢des cromatograficas foram
obtidas com uma coluna C1g (250 mm x 4,6 mm d.i, 5 um; Dionex, Sunnyvale, CA, EUA)
equipada com pré-coluna (Cig; 4 mm x 3,9 um; Phenomenex, Torrance, CA, EUA). As
separacdes foram realizadas a 26 °C. A fase movel consistiu em agua ultrapura (A) e
metanol (B), ambas acidificadas com &cido trifluoroacético a 0,05% e o fluxo foi ajustado
para 0,7 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado de acordo com a metodologia
de Camaroti et al. (2018): 0-10 min, 5-20% B; 10-13,5 min, 20-25% de B; 13,5 a 20
minutos, 25 a 40% de B; 20-25 minutos, 40-80% de B; 25-30 minutos, 80% de B; 30-34
min, 80-5% B. Os dados foram processados e analisados com o software Chromeleon 6.8

(Dionex/Thermo Fisher Scientific).

2.6. Actividade antimicrobiana

2.6.1. Preparacao de indculos

Isolados ndo resistentes de Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Micrococcus
luteus (F00112), Salmonella enteritidis (UFPEDA 414), Staphylococcus aureus
(UFPEDA 02), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e isolados resistentes a
antibioticos de S. aureus (UFPEDA 670) e P. aeruginosa (UFPEDA 261) foram obtidos
na Colecédo de Culturas (WDCM 114) do Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Isolados das bactérias fitopatogénicas Pectobacterium
carotovorum brasiliensis Uneb 23 (repolho isolado), Pectobacterium carotovorum
carotovorum Uneb 2 (PJD II), Pectobacterium sp. 25 de Uneb (rucula isolada),
Pectobacterium sp. Uneb 28 (isolado de alface), Pectobacterium sp. Uneb 30 (P. almeida)
foram obtidos no Laboratdrio de Fitopatologia do Departamento de Tecnologia e Ciéncias

Sociais da Universidade do Estado da Bahia. As leveduras Candida albicans (URM
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5901), Candida tropicalis (URM 6551), Candida glabrata (URM 4246) e Candida krusei
(URM 6391) foram obtidas na colecdo de culturas Universidade Recife Micologia, do
Departamento de Micologia da UFPE.

As culturas de estoque foram mantidas a -20 °C em caldo Mueller Hinton estéril
(bactérias patogénicas humanas), Dextrose Nutritiva de Levedura (bactérias
fitopatogénicas) ou Caldo Sabouraud Dextrose (leveduras) com glicerol a 10% (v/v). Para
uSo Nnos ensaios, as bacterias foram cultivadas em Mueller Hinton Agar ou Nutrient Yeast
Dextrose Agar durante a noite a 37 °C e a densidade da cultura foi ajustada
turbidimetricamente a 600 nm (ODgoo) para 1 x 10® unidades formadoras de colonia
(UFC) por mL em NaCl 0,15 M estéril e subsequentemente diluido para 1 x 108 UFC/mL.
As leveduras foram cultivadas em Sabouraud Dextrose Agar durante a noite a 28 °C e a
densidade foi ajustada turbidimetricamente a 600 nm (ODsoo) para 1 x 10* UFC/mL em

solucdo salina estéril.

2.6.2. Determinacdo das concentracdes minimas inibitérias (CMI), bactericida (CMB) e
fungicida (CMF)

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar os valores de
CMI. Primeiramente, foi realizada uma diluicdo em série da amostra (extrato ou fracéo)
em 80 pL de agua destilada em uma fileira de uma microplaca de 96 pocos. Agua
destilada (80 pL) foi utilizada no controle de crescimento de 100%. Em seguida, foram
adicionados 40 uL de Caldo Mueller Hinton, agar nutritivo de levedura dextrose ou Caldo
Sabouraud Dextrose e 80 uL do in6culo de microrganismos. Também foi realizado um
controle de esterilidade contendo apenas o0 meio de cultura. O ODsgoo foi medido no tempo
zero e ap0ds incubacdo a 37 °C (bactérias) ou 28 °C (leveduras) por 24 h. A CMI foi
determinada como a menor concentracdo de amostra que foi capaz de promover uma
reducdo de ODgoo em 50% ou mais em comparagdo com o controle de crescimento de
100% (Amsterda, 1996). Para determinar o CMB/CMF, os sobrenadantes de cada poco
contendo a amostra na concentragdo >CMI foram esfregados no agar Mueller Hinton,
agar nutritivo de levedura dextrose ou agar Sabouraud Dextrose e as placas foram
incubadas por 24 ha 37 °C ou 28 °C. O CMB ou CMF correspondeu & menor concentragdo
da amostra que foi capaz de reduzir o numero de UFC em 99,9% em compara¢do com o
inoculo inicial. Cada ensaio foi realizado em triplicado e foram realizadas duas

experiéncias independentes.
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2.7. Atividade amebicida

Um isolado clinico de Acanthamoeba castellanii (queratite amebiana), obtido no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Sergipe, foi mantido em meio PYG (2%
(p/v) de peptona, 0,2% (p/v) de extrato de levedura, 1,8 % (p/v) de glicose) a temperatura
ambiente. Para a realizacdo do ensaio amebicida, o extrato etandlico e as fracGes de S.
terebinthifolia foram solubilizados em meio PYG nas concentragdes de 3,9, 7,8, 15,6,
31,3, 62,5, 125, 250, 500 pg/mL e distribuidos em 96 pocos. microplacas estéreis com
um volume de 100 pL por poco. Posteriormente, 100 pL de trofozoitos (8 x 10%) foram
adicionados por log na fase log (48-72 h de cultura) em meio PYG. Cada concentracdo
foi avaliada em triplicado e as experiéncias foram realizadas duas vezes. Vinte e quatro e
quarenta e oito horas ap6s o tratamento, as placas foram submetidas ao processo de
coloragdo com sulforodamina B, segundo Ortega-Rivas et al. (2016) para avaliar a
viabilidade celular. A absorvancia a 562 nm foi determinada em um leitor de microplacas
Synergy ™ H1 (Biotek, Winooski, VE, EUA). A inibicdo percentual do crescimento,
concentracg0es inibitorias de 50% (1Csp), foi calculada por anélise de regressao linear com
limites de confianca de 95%.

2.8. Avaliacao da integridade da membrana celular por citometria de fluxo

Trofozoitos na fase de crescimento logaritmico (48 a 72h de cultura) de A.
castellanii (10° células / ml de meio PYG) foram incubados com a fragdo butanol (F4) de
S. terebinthifolia na concentragao de 35 pg/ml de meio PYG (1 X ICso) por 24 horas em
microplacas microtérteis de 24 pogos (TPP-Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica).
Apos a incubacao, os trofozoitos foram lavados em tampéo fosfato-solucdo salina pH 7,2
e incubados em 2 pl de 100 pg/ml de solugdo de iodeto de propidio por 10 min no escuro.
Em sequéncia, as células foram mantidas em gelo até a analise citométrica de fluxo
usando o citdbmetro Attune® Acoustic Focusing (Life Technology). Como controle
positivo, os trofozoitos foram submetidos a banho-maria (90 °C) por 20 min e nédo tratados
como controle negativo (BORAZJANI et al., 2000). Um total de 30.000 eventos foram
adquiridos na regido correspondente as células da ameba e analisados pelo programa
Attune® Cytometer Software. Os resultados foram expressos como porcentagem de

células marcadas em cada teste realizado.
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3. Resultados e discussao

Neste estudo, a composi¢éo fitoquimica do extrato etandlico e das fracdes foliares
de Schinus terebinthifolia foram analisadas pela técnica de CCD e CLAE-DAD, bem
como o efeito desses compostos em fungos patogénicos, bactérias patogénicas e
fitopatogénicas e no protozoario Acanthamoeba castellanii.

A analise fitoquimica do extrato etandlico pela técnica de CCD revelou a presenca
de taninos hidrolisaveis, flavonoides, terpenos, esterdides, cumarinas e agucares
redutores. O processo de particionamento foi realizado com solventes organicos com
crescente grau de polaridade. E na analise de TCL mostrou que o F1 (hexano) continha
apenas esteroides, F2 (diclorometano) e F3 (acetato de etila) continham polifendis e
esterdides, e F4 (butanol) continha polifendis, flavondides, terpenos e esterdides. Johann
et al. (2007) e El-Massry et al. (2009) relataram a presenca de saponinas, flavonoides,
triterpenos, esteroides e taninos no extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolia.

Apds essa triagem fitoquimica, o extrato e as fracdes foram submetidos a analise
por CLAE-DAD. A presenca de acido galico, um tanino hidrolisdvel com tempo de
retencdo (Rt) aos 12,21 min, foi detectada nos cromatogramas a 270 nm do extrato
etanolico, F2 e F3 (Figura 1A). Outro pico (Rt = 24,3 min) a 270 nm também foi
observado no extrato etandlico, com absorcdo maxima em 216,3 e 273,3 nm,
provavelmente correspondendo a um derivado do acido galico. O contetudo de acido
galico no extrato etandlico, F2 e F3 foi de 0,197 + 0,003, 0,021 + 0,002 e 0,144 + 0,003
g%, respectivamente. Foi relatada a presenca de &cido galico nas folhas de S.
terebinthifolia (Cavalher-Machado et al., 2008; EI-Massry et al., 2009). Galato de etila e
galato de metila séo dois derivados do &cido galico que foram identificados nas folhas de
S. terebinthifolia (Ceruks et al., 2007; Cavalher-Machado et al., 2008).

Além disso, a partir dos espectros de varredura desses picos encontrados nos
cromatogramas, os picos nao identificados apresentaram o mesmo comprimento de onda
de absorcdo maxima (255,6 e 355,0 nm) e o espectro UV é semelhante ao flavonoide
rutina. Além disso, ap0s 0 processo de particionamento, esses picos também foram
observados na fracdo butanol (F4) e ndo estavam presentes nas demais fracdes. O
conteldo de derivados de rutina no extrato etandlico foi de 0,673 + 0,100 g% e em F4 foi
de 1.481 + 0,31 g%.

Outros compostos fenolicos que foram identificados no extrato etandlico das

folhas de S. terebinthifolia foram acido cafeico, acido seringa, &cido coumarico, acido
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elagico e catequinas (El-Massry et al., 2009). Queires et al. (2006) relataram a presenca
de rutina (Rt = 30,84 min) na fracdo de acetato de etila derivada de uma preparacdo de
polifenol de folhas de S. terebinthifolia. Outros flavonoides ja foram descritos nas folhas
de S. terebinthifolia, como miricetina, miristil, quercitrina e outros derivados de
miricetina e quercitrina (Queires et al., 2006; Ceruks et al., 2007; Farag, 2008).

As tabelas 2 e 3 apresentam os resultados do ensaio antibacteriano usando
patdgenos humanos. O extrato foi ativo contra todas as bactérias que apresentaram acao
bacteriostatica mais forte para isolados de S. aureus (Tabela 2). Entre as bactérias
patogénicas utilizadas neste estudo estavam estirpes de Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 261 resistentes ao aztreonam; gentamicina; imipenem; ceftazidina; ticarcilina
associada ao acido clavulanico; piperacilina associada ao tazobactam; cefepima, bem
como uma cepa de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina UFPEDA 670.
Comparando os dados encontrados com a literatura, o estudo de EI-Massry et al. (2009)
relataram um efeito bacteriostatico de um extrato de folha de S. terebinthifolia em S.
aureus e P. aeruginosa com CMI de 0,75 mg/mL para ambas as espécies. Este CMI foi
46,8 e 23,4 vezes superior ao encontrado neste estudo para as linhagens UFPEDA 02 e
UFPEDA 670 das espécies de S. aureus, mas foi 2,66 e 5,46 vezes menor para as espécies
ATCC 27853 e UFPEDA 261 da espécie P. aeruginosa. Recentemente, Uliana et al.
(2016) relataram, pelo método de microdiluicdo, uma CMI de 0,5 mg/mL para um extrato
etanolico de S. terebinthifolia sai de S. aureus ATCC 25923, 31,25 vezes maior que 0
encontrado para a cepa UFPEDA 02 usada em nosso trabalho atual.

A atividade das fragcOes foi entdo avaliada contra S. aureus (Tabela 3). Todas as
fracOes estavam ativas, no entanto, com valores de CMI superiores aos obtidos para o
extrato. A atividade bactericida foi detectada para extrato e fragdes. A atividade mais alta
do extrato do que suas fracOes indica um efeito sinérgico de diferentes compostos.
Provavelmente, o &cido galico ndo foi o principal responsavel pela atividade
antibacteriana, pois foi relatado que este composto ndo mostrou efeito sobre E. coli, S.
aureus e P. aeruginosa quando testado a 1 mg/mL pelo método de microdiluicdo ( Lima
et al., 2016). Além disso, Chung et al (1993) afirmam que nenhuma zona de inibic&o foi
detectada quando o &cido galico foi testado em concentracdes de até 5 mg/mL em
Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis, S. aureus, Pseudomonas fluorescens e 11
outras cepas patogénicas. Por outro lado, Akiyama et al (2001) encontraram uma CMI de
8 mg/mL para acido galico contra 18 cepas de S. aureus, de acordo com o0 método da

placa de agar.
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Os derivados da rutina sdo provavelmente candidatos a participar da atividade
antimicrobiana, pois, quando purificados por Singh et al (2008), apresentam CMI de 0,07
mg/mL para S. aureus e 0,03 mg/mL para P. aeruginosa e K. pneumoniae. No entanto,
Ili¢ et al (2004) mostram que a rutina isolada de Linum capitatum ndo mostrou atividade
em S. aureus. Além de ter efeito direto sobre diferentes microrganismos, a rutina ainda
pode potencializar a acdo de outros compostos, pois, como Arima et al (2002), os
compostos quercitina e miricetina apresentaram uma reducdo da CMI de 3 e 2,66 vezes
em S. enteritidis quando associada a rutina.

A tabela 4 apresenta os resultados do teste antifingico. O extrato etandlico inibiu
0 crescimento de todas as espécies, exceto Candida glabrata, e a maior atividade foi
detectada em Candida albicans. Nenhuma atividade fungicida foi detectada. A avaliagédo
da atividade antiflngica das fragdes em C. albicans indicou agao fungistatica com valores
de CMI superiores aos do extrato (Tabela 5). Este resultado indica uma agdo sinérgica
entre os compostos do extrato, semelhante a encontrada para a atividade antibacteriana.
El-Massry et al. (2009) relataram a acdo fungistatica de um extrato etandlico de S.
terebinthifolia contra C. albicans com CMI de 0,8 mg/mL, cujo valor € 6,83 maior que o
encontrado neste trabalho.

Uliana et al. (2016) relataram uma CMI de 0,75 mg/mL do extrato etandlico de
folhas de S. terebinthifolia obtidas pelo método de maceracdo e a CMI de 0,075 mg/mL
para o extrato produzido pelo método de ultrassom em C. albicans. Comparativamente,
a CIM encontrada neste estudo foi 6,41 vezes menor no método de maceracdo e 1,56
vezes maior na técnica ultrassonogréfica. Os autores atribuiram essa diferenca a eficiéncia
dos métodos de extracdo de diferentes classes de metabodlitos, uma vez que o extrato
obtido pelo metodo ultrassénico apresentava um contetdo flavonoide maior que o dos
compostos fenolicos, ocorrendo o inverso na técnica de maceragdo. Por outro lado,
Martinez et al. (1996) relataram que um extrato etanolico de folhas de S. terebinthifolia
em concentragdes de até 63 mg/mL ndo teve efeito inibitdrio ou fungicida sobre C.
albicans, valor superior a 500 vezes 0 CMI encontrado neste estudo.

Além disso, Johann et al (2007) relataram que o extrato etandlico das folhas de S.
terebinthifolia apresentava um CMI de 125 ug/mL para C. glabrata ATCC 2001, 250
pg/mL para C. krusei ATCC 20298 e C. tropicalis ATCC 750. Os autores néo
encontraram CMI para C. albicans ATCC 18804. O CMI encontrado por Johann et al.
foram 7,5 vezes menores para C. krusei e C. tropicalis, no entanto, neste trabalho, a

atividade fungistatica foi detectada em C. albicans e ndo em C. glabrata.



97

Para as bactérias fitopatogénicas, foi detectada acdo bacteriostatica e bactericida
do extrato em todos os isolados, sendo a mais sensivel a Pectobacterium sp. isolado da
ricula (Tabela 6). Para as fragcfes, esse mesmo isolado foi 0 mais sensivel e, neste caso,
os valores de CMI foram inferiores aos do extrato para todas as amostras; no entanto,
nenhuma acgéo bactericida foi detectada (Tabela 7). Um estudo de EL-Hefny et al. (2017)
mostraram que 0s extratos acetdnico e butandlico de flores de Callistemon viminalis e 0
extrato butanolico de casca de Eucalyptus camaldulensis apresentaram valores de CMI
de 0,125, 0,250 e 0,016 mg/mL, respectivamente, sobre P. carotovorum.
Comparativamente, os valores do extrato butanolico foram 1,2 vezes inferiores aos
encontrados neste trabalho. No entanto, apenas Pectobacterium sp. isolados de ricula e
alface submetidos a fracGes foliares de S. terebinthifolia apresentaram valores de CMI
inferiores aos do extrato acetdnico e butandlico de flores de C. viminalis.

Dentre os extratos e fragdes das folhas de S. terebinthifolia avaliados aqui, apenas
a fracdo butanol apresentou acdo amebicida contra os trofozoitos de A. castellanii. Apds
um periodo de 24 h (Figura 2A), houve uma reducéo entre 37% e 90,69% na viabilidade
celular nos tratamentos de 15,6 a 500 pg/mL. Apds um periodo de 48 h (Figura 2B),
houve uma forte reducdo da viabilidade celular nos tratamentos a 125, 250 e 500 pg/mL.
O 1Csp foi de 33,72 pg/mL por 24 horas e 38,55 pg/mL por 48 h. Os extratos metanolico
e etandlico das folhas de Olea europaea apresentaram ICso de 33,66 ¢ 22,99 pg/mL,
respectivamente, em A. castellanii apos 72 h de exposicdo (SIFAOUI et al., 2013).
Ghazouani et al. (2017) afirmam que extratos de partes aéreas de Teucrium ramosissimum
obtidos com os solventes hexano, acetato de etila, acetona e etanol inibiram metade da
populagéo de trofozoitos de A. castellanii com valores superiores a 100 pg/mL em um
periodo que variou de 72 a 144 horas , sendo menos eficaz que as amostras de S.
terebinthifolia. Estudos adicionais sdo necessarios para identificar os principios ativos e
as possiveis agdes sinérgicas dos compostos presentes na fracdo butandlica, mas
possivelmente os derivados da rutina e outros flavonodides presentes na folha sdo os
principais responsaveis pela acdo, pois na fracdo butanolica ocorre um aumento na
concentracdo de derivados de rutina de cerca de 2,2 vezes, alem de serem detectados
flavonoides.

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada para avaliar a integridade da
membrana plasmética (Figura 3), através de marcacdo fluorescente com iodeto de
propidio (PI), e possiveis alteracdes no tamanho e complexidade ou granularidade celular

(Figura 4) dos trofozoitos de A. castellanii submetidos a fracdo butanolica das folhas de
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S. terebinthifolia, na concentragao de 35 pg/mL por 24 h. Os dados indicam que o controle
(Figura 3A) apresentou baixa internalizacdo do IP (0,067%), revelando boa integridade
da membrana plasmatica. As amebas submetidas ao banho-maria (Figura 3B)
apresentaram uma PI positiva de 94,2%, mostrando que a maioria das amebas apresenta
danos a membrana plasmatica. Por outro lado, as amebas expostas a fracdo butanol
(Figura 3C) apresentaram 29,9% de marcacao IP, indicando que na concentracdo e
durabilidade do teste existem células amebianas com membrana danificada e consequente
morte por permeabilidade celular.

A Figura 4 mostra dados sobre o tamanho e granularidade dos trofozoitos do
controle e aqueles tratados com a fracdo butanol. Observou-se no controle (Figura 4A)
duas tendéncias populacionais, suportadas pelo espalhamento de luz, um dos grupos com
menor dispersao frontal e maior disperséo lateral representando células menores e mais
complexas e outro grupo com maior dispersdo frontal e lateral, caracterizando células
maiores e com menor granularidade celular. As amebas submetidas ao banho-maria
(Figura 4B) apresentaram maior complexidade celular e menor tamanho, devido a
exposicao ao calor capaz de promover a morte celular. As amebas tratadas com a fragédo
butandlica (Figura 4C) mostraram tendéncias populacionais semelhantes ao controle, mas
a parcela da populagdo equivalente as células controle com tamanhos menores e mais
complexos reduziu ainda mais seu tamanho, indicando um possivel efeito da fracdo, além
de poder representam aproximadamente 29,9% de IPs positivos, uma vez que é uma agédo
amebicida classica para reduzir o tamanho e aumentar as células positivas para IP (Mogoa
etal., 2011).

4. Concluséao

O extrato etandlico e suas fragdes das folhas de S. terebinthifolia tiveram efeito
inibitdrio sobre bactérias patogénicas e leveduras humanas. E também foram ativos contra
bactérias fitopatogénicas do género Pectobacterium. A fracdo butanol do extrato
etanolico apresentou acdo amebicida em A. castellanii. Este estudo contribuiu para a
expansdo do conhecimento sobre o uso de extratos e fragGes organicas de S.
terebinthifolia com atividades bioldgicas em bactérias patogénicas e fitopatogénicas,
além do potencial amebicida. E a primeira vez que estudos sdo realizados analisando os
efeitos do extrato e fracdes de S. terebinthifolia em organismos do género Acanthamoeba

e Pectobacterium.
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Tabela 1 — Fase mdvel, agentes cromogénicos e padrdes utilizados na analise fitoquimica

da cromatografia em camada delgada (CCD).

Cl ; A ~
asses Fase movel gentesA . Padroes
cromogénicos
Polifendi < . . .
© I. enois Acido galico e acido
(taninos elégico (Sigma®)
hidroliséveis) 91c0 1518
b uspe e
90:5:5 .
(Sigma®)
Flavonéides Quercetina e Rutina
(Sigma®)
Taninos Vanilina : e
condensados cloridrica Catequina (Sigma®)
Eg{gg;gzse 70:30 Lieberman- p-sitosterol (Sigma®)
+
Saponinas 100:11:11:26 Burchard + A Escin (Sigma®)
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina (Phytolab®)
Acucares O Thymol + H2SO4 ®
redutores 50:20:10:10 10% + A D-fructose (Chromadex®)
Alcaloides Nitrato de pilocarpina
50:6.75:5 Dragendorff (Sigma®)
i +
Antraquinonas ?OI\OI/OS KOH Sennoside A (Sigma®)
0

Sistemas: 90: 5: 5 - acetato de etila: acido férmico: agua; 70:30 - tolueno: acetato;
50:50:50 - éter etilico: acetato de etilo: &cido acético a 10% (saturacdo); 100: 11: 11: 26
- acetato de etila: &cido acético: acido férmico: agua; 50: 20: 10: 10 - acetato de etila:
acido acético: 4cido formico: agua; 50: 6,75: 5 - acetato de etilo; metanol; dgua. NEU:
reagente de Neu (2-aminoetildifenilborinato). PEG: polietileno glicol; HNOs: acido
nitrico; KOH: hidroxido de potéssio; H2SOa4: acido sulfurico; A: aquecimento.
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Figura 1 — Espectros de varredura do cromatograma de extrato etandlico e fragGes (F1-
F4) de folhas de S. terebinthifolia. (A) Cromatograma com leitura em 270 nm. O pico 1
(Rt =12, 21 min) é indicativo da presenca de acido galico e o pico 2 (Rt = 24, 3 min) de
seus derivados. (B) Cromatograma com leitura a 350 nm. Picos entre 3e 7 (Rt = 26 e 28

min) séo indicativos da rutina e seus derivados.
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Tabela 2 — Atividade antibacteriana do extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolia.

Extrato etandlico

Bactéria
CMlso? CMBP

Klebsiella pneumoniae UFPEDA 396 (-) 1.562 50.0
Micrococcus luteus F00112 (+) 0.195 25.0
Salmonella enteritidis UFPEDA 414 (-) 1.562 25.0
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 (+) 0.016 0.52
Staphylococcus aureus UFPEDA 670 (+) 0.032 4.20
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (-) 2.000 4.20
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 261 (-) 4.160 4.20

3CMI (concentracdo minima inibitoria) e "CMB (concentragdo minima bactericida).

Valores expressos em mg/mL. (-) gram negativo. (+) gram-positivo.
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Tabela 3 — Atividade antibacteriana de fragdes (Fi-F4) de folhas de S. terebinthifolia em
Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e UFPEDA 670.

CMIsg? CMBP
Fracoes
02 670 02 670
= 0.118 0.475 3.80 3.80
= 0.182 0.365 2.92 5.84
= 0.450 0.450 3.60 7.20
F4 0.118 0.950 7.60 7.60

4CMI (concentragdo minima inibitéria) e "CMB (concentragdo minima bactericida).
FracGes do extrato etandlico obtidas por particdo com hexano (F1), diclorometano (F2),

acetato de etila (F3) e butanol (F4). Valores expressos em mg/mL.
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Tabela 4 — Atividade antifingica do extrato etandlico de S. terebinthifolia sai em fungos

do género Candida.

CMilse?
Fungos
Candida albicans URM 5901 0.117
Candida tropicalis URM 6551 1.875
Candida glabrata URM 426 ND
Candida krusei URM 6391 1.875

8CMI (concentragdo minima inibitdria). Valores expressos em mg/mL. ND: ndo

detectado.
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Tabela 5 — Atividade antifingica das fracfes (Fi-Fs) de folhas de S. terebinthifolia em
Candida albicans URM 5901.

CMI 50?
Particdes
Fi 0.6
F2 0.6
Fs 0.6
Fa ND

4CMI (concentracdo minima inibitdria). Fracdes do extrato etanolico obtidas por particao
com hexano (F1), diclorometano (F.), acetato de etila (F3) e butanol (Fs). Valores

expressos em mg/mL. ND: ndo detectado.
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Tabela 6 — Atividade antimicrobiana do extrato etandlico de S. terebinthifolia em

bactérias fitopatogénicas do género Pectobacterium.

Extrato Etanodlico

Bactéria

CMlso? CMBP
Pectobacterium carotovorum brasiliensis Uneb 23 ¢ 0.300 0.600
Pectobacterium carotovorum carotovorum Uneb 2 ¢ 0.300 0.600
Pectobacterium sp. Uneb 25 © 0.075 0.300
Pectobacterium sp. Uneb 28 f 0.300 0.600
Pectobacterium sp. Uneb 30 ¢ 0.150 0.300

3CMI (concentracdo minima inibitoria) e "CMB (concentracdo minima bactericida). ©

extraido do repolho; ¢ PJD I1; € rcula; T alface; 9 pimentas. Valores expressos em mg/mL.
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Tabela 7 — Atividade antimicrobiana das fragfes (F1-F4) de S. terebinthifolia em bactérias

fitopatogénicas do género Pectobacterium.

Fi F2 F3 Fa

Bacteéria

CMlso? CMilso CMilso CMlso
Pectobacterium carotovorum
brasiliensis UNEB 23 P 0.300 0.300 0.300 0.300
Pectobacterium carotovorum
carotovorum UNEB 2 ¢ 0.300 0.300 0.150 0.300
Pectobacterium sp. UNEB 25 ¢ 0.037 0.037 0.037 0.037
Pectobacterium sp. UNEB 28 © 0.075 0.075 0.075 0.075
Pectobacterium sp. UNEB 30 0.300 0.300 0.150 0.150

3CMI (concentracdo minima inibitdria). ® extraido do repolho; ¢PJD I1; ¢ ricula; ® alface;

pimentos. Valores expressos em mg/mL.
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Figura 2 — Efeitos in vitro da fracdo butanol de S. terebinthifolia sobre a viabilidade
celular de trofozoitos de A. castellanii (8 x 10* células/mL) submetidos ao periodo de 24
h (A) e ao periodo de 48 h (B) analisados no espectrofotdmetro a 562 nm, atraves do teste
de sulforodamina B. A viabilidade foi expressa como média + desvio padrdo dos valores
de absorbancia de seis experimentos. Letras diferentes indicam diferengas significativas

entre os tratamentos (p <0,05). Analise de duas experiéncias independentes em triplicata.
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Figura 3 — Histograma do efeito sobre a viabilidade celular de trofozoitos de A. castellanii
(1 x 10° células/mL) submetidos ao tratamento com a fracdo butanol de S. terebinthifolia
sai apds 24 h, corado com iodeto de propidio (PI). O grafico Count vs. BL3-A (640 nm)
indica a integridade das células da membrana do controle (A), células mortas submetidas

ao banho-maria (90 °C / 20 min) (B), tratamento com F4 na concentragdo de 33,72 pug/mL

(€).
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Figura 4 — Efeito da fracdo butanol de folhas de S. terebinthifolia no tamanho celular
(FSC - Forward Scatter) e granularidade ou complexidade celular (SSC - Side Scatter) de
trofozoitos de A. castellanii, caracterizados nos graficos SSC versus FSC. Células
controle (A), células mortas submetidas ao banho-maria (90 °C / 20 min) (B), tratamento

com F4 na concentragdo de 33,72 pg/mL (C) foram evidenciadas.
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4 CONCLUSAO

O extrato e a fragdo proteica extraida das sementes de M. oleifera apresentaram
acao amebicida sobre os trofozoitos de A. castellanii de forma dose-dependente, além de
promoverem danos na membrana plasmatica. E importante ressaltar que, 0 mesmo extrato
e fracdo proteica tambeém demonstraram uma ampla atividade esquistossomicida sobre 0s
casais de vermes adultos de S. mansoni, desacasalando-os, alterando seus padrfes de
motilidade, além de ocasionar sua mortalidade e reduzir a viabilidade celular.

O efeito inibitorio sobre as bactérias e as leveduras patogénicas ao homem, bem
como a acao inibitdria e bactericida sobre diferentes bactérias do género Pectobacterium,
foram evidenciados no extrato e nas fracfes de folhas de S. terebinthifolia. Ademais, a
fracéo butanolica de folhas de S. terebinthifolia também apresentou agdo amebicida sobre
a ameba A. castellanii.

Dessa forma, as espécies M. oleifera e S. terebinthifolia foram promissoras no
combate aos organismos patogénicos e fitopatogéncios estudados, abrindo caminho para

outros estudos mais aprofundados.
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