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RESUMO

ASSOCIACAO DO ACIDO ACETILSALICiLICO AOS EXTRATOS DE
Moringa oleifera, DE Mandevilla velutina E DA PROPOLIS DE Apis mellifera NA
FASE AGUDA DA DOENCA DE CHAGAS EXPERIMENTAL

A doenca de Chagas ¢ uma das mais importantes infecgoes de algumas regides
de paises da América Central ¢ Sul, em virtude de sua alta incidéncia e repercussdo
séeioecondmica. Apesar dos esforgos ainda ndo foram descobertas vacinas ou drogas
eficazes contra esta doenga. E sabido que grande parte da populagdo de paises em
desenvolvimento faz uso de plantas e derivados de vegetais para o tratamento de
diversas moléstias. A Mandevilla velutina, a Moringa oleifera ¢ a prépolis de Apis
mellifera demonstraram eficdcia no tratamento de camundongos infectados com
Trypanosoma cruzi. Recentemente foi observado que a Aspirina® (Bayer) tem aplicagdo
terapéutica no controle da Doenca de Chagas. O trabalho investiga o efeito da
associaciio do AAS aos extratos destes produtos naturais, in vitro, no tratamento € pré -
{ratamento, via otal ¢ intraperitoneal, de camundongos infectados experimentalmente
com T. cruzi (cepa Y). O Extrato Bruto Liofilizado (EBL) dos produtos naturais obtidos
em Uberlandia/MG e o AAS foram ressuspendidos em PBS (Tampio Fosfato-salina).
Para cada extrato organizou-se experimentos com camundongos machos da raga Swiss,
infectados com 50.000 tripomastigotas, os quais receberam tratamento por 10 dias de
AAS, EBL, AAS + EBL e salina, em intervalos regulares de 24 horas. O pré-tratamento
iniciou-se 7 dias antes da infecgdo ¢ continuou por 10 dias. A parasitemia foi
determinada do 6° ao 9° dia pés-infecgdo. Nos experimentos in vitro, todos os lotes com
associagdes demonstraram atividade tripanomicida. A dose de 50mg/kg de AAS e dos
extratos reduziram a parasitemia em torno de 50%. No tratamento via oral a melhor
dose foi de 10mg/kg de AAS e 77mg/kg de EBL da propolis com 73% de redugéo
parasitémica e sobrevida de 80% dos animais experimentais. Todas as associagdes do
AAS ao EBL de M. velutina v.ip. promoveram redugdio da parasitemia (p<0,05) em
relagio ao controle e aumentaram a sobrevida dos animais. Os ensaios de pré —
tratamento v.o. indicaram que a Aspirina® ndo ¢ eficiente em tratamentos longos,
acarretando a mortalidade de 100% dos animais infectados. Nesse teste, a mistura de
AAS mais M, oleifera obteve 84% de redugdo parasitémica e sobrevida de 40% dos
camundongos tratados, ja associagdo de M. velutina a0 AAS reduziu a parasitemia 53%
em relag@o ao controle que recebeu somente AAS e resultou em 80% de sobrevivéncia
dos animais infectados. Com base nos resultados encontrados, sugere-se que algumas
associagdes de AAS aos extratos dos produtos naturais em baixas doses individuais
potencializaram o tratamento ¢ aumentaram a sobrevivéncia dos camundongos
infectados quando comparados aos respectivos controles.

Palavras chaves: Doenga de Chagas, Acido acetilsalicilico, Produtos naturais.
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01- INTRODUCAO

A doenca de Chagas persiste como importante problema de saude publica em
grande parte da America Latina. Esta moléstia se alastrou nas dreas rurais apos a
conquista européia do continente, em particular, a partir do século XIX, alcangando seus
picos de prevalencéncia e expansdo em meados do século XX. Atualmente, mostra-s¢
bastante urbanizada devida as migragdes rurais - urbanas em todo o Continente (Dias ef
all, 1997).

O agente causal da tripanossomiase americana ¢ o protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi. Seu ciclo evolutivo inclui a passagem obrigatéria por hospedeiros
de varias classes de mamiferos, inclusive o homem, ¢ insetos hematofagos, comumente
chamados “barbeiros”, dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma pertencentes a
familia Reduvidae (Coura, 2002).

Na transmissdo vetorial, as formas infectantes do 7. cruzi (tripomastigota
metaciclica) sdo eliminadas pelo vetor em suas fezes, durante o processo de
hematofagia. No entanto, a infecgdo do hospedeiro ocorre quando este coga 0 local,
propiciando assim, a entrada da forma infectante na pele, em membranas de mucosa ou
conjuntiva, onde atingird a corrente sangiiinea. Apds penetrar nas células dos tecidos
préximo, eles passam por uma fase intracelular obrigatoria (Aradjo-Jorge, 2000). Outras
formas de transmissdo podem ocorrer como: sangiiinea, congénita, por transplante de
orgios e acidentes em laboratério onde se manipula material contaminado (Aguiar,
2002).

De modo geral, reconhece-se a presen¢a de trés estagios na doenca de Chagas:

agudo, crénico indeterminado € crbnico determinado. Apos periodo de incubagdo de
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cerca de sete a dez dias, inicia-sc a fase aguda, geralmente oligossintomatica,
reconhecida em cerca de 1 a 2% dos casos. A doenga aguda é mais grave nas criangas
menores de dois anos, nas quais, na auséncia de tratamento, a letalidade pode chegar a
10%. Na maioria dos casos, apos quatro a dez semanas inicia-se o estagio cronico
indeterminado,  caracterizado  pela auséncia de manifestagdes  clinicas,
eletrocardiograficas ou radiologicas significativas. Enquanto alguns pacientes
permanecem nessa forma indefinidamente, outros, geralmente apds intervalo de 102 20
anos, evoluem para alguma das formas cronicas determinadas da doenga, com
aparecimento de evidéncias de comprometimento cardiaco, digestivo ou neurolégico.
Estima-se que cerca de 50% dos individuos infectados se encontrem no estagio
indeterminado, ou forma cronica indeterminada da doenga (FCI), descrita inicialmente
por Carlos Chagas como a auséncia das sindromes clinicas predominantes da moléstia
(Pinho, 1998).

Atualmente, teme-se a reemergéncia do Triatoma infestans ¢ da Doenga de
Chagas como um todo, devido aos focos residuais do inseto em alguns estados
brasileiros, entre eles Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o0 Paulo. Nos ultimos anos, 0
programa de erradicagdo do “harbeiro” tem sido negligenciado, particularmente com a
descentralizagdo dos servigos da Fundagdo Nacional de Satde (FUNASA) para estados
e municipios que ndo tém a capacidade técnica e a motivagdo politica para o controle da
doenca (Coura, 2002).

Estima-se a existéncia de 17 milhdes de pessoas infectadas com Trypanosoma
cruzi ¢ de 80 milhdes sob o risco de contaminagio. Essa moléstia representa uma das
principais causas de morte sibita, que pode ocorrer com freqiiéncia na fase mais
produtiva do homem. No Brasil ha cerca de 6000 6bitos por ano (Lanni ¢ Mady, 1998).

Os estudos terapéuticos da Doenga de Chagas tém sido realizados pela utilizag@o
de modelos experimentais, como ratos € camundongos. Dentre estes, 08 camundongos
destacam-se por apresentarem maior nitidez no desenvolvimento das fases
caracteristicas da doenca. Na fase aguda, sua parasitemia descreve uma curva tipica
semelhante ao humano e, na fase cronica, as lesoes cardiovasculares sdo intensas ¢
também semelhantes 3s que ocorrem no homem quando desenvolve a cardiopatia grave
(Sherlock, 1984; Shlemper Jr. et al, 1983 apud Moroni, 2001).
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Varios tipos de cepas de Trypanosoma cruzi podem ser utilizadas na elaboragdo
de um experimento, tais como: tipo 1, inclui cepas de répida multiplicagdo (ex. cepa Y).
com picos parasiiémicos entre 0 70 ¢ 129 dia da infecgdo; tipo TI, cepas com
multiplicagdo relativamente lenta, com picos parasitémicos entre 0 12° ¢ 20" dia de
infecgio (ex. Séo Filipe); tipo I cepas com multiplicago lenta (ex. cepa Colombiana),
com picos parasitémicos entre 0 20° e 30° dia apos a infecgo (Andrade, 1974 apud
Moroni, 2001).

A quimioterapia da tripanossomiase americana ¢ uma area de pesquisa muito
intensa. A busca de medicamentos que possam combater eficazmente o Trypanosoma
cruzi na fase aguda bem como na fase crdnica é o objetivo de inimeros pesquisadores
desde a descoberta da moléstia. Na verdade, a pretensdo ¢ erradicar o protozodrio €,
consegilentemente, levar 3 cura caracterizada por resultados sorologicos ¢
parasitologicos negativos. Para tanto, varios compostos foram testados e em sua maioria
foi observado efeito apenas sobre uma das formas do parasita, dificultando assim, a
eficacia dos remédios estudados (Siqueira Batista et al, 1996).

Segundo Brener (2000), nenhuma classe de compostos foi adicionado na
quimioterapia da doenca de Chagas desde 1968 apos 0 desenvolvimento das duas nicas
drogas especificas. Uma foi o Nifurtimox (Lampit“), langado pela Bayer, que depois de
amplamente utilizado no Brasil e em outros paises latino-americanos foi retirado do
mercado farmacéutico. O outro composto € 0 Benzonidazol (Rochagan®) produzido pela
Roche. Ambos causam varias reagdes colaterais como dermatite por hipersensibilidade
(erupgdo cutdnea ¢ edemas generalizados, febre, dores articulares e musculares) €
depressdo da medula ossea. Além disso, as drogas permitem apenas efeitos superativos,
ndio necessariamente levando a cura. Os efeitos colaterais causados por estas drogas
muitas vezes podem levar os pacientes a abandonarem 0 tratamento (Silva, 1999a).

Neste caso, percebe-se a importéncia do estudo e desenvolvimento de
medicamentos resolutivos. E sabido que aproximadamente 25% dos produtos
farmacéuticos modernos sdo derivados de partes de vegetais, e destes, 74% comegaram
a ser estudados com base na medicina popular. De acordo com a Organizagdo Mundial
da Satide (OMS), 80% da populagdo mundial utilizam principalmente as plantas

medicinais para solucionar as necessidades primdrias de assisténcia médica, incitando a
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um investimento mundial de 22 bilhdes de dolares anuais em torno da produgdo de
fitoterapicos (Yunes, 2001).

A Fitoterapia ¢ uma forma de medicina que comegou a Ser praticada ha cinco mil
anos e veio para o Ocidente junto a antigos ensinamentos orientais com os remédios
populares ¢ as tradigdes indigenas. Calcula-se que o Brasil disponha de algo entre 60
mil e 250 mil espécies vegetais e, provavelmente, 40% delas devem conter propriedades
terapéuticas. Mas, apesar da extensa € diversificada flora, o Brasil ndo tem uma atuacdo
significativa no mercado fitoterapéutico (ibid, 2001).

No contexto dos esforgos correntes para o desenvolvimento da quimioterapia da
Doenga de Chagas, produtos naturais, com atividades triponomicidas séo pesquisados
fregiientemente, com o objetivo de desenvolver novas drogas com alta atividade e baixa
toxicidade (De castro et al.,2000).

O laboratério de Quimica de Proteinas e Produtos Naturais do INGEB/UFU tem
estudado algumas espécies vegetais que possuem efeito anti-Trypanosoma cruzi tais
como a Mandevilla velutina (Silva, 1996 e 1999a), Moringa oleifera (Oliveira, 1999 ¢
2002) e, também a propélis de Apis mellifera (Moroni, 1998 € 2001).

A Mandevilla velutina é uma planta encontrada em todas as regides do Brasil e
se destaca na medicina folclorica pelo seu emprego para vérias finalidades, como de
antiparasitaria, de estimulante cardiaco e de antidiarréica. E popularmente conhecida
como Jalapa, sendo constituida por um arbusto de pequeno porte que possui um rizoma
junto a suas raizes; sua parte vegetativa ¢ composta por folhas simples ¢ as flores sdo
tubulares, de coloragdo que pode variar de vermelho para rosa claro (Appezato, 1988).

Silva (1996 e 1999a) testou o Extrato Bruto Liofilizado (EBL) de Mandevilla
velutina em camundongos inoculados com tripomastigotas ¢ observou resultados
satisfatérios no que diz respeito a redugdio da parasitemia e a mortalidade destas cobaias,
sugerindo que esta redugdo pode estar correlacionada com 0 Sistema Oxido Nitrico.

J4 Moroni (1998 e 2001), em experimentos com derivados aquosos de propolis
de Apis mellifera, obteve 50% a mais de sobrevivéncia dos animais tratados quando
comparados aqueles sem tratamento algum. Estudos feitos in vifro com solugdes de
propolis por HIGASHI (1994) mostraram que as preparagdes possuem alta atividade
contra o Trypanosoma cruzi, inibindo a proliferagio do parasita dentro da célula

hospedeira.
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A Moringa oleifera é uma planta rica em carboidratos, proteinas e gorduras.
Apresenta também calcio ¢ ferro e uma boa fonte de fosforo, metionina e cerca de
23.000 UT em vitamina A. Ela estd sendo empregada com grande sucesso em doengas
de pele, no sistema respiratdrio, no digestorio, em reumatismo, edemas e resfriados, e,
em alguns casos de maléria, causados pelo Plasmodium vivax (Kerr & Silva, 1999).
Oliveira (2002) em testes em camundongos infectados experimentalmente com
Trypanosoma cruzi concluiu que a Moringa oleifera reduziu a parasitemia ¢ aumentou 0
tempo de sobrevivéncia desses animais.

Embora os resultados sejam promissores, as plantas medicinais ainda ndo
constituem um tratamento suficiente para a cura de pessoas portadoras de Trypanosoma
cruzi. Com o propdsito de aumentar a eficiéncia no tratamento contra a moléstia, 0s
estudos e aprimoramentos devem ser continuos. Ha, além da fitoterapia, estudos de
medicamentos de sintese quimica, como o é4cido acetilsalicilico.

A Aspirina", nome comercial do 4cido acetilsalicilico (AAS) patenteado pela
Bayer em 1899, € um antiinflamatério ndo-esteroidal (AINEs) de grande conhecimento
popular devido ao seu baixo custo financeiro. Sua sintese € realizada com base na
estrutura quimica de uma substéncia natural extraida do salgueiro branco, Salix alba. Os
AINEs incluem uma diversidade de agentes com diferentes classes quimicas. Muitas
dessas drogas possuem efeitos antiinflamatorios, analgésicos ¢ antipiréticos, cujos
efeitos estiio relacionados com a inibigdo da araquidonato cicloxigenase (COX) (Rang
et al.,1999).

A cicloxigenase, enzima responsavel pela geragdo de prostaglandinas (PG) a
partir do écido araquidonico se apresenta sob uma forma induzida (COX-2) e uma
isoforma diferente, constitutiva (COX-1). A COX-2 ¢ indetectavel nos tecidos em
condigdes fisiologicas, mas aumenta sua expressdo em até 80 vezes durante inflamagéo
ou estimulo mitogénico. O estimulo a COX-1 regula processos fisiologicos normais € ¢
responsével pela sintese de PG (Rosério, 2000).

Chaves e col. (1986) estudaram a miocardite chagasica de camundongos
infectados com 7.cruzi, tratados com 0 AAS durante a fase aguda e observaram uma
ativagiio maior do Sistema Complemento no grupo tratado. Eles sugeriram a influéncia
do Complemento no desenvolvimento quantitativo e qualitativo da resposta celular

observada e que o acumulo de macréfagos, eosinofilos e neutréfilos no coragdo das
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cobaias estaria regulando a liberagdo dos metabblitos do acido araquidénico e/ou do
oxigénio.

Estudos mais recentes indicaram que 0 AAS bloqueia a produgdo de uma
substancia naturalmente produzida pelo organismo do hospedeiro que alimenta 0
parasita causador da doenga de Chagas, interrompendo 0 processo infeccioso (Freire-de-
Lima et al, 2000).

Uma série de citocinas como IL-12, IL-1B e TNF-a, sao responséveis pela
ativagdo das fungdes exercidas pelos macrofagos durante oS estagios iniciais da
infecgdio, havendo assim a sintese de Oxido Nitrico. Este ¢ um composto produzido pela
conversio da L-arginina em L-citrulina pela NO sintase induzida (NOSi) no ciclo
denominado citrulina/NO ou ciclo arginina/citrulina que 0CoOrTe NOS macrofagos (Roitt,
1997).

Freire-de-Lima et al (2000) mostraram que linfocitos T apoptéticos aumentaram
o crescimento de T. cruzi em cultura de macrofagos e em camundongos infectados
experimentalmente. A interacao linfocitos T apoptéticos e macrofagos infectados com
Trypanosoma cruzi inverte a situagfio normal das células de defesa, ou seja, ao invés dos
macr6fagos usarem a arginina para sintetizar 6xido nitrico e matar o protozodrio,
passam a fabricar uma substdncia chamada putrescina, devido a sintese das
prostaglandinas (PGs). Neste caso, hé um favorecimento da proliferagéio e infecgdo de
outras células pelo parasita, pois a putrescina é o fator de desenvolvimento do mesmo
(ASSIS, 2000).

A AAS ao inibir a COX interrompe, entre outros processos. a biossintese das
prostaglandinas. Embora ndo elimine o agente etiologico da Doenca de Chagas obstrui o
seu ciclo de alimentagdio (Freire de Lima et al, 2000).
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02- OBJETIVOS

02.1- Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo determinar a atuagdo dos extratos das
plantas medicinais Moringa oleifera € Mandevila vellutina, ¢ do extrato aquoso da
propolis de Apis mellifera, associados ao acido acetilsalicilico na sobrevivéncia e

parasitemia de camundongos infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi.

02.2- Objetivos Especificos

Testar a agdo tripanomicida in vitro do AAS e das suas associagdes aos extratos
dos produtos naturais em sangue de camundongos,

Estudar a parasitemia € a mortalidade de camundongos infectados com T.cruzi e
tratados com 0 AAS e as suas associagoes, administradas por via oral intraperitoneal;

Verificar a atuagio do AAS e das suas associagdes em pré-tratamento de

camundongos infectados experimentalmente com 7..cruzi.
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03- MATERIAL E METODOS
A — Material
3.1- Biologico

3.1.1- Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com aproximadamente 5 semanas
de idade e com massas entre 25 e 35g, gentilmente fornecidos pela Pentapharm do
Brasil ¢ mantidos no biotério do Laboratério de Quimica de Proteinas e Produtos
Naturais, do Instituto de Genética e Bioquimica, da Universidade Federal de Uberlandia
(INGEB) com ragdo e agua filtrada fornecidos ad libitum, a temperatura ambiente

3.1.2- Mandevilla velutina (Apocinaceae)

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

3.1.3- Propolis de Apis mellifera
Foi utilizada a prépolis bruta de Apis mellifera, fornecida pelo Apiério Girassol,
Uberlandia/MG.
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3.1.4- Folhas de Moringa oleifera (Moringaceae)

As folhas foram coletadas na Area Experimental do Campus Umuarama, da
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG, no periodo da manhi, nos meses
de margo ¢ dezembro/2000 ¢ maio/2001.

3.1.5- Trypanosoma cruzi

Utilizou-se a cepa “Y” do Trypanosoma cruzi proveniente da Faculdade de
Medicina do Tridngulo Minerio, Uberaba-MG, que foi mantida no Laboratorio de
Quimica de Proteinas e Produtos Naturais (INGEB-UFU) por repiques semanais,

utilizando-se camundongos para infecgéo.

3.2- Quimico

3.2.1- Aspirina® (AAS, Bayer)
Foi utilizado o produto comercialmente disponivel. Cada comprimido, contendo
500mg de 4cido acetilsalicilico, foi triturado, pesado e ressuspendido em PBS (Tampéo

- fosfato salina) nas doses desejadas para 0s experimentos.

B- Métodos

3.3- Extrato Bruto Liofilizado (EBL) do rizoma de Mandevilla velutina
(Apocinaceae)

O rizoma (100gr) de Mandevilla velutina foi lavado em éagua destilada por
20min. e, posteriormente, imerso durante duas horas em solugdo etanol 70% €
novamente lavado. Depois de ralado e macerado em 4gua, a temperatura ambiente, 0
extrato foi separado dos fragmentos do rizoma por filtragdo em papel, acondicionado
em frascos plésticos e liofilizado (Silva, 1996 ¢ 1999a). O material liofilizado foi

pesado e ressuspendido em PBS nas concentragdes desejadas e armazenado a 4°C.

3.4- Extrato Bruto Liofilizado (EBL) das folhas de Moringa oleifera (Moringaceae)
As folhas foram selecionadas, lavadas em dgua destilada e imersas em agua

sanitdria a 5% durante 20 minutos para desinfecgdo e novamente lavadas, retirando-se 0
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hipoclorito. Posteriormente, distribuidas em papel pardo ¢ levadas  estufa (35°C) para
secagem. Secas, as folhas foram pesadas ¢ trituradas no liquidificador com dgua
desionizada, numa quantidade suficientc para triturd-las. A solucdo obtida foi filtrada
em gaze ¢ algoddo e centrifugada a 6000rpm por 20 minutos, o sobrenadante obtido foi
liofilizado ¢ armazenado a 20°C (Oliveira, 2002). Ao inicio de cada experimento,
ressuspendeu-se 0 EBL em PBS nas concentragdes desejadas.

3.5- Preparagio da soluciio Aquosa Liofilizada de Prépolis de Apis mellifera.

Cerca de 20 g de propolis bruta e 100 mL de 4gua desionizada foram aquecidos
por duas horas a 80°C e homogeneizados por 10 minutos no liquidificador. A solugdo
resultante foi filirada em um papel de filtro qualitativo. Este filtrado foi congelado e,
posteriormente, liofilizado durante 48 horas (Moroni, 1998 ¢ 2000). O extrato da
propolis obtido foi pesado e depois ressuspendido em PBS nas concentragdes desejadas.

3.6- Determinagiio da parasitemia

A parasitemia foi determinada pela contagem dos parasitas do sangue removido
por uma sec¢ao na extremidade distal da cauda dos camundongos, de acordo com a
técnica de Brener (1979), do 6° a0 9° dia pos-infecgdo. Colheu-se 500L, o qual foi
distribuido entre limina e laminula (22x22mm), contando-se a0 microscopio optico, em
objetiva de 40x e ocular de 10x. O resultado foi multiplicado pelo fator de corregdo
(20.000), obtendo-se o nimero aproximado de parasitas/mL de sangue circulante
(Brener, 1979 apud Silva, 1999b).

3.6.1- Curva Parasitémica
Apbés a determinagdo das parasitemias individuais, para cada grupo calculou-se
as médias parasitémicas diarias. Posteriormente, tragou-se com esses valores médios as

curvas das parasitemias em fung@o dos dias nos quais foram determinadas.

3.7- Mortalidade
A mortalidade dos camundongos de cada grupo foi acompanhada durante um
periodo de 30 dias apos a infecgdio com T.cruzi.
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3.8- Produciio da infecgiio Chagasica

A partir da determinacdo da parasitemia de um animal contaminade com
Trypanosoma cruzi, realizou-se pungao cardiaca com seringa contendo 0,1mL de EDTA
anticoagulante. O sangue retirado foi diluido em PBS (solugdo tampdo fosfato 0,01M e
pH 7.2) e 10% de soro fetal bovino, para obter aproximadamente 50.000 formas
tripomastigotas em 0,2mL para a infeccio dos camundongos, por injecdo
intraperitoneal. Os animais foram separados para formar os grupos controles e

experimentais (n=5 em cada).

3.9- Estudo do efeito do cido acetilsalicilico in vitro em sangue infectado com T.
cruzi

O ensaio tripanomicida in vitro baseou-se na metodologia de Cover& Gutteridge
(apud Moroni, 2001). Utilizaram-se 6 tubos tipo “Eppendorf”, separados em lotes
(n=2). Em todos os lotes foi adicionado 0.9mL de sangue normal heparinizado. Nos
lotes T1 e T2 foram colocados 0,ImL do acido acetilsalicilico nas doses 2,5mg/mL, e
10mg/mL, respectivamente; e no T3 (controle positivo) foi adicionado 0,1mL de salina.
Os lotes foram homogeneizados por 1hora em temperatura ambiente, seguido da adigao
de 0,1mL de sangue contaminado com tripomastigotas, posteriormente, estes foram
homogeneizados por 10 minutos € armazenados a 4°C. Apés 24 e 48 horas de
incubagdo, a quantificagdo de tripomastigotas presentes no sangue foi realizada ao

microscopio Optico, seguindo a metodologia descrita no item 3.6.

3.10- Atuaciio do 4cido acetilsalicilico, v.0. € v.ip., na parasitemia de camundongos
infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi.

Dois experimentos distintos foram organizados com 20 camundongos cada,
divididos em 4 grupos, de tal forma que no primeiro, GA, GB ¢ GC receberam 0,5mL
de tratamento via oral por meio de gavage, utilizando sonda orogastrica de polietileno,
com AAS nas doses de 25, 50 e 100mg/kg de massa do animal, respectivamente. No
segundo, GA, GB e GC receberam tratamento com AAS, 0,2mL por via intraperitoneal,
nas mesmas doses. Em ambos, o GD (grupo controle) recebeu dgua filtrada para ser
submetido as mesmas condigdes de stress que 0S8 demais animais. O tratamento foi

iniciado imediatamente apds a infecgdo até o 9° dia da determinagdo da parasitemia
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(item 3.6), em intervalos de 24 horas e o monitoramento da mortalidade até o 30° dia

posterior.

3.11- Atuagdo da associagio do acido acetilsalicilico a0 EBL de Moringa oleifera,
de Mandevilla velutina ¢ de propolis de A. mellifera em sangue contaminado com
Trypanosoma cruzi.

Para cada ensaio foram utilizados tubos tipo “Eppendorf”’, separados em lotes
(n=2). Em todos os lotes foi adicionado 0,9mL de sangue normal heparinizado ¢ 0, ImL
de AAS, extrato e da associagdo de ambos, conforme a divisdo dos tubos. Os lotes
foram homogeneizados por lhora em temperatura ambiente, seguido da adi¢do de
0,ilmL de sangue infectado com aproximadamente 50.000 tripomastigotas.
Posteriormente, estes foram mais uma vez homogeneizados por 10 minutos €
armazenados a 4°C. Ap6s 24 ¢ 48 horas, a quantificagdo de tripomastigotas presentes no

sangue foi realizada conforme descrito no item 3.6.

3.12- Atuaciio da associaciio do acido acetilsalicilico ao EBL de M. oleifera, de M.
velutina ¢ de propolis de A. mellifera, v.0., na parasitemia de camundongos
infectados com T. cruzi.

Para cada extrato realizou-se um experimento diferente, utilizando animais em
grupos de 5, separados da seguinte forma: GA - controle (4gua filtrada), GB- AAS, GC-
EBL e GD- AAS +EBL (em diferentes doses). Os animais, logo apos a contamina¢ao
com 7T. cruzi, foram tratados via oral durante 10 dias em intervalos de 24 horas. A
determinagdo da parasitemia € © acompanhamento da mortalidade realizaram-se

conforme os itens 3.6 € 3.7, respectivamente.

3.13- Atuaciio da associagio do scido acetilsalicilico ao EBL de M. velutina, v.ip.,
na parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi.

Neste teste formou-se grupos (n=5) de animais, separados da seguinte forma:
GA — controle (salina), GB - AAS, GC- extrato e GD - AAS + extrato (em diferentes
doses). Apds a contaminagdo, as cobaias foram tratadas em intervalos de 24hs., via
intraperitoneal, até o 10° dia pc')s-'infecqio. O acompanhamento do seguimento evolutivo

da doenga foi de acordo com 0s itens 3.6 e 3.7, respectivamente.
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3.14- Atuagdo do pré-tratamento da associacio do dcido acetilsalicilico a0 EBL de
M. oleifera e de M. velutina, v.0., na parasitemia de camundongos infectados com
T. cruzi.

Todos os animais, nos dois experimentos, foram divididos em grupos (n=5) de
tal forma que: GA — controle (salina), GB - AAS, GC — extrato ¢ GD — AAS + extrato,
receberam pré-tratamento, via oral, durante 7 dias em intervalos de 24hs antes de serem
infectados até o 9° dia pés-infecgdo. Posteriormente, seguiu-se a metodologia descrita

nos itens 3.6. ¢ 3.7.

3.16- Andlise estatistica

Os niimeros obtidos por meio da determinagdo das parasitemias foram aplicados
3 estatistica paramétrica, utilizando o teste ANOVA e TUKEY (Programa SISTAT-
Windows), 0s quais mostraram se existiam diferengas significativas (p<0,05) entre os
grupos controle e experimentais para cada extrato, para o acido acetilsalicilico e para a
associagiio dos extratos naturais ao 4cido acetilsalicilico no que se refere a concentragdo

das doses ¢ as vias administradas (oral intraperitoneal).
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04- RESULTADOS
4.1- Efeito do AAS in vitro em sangue contaminado com Trypanosoma cruzi
De acordo com os dados obtidos (figura 01), observou-se a reducéo de parasitos nos

lotes T1 e T2 em relagdo ao controle, no periodo de 24 e 48 horas ap6s a incubag@o.

| m24H
| masH

de sangue

N° de Parasitos/ 5pL

Lotes

Figura 01- Parasitemia determinada nos lotes T1- 2,5mg/mL, T2- 10mg/mL de AAS e T3-
salina (controle); ap6s 24 e 48 horas de incubagio 4 4°C (média de ensaio em duplicata).
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4.2- Efeito do AAS, v.0., na parasitemia e mortalidade de camundongos infectados

experimentalmente com Trypanosoma cruzi

Na figura 02 (A) estdo apresentadas as curvas de parasitemia, tragadas a partir das
médias aritméticas didrias de cada grupo. Constatou-se diferenca significativa (*p<0,05 - teste
ANOVA) nos grupos B e C, em relagdo ao controle. Todos os animais do grupo controle
foram a 6bito. O GA e o GC apresentaram 60% e o GB 20%, respectivamente, de mortalidade
dos animais experimentais apos 30 dias de observacdo.

AR

N° de parasitos (x20.000)
Iml de sangue
-
o 8

& f g§ 9 %
Dias apds a infecgao

% de

Mortalidade

Grupos

Figura 02- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi tratados com
AAS. GA - 25mg/kg, GB - 50mg/kg, GC - 100mg/kg € GD - (controle). Parasitemia
determinada do 6° a0 10° dia pos-infecgdo.* p<0,05 (teste ANOVA) quando comparados com
o grupo controle. (B) Porcentagem de mortalidade dos animais experimentais em observagdo
por 30 dias ap6s a infecgdo (n=5).
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4.3- Efeito do AAS, v.ip., na parasitemia ¢ mortalidade de camundongos infectados

experimentalmente com Trypanosoma cruzgi

Neste estudo, foi testado o efeito do AAS administrado intraperitonealmente sobre a
parasitemia ¢ a mortalidade dos animais infectados com 7. cruzi. No GC foi observada
redugdo parasitémica de 70% (p<0,05) ¢ o GA ¢ GB, aproximadamente 50%, em relagdo ao
grupo controle. A sobrevivéncia dos camundongos dos grupos experimentais foi maior nos
animais tratados com 25 e 50mg/kg (80% e 60%, respectivamente) e no GC (100mg/kg) ndo

sobreviveu nenhum animal.

N° de parasitos (x20.000)
/ml de sangue
-8HBE888

8 T & 8§ 0
Dias apds a infecgdo

% de

Mortalidade
c3888883888

GA GB GC GD
Grupos

Figura 03- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi tratados com
AAS. GA- 25mg/kg, GB- 50mg/kg, GC-100mg/kg e GD- (controle). Parasitemia determinada
do 6° a0 10° dia pés-infecgdo.* p<0,05 (teste ANOVA) quando comparados com 0O grupo
controle. (B) Porcentagem de mortalidade dos animais experimentais em observagdo por 30
dias apés a infec¢do (n=5).
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4.4- Efeito da associacio do AAS ao EBL de Moringa oleifera em sangue contaminado

com tripomastigotas

Teste in vitro indicou que em 24 e 48 horas houve redugdo do nimero de parasitos em
todos os lotes com tratamento em relagio ao controle (sem tratamento). A maior reducdo
encontrada foi no lote T4 (AAS 1,0mg/ml + EBL 2,5mg/ml), sendo superior a 90% em 24 e
48h.

< O 24H
e m48H
1y @
§§ 0
‘8% 304
3 |
204 |

ki
[ = SR ==

™ T2 IO i e
Lotes

Figura 04- Parasitemia determinada nos lotes T1- AAS (2,5mg/ml), T2- EBL
(2,5mg/ml), T3- AAS (2,5mg/ml) + EBL (2,5mg/ml), T4- AAS (1,0mg/ml) + EBL (2,5
mg/ml), T5- AAS (2,5mg/ml) + EBL (1,0omg/ml) e T6- controle, apos 24 ¢ 48 horas de
incubagdo 4 4° C (média de ensaio em duplicata).
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4.5- Efeito da associaciio do AAS ao EBL de Moringa oleifera, v.0., na parasitemia e

mortalidade de camundongos infectados com Trypanosoma cruzi

Quanto a parasitemia, houve diferenga no grupo que recebeu a associagio (D), com
redugiio parasitémica de 62%, no 7°dia pos-infecgdo em relagéio a0 GE. Observou-se 80% de
mortalidade dos animais experimentais do GB e de 40% do GD.

4

-B8BHEB8888

N° de parasitos (x20.000
/ml de sangue

6 7 8 9
[Dias apds ainfecgio

¥

904
80|
g ol
£ af
204
104
oL

GA GB GC GD GE

Grupos

Figura 05- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi tratados com
AAS e EBL de M. oleifera GA- AAS (25mg/kg), GB- EBL (50mg/kg), GC- AAS (10mg/kg)
+ EBL (50mg/kg), GD- AAS (25mg/kg) + EBL (15mg/kg) e GE- (controle). Parasitemia
determinada do 6° ao 9° dia pés-infecgdo.* p<0,05 (teste ANOVA) quando comparados com
o grupo controle. (B) Porcentagem de mortalidade dos animais experimentais em observagao
por 30 dias ap6s a infecgdo (n=5).
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4.6- Efeito da associagiio do AAS ao EBL de Mandevilla velutina em sangue contaminado

com tripomastigotas

Nos tubos 3 ¢ 5 houve redugfio parasitémica de 62% e 58%, apos 24 horas ¢ de 67% e
47% apds 48 h, respectivamente, em relagdo ao controle sem tratamento. O EBL teve redugdo
da parasitemia de 48% em 24h. Neste teste, em 24 e 48 h.,, o AAS reduziu o nimero de
tripomastigotas em cerca de 30% em comparagdo ao Té.

N° de parasitos/ SpL
de sangue
o BRE8H

M 2 B ™4 T T
Lotes

Figura 06- Parasitemia determinada nos lotes T1-AAS (2,5mg/mL), T2- EBL (2,5mg/mL),
T3- AAS (2,5mg/mL) + EBL (2,5mg/mL), T4- AAS (1mg/mL) + EBL (2,5mg/mL), T5- AAS
(2,5mg/mL) + EBL (1mg/mL) e T6 (controle); ap6s 24 e 48 horas de incubagdo a 4°C (média
de ensaio em duplicata).
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4.7- Ffeito da associaciio do AAS ao EBL de Mandevilla velutina, v.0., na parasitemia e

mortalidade de camundongos infectados com Trypanosoma cruzi.

Na figura 07 (A) estdo apresentadas as curvas parasitémicas, tragadas a partir das
médias aritméticas didrias de cada grupo. Nio foi observada diferenca significativa nos
grupos que receberam tratamento somente com AAS ou EBL, ou com as associagoes de
ambos, em relagdo ao controle que recebeu apenas dgua. No GB constatou-se uma
mortalidade de 40% dos animais experimentais e nos demais grupos a mortalidade foi maior
ou igual a 80%.
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Figura 07- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi tratados com
AAS e EBL de M. velutina. GA- AAS (25mg/kg), GB- EBL (25mg/kg), GC- AAS (25mg/kg)
+ EBL (25mg/kg), GD- AAS (10mg/kg) + EBL (25mg/kg), GE- AAS (25mg/kg) + EBL
(10mg/kg) e GF- (controle). Parasitemia determinada do 6° ao 9° dia pos-infecgdo. (B)
Porcentagem de mortalidade dos animais experimentais em observagio por 30 dias apés a
infeccéo (n=5).
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4.8- Ffeito da associagiio do AAS ao EBL de prépolis de 4. mellifera em sangue

contaminado com tripomastigotas

A atividade tripanomicida foi detectada em todos os lotes que receberam tratamento,
sendo maiores nos lotes 4 ¢ 5 com redugio da parasitemia de 55% ¢ 75%, respectivamente,
co os a0 T6. Nos lotes contendo as associagdes, a contagem dos parasitas aos 24 € 48 h
niio diferiu entre si. O AAS reduziu 27% e o EBL 33% em 24 horas, e 41% e 44% em 48
horas, respectivamente.

N° de parasitos/ 5pL
de sangue

T T2 13 T8 15 T8
Lotes

Figura 08- Parasitemia determinada nos lotes T1- AAS (2,5mg/mL), T2- EBL (20mg/mL),
T3- AAS (2,5mg/mL) + EBL (20mg/mL), T4- AAS (1mg/mL) + EBL (20mg/mL), T5- AAS
(2.5mg/mL) + EBL (5mg/mL) e T6 (controle); apos 24 ¢ 48 hs de incubagdo a 4° C (média de
ensaio em duplicata).
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4.9- Efeito da associacfio do AAS ao EBL de prapolis de A. mellifera, v.o., na parasitemia

¢ mortalidade de camundongos infectados com T, cruzi

Neste experimento, o GC e o GD, reduziram a parasitemia em 62% e 73% (p<0.05)
no 8 dia pos-infecgdo, comparados ao GF. Os grupos D e E, que receberam associagdes,

demonstraram maior sobrevivéncia.

N° de parasitos (x20.000)
mi de sangue
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Figura 09- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com 7. cruzi tratados com
AAS e EBL da propolis de 4. mellifera. GA- AAS (25mg/kg), GB- EBL (77mg/kg), GC-
AAS (25mg/kg) + EBL (77mg/kg), GD- AAS (10mg/kg) + EBL (77mg/kg), GE- AAS
(25mg/kg) + EBL (20mg/kg) e GF- (controle). Parasitemia determinada do 6° ao 9° dia pos-
infeccdo.* p<0,05. (B) Porcentagem de mortalidade dos animais experimentais em
observagio por 30 dias ap6s a infecgdo (n=5).



)))))))))))))))))))))))))))))))))))))J})J)J;;;;,.

)

23

4.10- Efeito da associagdo do AAS ao EBL de Mandevilla velutina, v.ip., na parasitemia e
mortalidade de camundongos infectados com Trypanosoma cruzi

Em todas as associagdes de AAS e M. velutina foram observadas redugdio significativa
nas parasitemias, ¢ também no GB (AAS). O grupo tratado apenas com EBL reduziu o
nimero de tripomastigotas no sangue em cerca de 35% em relagio ao GA (controle).
Constatou-se uma menor mortalidade (20%) nos animais nos grupos EeF.
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Figura 10- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi tratados com
AAS e EBL de M. velutina. GA — controle, GB - AAS (25mg/kg), GC - EBL (50mg/kg), GD
- AAS (25mg/kg) + EBL (50mg/kg), GE - AAS (25mg/kg) + EBL (25mg/kg) e GF - AAS
(10mg/kg) + EBL (20mg/kg). Parasitemia determinada do 6° a0 9° dia pos-infecgdo.* p<0,05
(teste ANOVA) quando comparados com o grupo controle. (B) Porcentagem de mortalidade
dos animais experimentais em observagdo por 30 dias ap6s a infecgdo (n=5).
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4.11- Efeito do pré-tratamento da associagdo do AAS ao EBL de Moringa oleifera ¢ de
Mandevilla velutina, v.0., na parasitemia e mortalidade de camundongos infectados com

Trypanosoma cruzi

No estudo de pré- tratamento foi possivel verificar que no grupo tratado somente com
AAS a parasitemia foi intensa, ou seja, 0 namero de 7. cruzi no sangue foi maior que aquele
encontrado no grupo controle, ambos com 100% de mortalidade. As associagdes de AAS e
EBL (GD e GF) demonstraram reducdo parasitémica € mortalidade de 20% e 60% dos

animais experimentais, respectivamente.
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Figura 11- (A) Curvas de parasitemia de camundongos infectados com T. cruzi tratados com
AAS e EBL de M. velutina e de M. oleifera. GA — controle, GB - AAS (25mg/kg), GC - EBL
de M. velutina (50mg/kg), GD - AAS (25mg/kg) + EBL de M. velutina (50mg/kg), GE - EBL
de M. oleifera (50mg/kg) e GF - AAS (10mg/kg) + EBL de M. oleifera (50mg/kg).
Parasitemia determinada do 6° ao 9° dia pos-infecgdo.* p<0,05. (B) Porcentagem de
mortalidade dos animais experimentais em observagdio por 30 dias apos a infecgdo (n=3).
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05-DISCUSSAO

Diante da importancia médica, socioecondmica da Doenca de Chagas e da necessidade
de novos medicamentos que possam ser empregados na sua terapéutica, este trabalho
objetivou o estudo das associagbes entre a Aspirina® e os extratos de M. oleifera, de M.
velutina e da propolis de A. mellifera na fase aguda da Doenga de Chagas experimental

O primeiro passo deste trabalho foi determinar doses do 4cido acetilsalicilico e dos
produtos naturais que individualmente reduzissem a parasitemia em torno de 50%, in vitro ¢ in
vivo nas condicdes padronizadas por Cover & Gutteridge (1982) e Brener (1979),
respectivamente.

Partindo do pressuposto que Freire-de-Lima ef all (2000) estudaram os efeitos do AAS
no tratamento de camundongos infectados com 7. cruzi, via intraperitoneal e observaram que a
dose de 50mg/kg promoveu inibigdo da parasitemia em cerca de 90%, foram elaborados
experimentos com doses de AAS entre 25 e 100 mg/kg do peso do animal e 2,5 ¢ 10 mg/mL
em testes in vilro.

No ensaio in vitro com o AAS todos os lotes apresentaram redugdio da parasitemia em
24 horas, sendo os resultados das concentracdes de 2,5mg/mL e 10mg/mL em torno de 51%
(figura 01), o mesmo foi observado apos 48 hrs, determinando a partir deste estudo as
concentragdes entre 2,5mg/mL e 10mg/mL a serem utilizados nos experimentos in vitro.

Testes em animais infectados com 7. cruzi demonstraram que, pard as associag0es
propostas neste trabalho, seriam vidveis as doses entre 25 ¢ 50 mg/kg de AAS em tratamento
por via oral (fig.02) e de 25mg/kg por via intraperitoneal (fig.03), ou seja, doses que
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reduziram a parasitemia em cerca de 50%. Os grupos tratados com 100mg/kg em ambas as
vias de administragio apresentaram redugdes acentuadas da parasitemia dos camundongos
infectados, porém, a alta taxa de mortalidade destes animais ¢ os efeitos colaterais como 0
sangramento da cauda e a perda de peso mostraram que €ssa dose ndo seria aceitavel para a
associagio. Pois doses altas ou repetitivas de AspirinaR podem provocar inibigdo da agregagdo
plaquetaria e, conseqiientemente, causar hemorragias (DEF, 2001/2002).

Com base nos relatos de Oliveira (1999 ¢ 2002) sobre a atividade anti-T.cruzi da
Moringa oleifera, priorizou-se as doses de 25 e 50mg/kg do peso do animal para 0s
experimentos in vivo e de 2,5mg/mL in vitro.

No experimento com sangue contaminado com tripomastigotas, no lote que recebeu a
associagio das concentragdes de 1,0mg/mL de AAS e 2,5mg/mL de EBL de M. oleifera houve
redugiio da parasitemia superior a 90% em 24 e 48 hrs, sugerindo um possivel sinergismo
(acréscimo da agdio de uma droga por outra) enire 0 AAS € 0 EBL de M. oleifera, nestas
concentracdes contra o 7. cruzi.

Em grupos de animais foram testadas diferentes doses para avaliar a capacidade anti-T.
cruzi das associagdes de AAS e do EBL de M. oleifera. A mistura das doses de 25mg/kg
(AAS) e 15mg/kg (EBL), reduziu a parasitemia em torno de 62% (figura 05), e promoveu a
sobrevida de 60% dos camundongos, potencializando o tratamento quando comparados aos
respectivos controles e reproduzindo o teste in vifro.

Em estudos com EBL de Mandevilla velutina realizados por Silva (1999a), foi
observado a agdo tripanomicida do EBL em sangue incubado com 7. cruzi nas concentragdes
de 10, 20 e 30mg/mL. Com respeito a associagdo da Aspirina"l ao EBL M. velutina in vitro, 0s
valores das parasitemias apresentadas na figura 06 apontaram a concentragdo de 2,5mg/mL de
AAS e de EBL como a combinagdo que mais potencializou o tratamento quando comparada o
AAS e a M. velutina utilizadas separadamente, sugerindo um sinergismo entre ambos.

Nos ensaios com a Mandevilla velutina, em experimentos com animais infectados
adotou-se a dose de 50mg/kg do peso do animal para as associagdes. Segundo Silva (1999a),
os animais tratados com doses de 200mg/kg apresentaram uma diminuigfio mais acentuada da
parasitemia (90%) e maior sobrevivéncia (100%). Em seguida, diferentes doses de EBL de M.

velutina foram testadas em animais infectados com tripomastigotas (figura 07). Os resultados
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das parasitemias das associacdes ¢ dos componentes individuais foram semelhantes, ndo
reproduzindo os dados do ensaio in vilro (fig. 06). No entanto, notou-se um aumento da
mortalidade dos animais tratados somente com AAS (25mg/kg) em relagdo aos resultados da
figura 02. Cabe esclarecer, que durante a execucio do experimento, apareceram algumas
feridas no corpo da maioria dos animais, provavelmente, interferindo na mortalidade dos
mesmos e, conseqiientemente, no estudo.

Em testes realizados com o EBL de M. oleifera ¢ de M. velutina (dados néo
apresentados), foram observados que a utilizagdio de altas doses dos extratos ndo provocava
efeitos tripanomicidas quando eram associadas a0 AAS. E sabido que algumas plantas com
propriedades medicinais quando utilizadas em excesso ou com produtos quimicos podem nio
ter os efeitos positivos esperados, podendo até mesmo serem letais (Goodman et al., 1996).
Assim, associar a dose de 200mg/kg de EBL de M. velutina, tanto via oral como ip., a0 AAS
possivelmente causaria ao animal um resultado negativo.

Vale ressaltar, que a porgdo de acido salicilico da molécula de AAS (salicilato)
constitui o niicleo farmacologicamente ativo da molécula. A biotransformagio dos salicilatos
ocorre principalmente no figado. Além disso, alguns medicamentos podem scr inativados no
trato gastrointestinal antes de serem absorvidos e entrarem na circulagio sistémica (Craig €
col, 1986). Sugere-se que os principios ativos das associagdes de AAS aos extratos dos
produtos naturais utilizadas no tratamento dos camundongos, que ndo reproduziram os ensaios
in vitro, sofreram mudangas moleculares durante a absor¢do e, conseqlientemente, reducdo das
suas propriedades farmacologicas.

O resultado do teste in vitro da concentragdo de 1g/mL de EBL da propolis de A.
mellifera demonstrou intensa atividade tripanomicida (Moroni, 2001). Em relagdo a
associagio de AAS com a prépolis de 4. mellifera em sangue contaminado, foi observada
redugdo da parasitemia nas doses de 1mg/mL de AAS + 20mg/mL de EBL e 2,5mg/mL de
AAS + 5mg/mL de EBL (fig. 08). Com base nos resultados obtidos, sugere-se que ao diminuir
a quantidade da propolis nas associagdes a atividade tripanomicida do tratamento tende
aumentar. E de importéncia citar que os efeitos do EBL e das associagdes foram apenas em
24horas, ndo mostrando mudangas significativas em 48horas, sugerindo entdo que 0s
principios ativos presentes no EBL da propolis poderiam estar sofrendo degradagdo e redugéo
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das suas propriedades medicinais com 0 {empo. Por este motivo, o EBL da propolis passou a
ser diluido sempre antes do inicio de cada tratamento.

Estudos realizados em animais por Moroni (2001) demonstraram que a propolis de 4.
mellifera, possui atividade contra o T. cruzi ¢ que a melhor dose por via oral foi de
153,8mg/kg com porcentagem de redugdo da parasitemia em 82%. Neste trabalho,
estabeleceu-se a metade da dose via oral (77mg/kg) para a realizagdo dos experimentos, com 0
intuito de prevenir superdosagens.

Nos ensaios in vivo, todos 0S grupos experimentais que receberam tratamento
reduziram a parasitemia, sendo que a dose de 10mg/kg (AAS) e 77mg/kg (EBL), provocou a
maior redugfo parasitémica (73%) e aumentou a sobrevida dos animais em relaglio aos
controles.

Na via oral de administragiio de medicamento, este pode sofrer degradac@o ao passar
pelo sistema digestorio, pode ndo sofrer absorgao a nivel de intestino ou, quando absorvido,
pode ser metabolizado pelo figado, com isso, o principio ativo ¢ degradado e a atividade
medicinal passa a ndo existir. Ja na v. ip., o farmaco entra dircto na circula¢do sangiiinea
evitando processos como 0s descritos (Silva, 1999b). Com o intuito de aumentar a velocidade
da absorgio das associagdes nos animais, foram organizados testes em camundongos
utilizando administragdo via intraperitoneal.

No experimento associando AAS ao EBL de M. velutina v.ip. todas as associagdes
testadas promoveram redugdo parasitémica em relagdo ao controle (fig. 10-A), sendo que em
dois dos grupos que receberam associagao (GE e GF- fig. 10B) alcangaram sobrevivéncia de
80% dos animais.

A associagio do AAS ao EBL de M oleifera (dados nfio apresentados), via
intraperitoneal, nas doses de 10 ¢ 25mg/kg, respectivamente, reduziu 70% da parasitemia
(p<0.05) em relagdo ao grupo tratado apenas com AAS e promoveu uma mortalidade de 40%
dos animais, enquanto o AAS e 0 EBL foram de 40 e 60%, respectivamente. No entanto,
pdde-se perceber a perda de peso dos animais tratados com a associagdo, de aproximadamente
20% do peso inicial, ao final dos dez dias de experimento. Tal resultado pode ser justificado

pelo excesso de extrato ip. De acordo com Oliveira (2002), a presenga de reagdes adversas nos
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animais tratados indicou uma possivel interferéncia no sistema nervoso central, causado pela
toxicidade de um ou mais componente do EBL administrado intraperitonealmente.

J4 as combinagdes de AAS ao EBL da propolis via ip.(resultados néo apresentados)
também promoveram redugdes parasitémicas em relagio ao controle, e a0 AAS ¢ EBL quando
administrados isoladamente. Os resultados obtidos ndo foram significativos, exceto a
associagio de 10mg/kg de AAS e 77mg/kg de EBL em relagdo ao controle que recebeu
somente propolis € promoveu 80% de sobrevivéncia dos animais. Neste estudo, o extrato da
propolis ndo foi eficaz, sugerindo que a via oral seja melhor para o tratamento da doenga.

De acordo com Moroni (1998 e 2000), a melhor dose v.ip. é 924,6mg/kg do peso do
animal. Assim se explica os resultados do experimento com 0 AAS € 0 EBL da propolis v.ip.,
no qual a propolis foi utilizada em doses menores, quanto & ndo reduzir a parasitemia de
camundongos infectados com 7. cruzi.

Experimentos utilizando a via oral para administragdo AAS e via intraperitoneal para o
EBL de M. oleifera, e vice-versa foram realizados com camundongos infectados com T. cruzi
(dados ndo apresentados). Os resultados da parasitemia observados nao diferiram em rela¢éo
ao controle. Notou-se perda de peso, cansago fisico e estresse do animal durante o tratamento,
possivelmente interferindo nos resultados experimentais.

Além disso, ao avaliar as inimeras desvantagens da via intraperitoneal, incluindo dor,
probabilidade de maior efeitos adversos, estresse, risco de contaminagdo, altos custos para o
tratamento, e outros empecilhos destacados por Lapa (2000), ndo foram realizados mais
estudos utilizando concomitantemente as vias oral © intraperitoneal neste trabalho.

Para uma possivel prevengdo com a associagdo do AAS e o EBL dos produtos naturais
ou até uma amenizagdo das sintomatologias da fase aguda da Doenca de Chagas, realizou-se
ensaios de pré — tratamento por via oral, os quais indicaram que a Aspirina® sozinha ndo ¢
eficiente quando utilizada durante intervalos maiores que 10 dias, resultando na mortalidade
de 100% dos animais infectados em 30 dias pos-infecgdo (fig. 11).

Neste estudo, o EBL de M. oleifera e de M. velutina reduziram entre 50 a 60% a
parasitemia. As associag0es apresentaram resultados semelhantes aos extratos administrados
isoladamente, exceto a dose de 50mg/kg de EBL de M. oleifera € 10mg/kg de AAS, que

resultou em 84% de redugédo parasitémica em relagdo ao controle com AAS, com sobrevida de
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40% dos camundongos expetimentais. A associacao das doses de 50mg/kg de M. velutina ¢
25mg/kg de AAS reduziu a parasitemia em 53% em relagdo ao controle tratado apecnas com
AAS e resultou em 20% de mortalidade dos animais (fig. 11-B).

Sobre a quimioterapia da Doenga de Chagas, sabe-se que o desafio € produzir drogas
efetivas, baratas e de baixa (ou sem) toxicidade para os pacientes. E relevante citar que com
pequenas quantidades de AAS e dos extratos, foi possivel detectar atividade tripanomicida nos
experimentos realizados. Estes resultados sdo promissores no tratamento da Doenga de
Chagas, ja que 0s componenics utilizados neste trabalho sao acessiveis economicamente
maior parte da populagdo € também possuem baixa toxicidade em dosagens menores.

Estudos anteriores sugerem o envolvimento do Sistema Oxido Nitrico no mecanismo
de agdo do EBL de Mandevilla velutina (Silva, 1999a), da propolis de Apis mellifera (Moroni,
2001) ¢ da Moringa oleifera (Oliveira, 2002) na redugdo da parasitemia € mortalidade de
camundongos infectados com T. cruzi. Segundo Rang (2001), altas concentracdes de NO,
além de promover a vasodilatagdo inibem a COX. O 4cido acetilsalicilico ao inibir a COX,
interrompe a biossintese das PGs inibindo o ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi, como
citado na introdugdo. Neste contexto, pode-se sugerir uma possivel correlagdo destes
mecanismos no combate ao parasita pelas associagoes testadas no presente trabalho, porém

estudos adicionais deverdo ser realizados para um maior esclarecimento.
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06- CONCLUSAO

= Nos experimentos in vitro, todos os lotes com associagdes demonstraram atividade
tripanomicida.
= O efeito anti-T. cruzi da associagdo das doses de 25mg/kg de AAS e de 15mg/kg de
Moringa oleifera administrado v.0., foi maior do que os respectivos controles. As associagOes
aplicadas intraperitonealmente promoveram reagdes colaterais nos animais experimentais, nao
sendo melhores do que o tratamento do AAS e do EBL administrados individualmente;
= As associagbes do AAS ao EBL de Mandevilla velutina v.o. promoveram redugdes
parasitémicas semelhantes aos componentes administrados isoladamente, ou seja, ndo
potencializaram o tratamento. No entanto, todas as combinagdes testadas v.ip., foram mais
eficazes do que os respectivos controles.

m A dose de 10mg/kg de AAS e de 77mg/kg de EBL da prépolis administrada v.o., resultou
na maior reducdo parasitémica do experimento € aumentou a sobrevida dos animais em
relagdo aos controles. Para tratamentos v.ip., o EBL da propolis ndo ¢ eficaz em dose de
77mg/kg.

m O periodo de pré- tratamento (7 dias) anterior a infecgdo dos animais provocou um aumento
da parasitemia e mortalidade dos animais tratados somente com AAS. A associagdo com a
dose de 50mg/kg de EBL de M oleifera ¢ 10mg/kg de AAS, promoveu a reducdo da
parasitemia € 0 aumento da sobrevivéncia dos animais em relagdo aos grupos controles.

m A utilizagdo das vias oral e intraperitoneal, concomitantemente, para a administragio do

tratamento foi descartada devido aos efeitos adversos observados nos animais experimentais.
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