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Resumo - Trichomonas vaginalis € o protozoario responsavel pelo tricomonose, doenga ndo
viral sexualmente transmissivel mais comum no mundo. Isolados resistentes aos farmacos de
escolha para tratamento, metronidazol e tinidazol, ja& foram descritos. Além disso, estes
farmacos podem gerar efeitos colaterais desagradaveis nos pacientes. No sentido de melhorar
a terapia da tricomonose, este trabalho tem o propdsito de avaliar a atividade anti-T. vaginalis
do extrato de Hypericum polyanthemum obtido por fluido supercritico (CO,) e de seus
compostos isolados (benzopiranos HP1, HP2, HP3 e uliginosina B). Para isso, realizaram-se
ensaios quali e quantitativos anti-T. vaginalis, utilizando o isolado ATCC 30236. Foram feitos
testes de citotoxicidade em eritrécitos e em células de mamiferos (VERO), e ensaio de
liberagdo de LDH para verificar mecanismo de agdo das substancias. Tanto o extrato quanto
as substancias isoladas apresentaram atividade anti-T. vaginalis. As substancias isoladas
mataram mais da metade dos trofozoitos na concentracdo de 250 pg/mL, ja o extrato, matou
100% dos trofozoitos na concentracdo de 325 pg/mL. Os compostos ndo provocam lise de
eritrécitos, mas apresentaram alta liberacdo de LDH, sugerindo seletividade no rompimento
de membrana dos parasitos. O extrato e o composto HP2 apresentaram-se altamente
citétoxicos para células de mamiferos, sendo entdo, HP1, HP3 e uliginosina B 0s compostos
gue podem servir como prototipos de novas moléculas com baixa toxicidade e alta atividade
antiprotozoaria.

Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, Hypericum, efeito citotdxico.

Introducéo

Trichomonas vaginalis € um protozoario que parasita o trato urogenital humano e
causa a tricomonose, doenga ndo viral sexualmente transmitida (DST) mais comum no
mundo, que afeta 170 milhdes de pessoas por ano (WHO, 2001). Estudos tém mostrado
muitas complicacOes relacionadas a esta doenga, como: infertilidade (Goldstein et al., 1993) e
cancer cervical (Viikki et al.,, 2000). Metronidazol e tinidazol sdo os Unicos farmacos
recomendados pelo FDA para o tratamento desta DST, porém, além de gerar sérios efeitos
colaterais, isolados resistentes a estes farmacos ja tem sido descritos (Grossman e Galask
1990, Sobel et al.1999). Visando melhorar a terapia da infeccdo causada por T. vaginalis,
produtos naturais podem ser fontes ou protétipos de novos farmacos com alta atividade
antiprotozoaria e baixa toxicidade. Plantas do género Hypericum sdo bastante conhecidas na
medicina tradicional, sendo H. perforatum L. o mais estudado. No Sul do Brasil, este género é
representado por cerca de 20 especies, entre elas, destaca-se H. polyanthemum, que possui
como metabdlitos em extrato lipofilico um derivado de floroglucinol, uliginosina B e trés



benzopiranos: HP1, HP2 e HP3. Com o intuito de obter maiores teores destes metabdlitos, foi
proposta, em trabalho prévio, uma nova metodologia de extracdo, utilizando fluido
supercritico (CO,) (Cargnin et al., 2010), o qual além de ser mais seletivo na extracdo de
compostos lipofilicos, possui inimeras vantagens quando comparado as técnicas
convencionais. Considerando a prevaléncia e relevancia da tricomonose, bem como o0s
problemas relacionados a utilizacdo dos farmacos de escolha, torna-se relevante a pesquisa de
novos agentes antiprotozoarios, que sejam pouco citotoxicos, e consequentemente, gerem
poucos efeitos adversos. Neste sentido, testou-se a atividade anti-T. vaginalis de uma fracdo
de extrato obtido por fluido supercritico e dos metabdlitos majoritarios isolados de H.
polyanthemum: uliginosina B, HP1, HP2 e HP3.

Materiais e Métodos

Material vegetal, extracdo com fluido supercritico, quantificacdo e isolamento dos
metabdlitos secundarios: As partes aéreas de H. polyanthemum foram coletadas em
Cacapava do Sul, RS, em outubro de 2009. Para este estudo, utilizou-se a fracdo obtida por
fluido supercritico a 50°C e 150 bar, o qual foi submetido a quantificacdo por CLAE,
apresentando valores de HP1, HP2, HP3 e uliginosina B iguais a 141,3; 117,5; 102,6 e 352,5
mg/g de extrato, respectivamente. O isolamento dos metabolitos foi realizado através de
cromatografia em coluna, seguido de purificacdo por cromatografia em camada delgada
preparativa, e a pureza confirmada por CLAE. Cultura de Trichomonas vaginalis: Neste
estudo, utilizou-se o isolado ATCC 30236, sensivel ao metronidazol. Os parasitos foram
cultivados anaerobicamente in vitro em meio trypticase—yeast extract-maltose (TYM), pH
6,0, suplementado com 10% de soro bovino e incubados a 37 °C (Diamond 1957). Culturas
com mais de 95% de trofozoitos exibindo motilidade e morfologia normal foram
centrifugadas e os pellets ressuspendidos em meio TYM. Ensaio qualitativo e quantitativo
de suscetibilidade: Para avaliar a atividade anti- T. vaginalis das amostras, realizou-se um
ensaio qualitativo em placa de 96 pocos. Para cada amostra foram feitas diluicdes ao meio,
variando de 1,3 a 0,162 mg/mL para o extrato, e de 250 a 31,25 pg/mL para as substancias
isoladas. Cada poco possuia um volume final de 200 pL, contendo 5x10* trofozoitos/mL.
Apbs 24 h de incubacdo, a placa foi visualizada em microscépio invertido, observando-se a
viabilidade celular. Para o extrato, a viabilidade foi quantificada através do ensaio da
rezasurina (Duarte et al.,, 2009). Os ensaios quantitativos estdo sendo realizados em
eppendorf, utilizando-se 3 concentragdes das substancias isoladas a partir do resultado do
ensaio qualitativo. Foram utilizados 5x10* trofozoitos/mL em um volume final de 1 mL,
incubados por 24 h, e a contagem realizada utilizando camara de Thoma. Ensaio de
Hemolise: Ensaio visando verificar a acdo das substancias sobre a membrana de eritrécitos.
Para isso, foi utilizado o método descrito por Gauthier et al. (2009) com algumas
modificagdes. Sangue tipo O foi coletado com solugdo de Alsever (1:1), e ap6s tratamento,
ressuspendido em tampdo PBS, obtendo-se uma suspensdo de eritrocitos a 1%. A esta
suspensdo, adicionou-se cada uma das substancias, em triplicata, na concentracdo de 125
pg/mL. Apés 1 h no homogeneizador, o sobrenadante das amostras foi lido em
espectrofotobmetro (540 nm). A porcentagem de hemodlise causada pelas amostras foi
comparada com o controle, 100% de hemdlise, provocado por uma saponina comercial.
Determinacdo de liberagdo de LDH: A fim de verificar o mecanismo de acdo das
substancias, avaliou-se a agdo das mesmas sobre a membrana plasmatica dos trofozoitos. O
rompimento da membrana foi analisado atraveés da liberacdo de LDH no meio de incubacéo.
As amostras, em triplicata, na concentracdo de 125 pg/mL foram incubadas com 10 uL de
inibidor de protease e 5x10* trofozoftos/mL por 24 h a 37°C. A atividade enzimatica foi
determinada espectrofotometricamente no sobrenadante, em 500 nm, usando o kit Labtest. A



atividade da enzima LDH em cada amostra foi comparada com o 100% de atividade de LDH
liberada por lise total de parasitos. Citotoxicidade em celulas VERO: Para avaliar a
toxicidade do extrato e das substancias isoladas sobre células de mamiferos, utilizou-se o
ensaio MTT (Mosmann, 1983). Para cada pogo da placa de 96 pocos utilizou-se uma
densidade celular de 4x10* células/mL, que foram tratadas com extrato nas concentragdes de
0,325; 0,162 e 0,081 mg/mL, e com as substancias isoladas nas concentragdes de 250; 125;
62,5 e 31,25 pg/mL, por 24 h. A seguir, adicionou-se solu¢ao de MTT (5mg/mL), e apds 3 h
de reagdo, DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A viabilidade celular foi avaliada
colorimetricamente, em 550nm (Anthos 2020).

Resultados e Discusséo

No ensaio da resazurina, o extrato de H. polyanthemum obtido por extracdo com fluido
supercritico apresentou uma concentracdo inibitéria minima (MIC) de 325 pg/mL frente a
trofozoitos de T. vaginalis. Porém, mostrou-se altamente citotoxico para as células de
mamiferos, apresentando na MIC em torno de 13% de viabilidade celular. No ensaio
qualitativo, os metabdlitos isolados nas concentracdes de 250, 125 e 62,5 pg/mL reduziam de
forma significativa viabilidade dos trofozoitos. Os ensaios quantitativos estdo sendo
realizados, confirmando esta reducéo de viabilidade, que é de pelo menos, mais da metade dos
trofozoitos. HP1, HP3 e uliginosina B ndo se mostraram citotdxicos nestas concentracfes para
as células de mamiferos, apresentando de 70 a 99% de viabilidade celular. Ja o composto
HP2, embora apresente atividade anti-T. vaginalis, mostrou-se altamente citotoxico. Nenhuma
das substancias testadas causou hemdlise de eritrocitos, e todas apresentaram valores de mais
de 90% de liberacdo de LDH. Estes dados sugerem que 0s compostos apresentam-se seletivos
no rompimento de membranas, rompendo apenas a membrana plasmatica dos parasitos.

Conclusdes

O extrato obtido por fluido supercritico de H. polyanthemum e seus compostos
isolados apresentam atividade citotoxica frente a trofozoitos de T. vaginalis. Embora a
atividade antiprotozoéaria das substancias testadas ndo seja muito pronunciada, a auséncia de
lise de eritrocitos e de citotoxicidade frente a células de mamiferos sdo indicios que estas
moléculas, principalmente HP1, HP3 e uliginosina B, podem ser utilizadas como prototipos
de novas moléculas com alta atividade antiprotozoaria e baixa toxicidade.
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