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RESUMO

A doencga de Chagas, endémica na América do Sul, América Central e México, tem como agente
etioldgico o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Atualmente, os Gnicos farmacos
utilizados para o seu tratamento sdo o benznidazol e o nifurtimox, ambos com importantes
efeitos adversos e varidvel eficacia terapéutica, principalmente na fase crénica da infeccédo, o
que impulsiona a busca por novos tratamentos para a doencga. As substancias provenientes de
produtos naturais sdo muito estudadas quanto as suas atividades bioldgicas, visto que podem
ser utilizadas como principios ativos de medicamentos. Entre os diversos produtos naturais,
destaca-se a Moringa oleifera Lamarck, uma arvore nativa da india que possui diversos efeitos
bioldgicos ja relatados, inclusive, antiprotozoario. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar in silico e in vitro a atividade tripanocida de diferentes extratos de sementes de Moringa
oleifera Lamarck. Para cumprir com o objetivo foram obtidos trés extratos utilizando diferentes
solventes organicos (hexano, diclorometano e etanol). A caracterizagdo foi realizada através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A partir dos compostos
identificados por CG/EM, foi realizada a analise in silico pelo PASS, o que permitiu prever o
potencial tripanocida de todas os compostos identificados. Posteriormente, determinou-se a
concentracdo citotoxica para 50% das células (CCsp), a concentracéo inibitoria para 50% dos
parasitos (ICsp) em formas epimastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi e em formas
amastigotas da cepa Tulahuen do Trypanosoma cruzi, por meio da capacidade dos extratos em
matar a célula/parasito em diferentes concentracdes. Ao final, o indice de seletividade (IS) foi
calculado por meio da razdo CCso/ICso. As anélises in silico indicaram alta probabilidade para
o efeito potencializador de permeabilidade da membrana para a maioria dos compostos
identificados. Os extratos foram poucos citotoxicos e revelaram uma boa atividade frente as
formas epimastigotas do Trypanosmoa cruzi. Em contrapartida, os resultados para amastigotas
revelaram baixa ou nenhuma atividade para os extratos. O IS do extrato hexanico sobre a forma
epimastigota foi maior que o do benznidazol. Por outro lado, o IS do benznidazol sobre a forma
amastigota foi maior que o de todos os extratos, indicando o seu maior potencial sobre essa
forma. Os resultados sugerem que o benznidazol ainda é a melhor substancia com efeito
tripanocida, entretanto, estudos relacionados ao desenvolvimento de nanoformulagdes com 0s
extratos do presente trabalho seriam necessarios para avaliar a possibilidade do seu uso em
futuros tratamentos, visto que tal estratégia pode melhorar a performance de compostos ativos

contra o Trypanosoma cruzi.

Palavras-chave: doenca de Chagas; produtos naturais; quimioterapia.



ABSTRACT

Chagas disease, endemic in South America, Central America and Mexico, has the
hemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi as its etiologic agent. Currently, the unique
medicines used for its treatment are benznidazole and nifurtimox, both with important adverse
effects and variable therapeutic efficacy, especially in the chronic phase of infection, which
drives the search for new treatments for the disease. Substances from natural products are
widely studied as to their biological activities, since they can be used as active ingredients in
medicines. Among the natural products, Moringa oleifera Lamarck stands out, a tree native
from India that has several biological effects already reported, including antiprotozoan. The
objective of this work was to evaluate the trypanocidal activity in silico and in vitro of different
extracts of Moringa oleifera Lamarck seeds. Three extracts were obtained using different
organic solvents (hexane, dichloromethane and ethanol). The characterization was performed
through gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). According to the
compounds identified by GC/MS, the in silico analysis was performed by PASS, which made
it possible to predict the trypanocidal potential of all identified compounds. Subsequently, the
cytotoxic concentration was determined for 50% of the cells (CCsg), the inhibitory
concentration for 50% of the parasites (ICso) in epimastigote form of the Y strain of
Trypanosoma cruzi and in amastigote form of the Tulahuen strain of Trypanosoma cruzi,
through of the ability of the extracts to kill the cell/parasite in different concentrations. At the
end, the selectivity index (SI) was calculated using the CCso/ICsq division. The in silico analyzes
indicated high probability for the membrane permeability enhancing effect for most of the
compounds identified. The extracts were few cytotoxic and showed good activity against the
epimastigote form of Trypanosmoa cruzi. In contrast, the amastigote results revealed low or no
activity for the extracts. The Sl of the hexanic extract on the epimastigote form was higher than
that of benznidazole. However, the benznidazole SI on the amastigote form was higher than all
extracts, indicating its greatest potential on this form. The results suggest that benznidazole is
still the best substance with a trypanocidal effect, however, studies related to the development
of nanoformulations with the extracts of the present work would be necessary to evaluate the
possibility of its use in future treatments, since such strategy can improve performance of active

compounds against Trypanosoma cruzi.

Keywords: Chagas disease; natural products; chemotherapy.
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou Tripanosomiase Americana é uma doenca negligenciada que
possui como agente etiologico o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Atualmente €
endémica na Ameérica Latina, na América Central e no México, além de ter expandido para
areas nao endémicas como Australia, Canada, Espanha, Estados Unidos, Franca, Japao e outros
paises asiaticos através da migracdo de pessoas infectadas (Figura 1). Nas areas endémicas é
transmitida principalmente pelo vetor (triatomineos hematdfagos) quando as fezes e urina
contendo formas tripomastigotas metaciclicas entram em contato com superficies corporais
lesionadas ou com mucosas e por via oral quando ocorre a ingestdo de alimentos como acai e
caldo de cana que contenham formas infectantes do parasito. Nos paises ndo endémicos, o
parasito é transmitido por maneiras que ndo dependem do vetor como compartilhamento de
seringas, acidentes laboratoriais, transfusdes sanguineas, transmissao congénita e transplante
de 6rgdos (COURA; JUNQUEIRA, 2015; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; WHO, 2019;
YAMAGATA; NAKAGAWA, 2006).

Figura 1: Epidemiologia da doenga de Chagas.

Endémica em 21 paises da América Latina 6 milhoes

de pessoas infectadas
na América Latina

70 milhoes

de pessoas no mundo
estao em risco de
contrair a doenca

A cada ano morrem
14.000 pessoas

o) 5¥ PN R
QEndémicau o WA > v

© Nao endémica mas presente

Fonte: DNDi América Latina, 2020.

O ciclo de vida do parasito (Figura 2) se estabelece quando o hospedeiro invertebrado
infectado ao se alimentar de sangue, libera pelas fezes as formas tripomastigotas metaciclicas

que penetram no hospedeiro vertebrado. Essas formas, invadem os fagocitos mononucleares e
1



escapam de seus mecanismos de destruicdo, se diferenciando em amastigotas no citoplasma
dessas células. As formas amastigotas replicam-se por divisdo binaria no citoplasma das células
hospedeiras e se diferenciam em tripomastigotas sanguineas que promovem ruptura celular e
vao para o sistema circulatorio. As tripomastigotas sanguineas possuem alto potencial para
infectar qualquer célula que possui nucleo e também para infectar o hospedeiro invertebrado,
ao se alimentar do sangue de um hospedeiro vertebrado contendo tais formas. As formas
circulantes, ao serem ingeridas diferenciam-se em epimastigotas no intestino médio do vetor e
no intestino posterior, o parasito se diferencia em formas tripomastigotas metaciclicas
infectantes (CALIXTO, 2003; CHAGAS, 1909; DE MELLO et al., 2016; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018).

Figura 2: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

1: as formas tripomastigotas metaciclicas provenientes do vetor penetram no hospedeiro vertebrado. 2: as formas
tripomastigotas metaciclicicas invadem células, onde diferenciam-se nas formas amastigotas. 3: as formas
amastigotas replicam-se por divisdo binaria no citoplasma das células hospedeiras e se diferenciam em
tripomastigotas sanguineas que promovem ruptura celular e vdo para o sistema circulatério ou infectam outras
células. 4: as formas tripomastigotas sanguineas infectam células de diversos tecidos e se diferenciam em
amastigotas intracelulares. 5: o inseto vetor pode ser infectado. 6: as formas circulantes, ao serem ingeridas
diferenciam-se em epimastigotas no intestino médio do vetor. 7: as formas epimastigotas também se multiplicam
por divisdo binaria. 8: no intestino posterior o parasito, tais foras se diferenciam em formas tripomastigotas

metaciclicas infectantes. i: estagio infeccioso; d: estagio diagndstico.



Fonte: Adaptado de CDC, 2011.

Estabelecida a infeccdo, inicia-se a fase aguda da doenca de Chagas. Tal fase,
caracteriza-se por apresentar parasitemia patente, ou seja, presenca de tripomastigotas no
sangue do paciente. A fase aguda apresenta sintomas que podem se confundir com os de outras
doencas infecciosas, bem como: febre, edema, mialgia e hipertrofia de linfonodos por exemplo.
Ainda, sinais de porta de entrada podem ocorrer no individuo que esta nessa fase da infeccao,
caso o0 paciente seja infectado pela via vetorial classica, sdo eles: Sinal de Romafia (edema
bipalpebral) e chagoma de inoculacéo (edema subcuténeo). Apos a instalacdo da resposta imune
do hospedeiro, a fase aguda evolui para a fase cronica da qual observa-se queda de anticorpos
IgM e elevacédo de IgG. Essa fase € caracterizada por uma parasitemia subpatente, ou seja, 0
Trypanosoma cruzi encontra-se no interior de células musculares. Em raros momentos, o
parasito é encontrado na corrente sanguinea, necessitando de métodos indiretos para a deteccéo
da doenca. A maioria dos pacientes apresentam a forma clinica indeterminada (60,0%) onde
ndo se observa sintomas especificos. Em cerca de 30,0 a 40,0% dos casos, 0s individuos podem
apresentar cardiomiopatia, arritmias, megacolon, megaesofago, polineuropatia e acidente
vascular cerebral (NEVES, DAVID PEREIRA; DE MELO, ALAN LANE; LINARDI, PEDRO
MARCOS; VITOR, 2005; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; PRATA, 2001; RASSI JR;
MARIN-NETO, 2010).

Atualmente, o conhecimento a respeito da doenca de Chagas se expandiu em diversos
aspectos. No entanto, muitos desafios ainda permanecem sem solugédo, visto que o controle
epidemioldgico, métodos de diagnostico, terapéutica e progndstico da doenca precisam ser
aprimorados em diferentes aspectos (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

1.2 Tratamento da doenca de Chagas

Passados 40 anos da descoberta da doenca de Chagas € que foram descobertos dois
medicamentos para o tratamento da infecgdo: benznidazol e nifurtimox. Ambos possuem
inadequado perfil de seguranca e eficacia e apenas o primeiro é disponibilizado para o
tratamento no Brasil. De acordo com a Organizag¢do Mundial de Saude (OMS), as caracteristicas
necessarias para que um farmaco seja considerado ideal sdo: apresentar cura parasitologica na
fase aguda e na fase cronica da doenca de Chagas; estabelecer eficacia terapéutica em dose
Unica ou poucas doses de medicamento; ter baixo custo e ser de facil aquisi¢do; ndo possuir

facil inducdo de resisténcia; ndo apresentar efeitos adversos e ndo apresentar efeitos
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teratogénicos (COURA; DE CASTRO, 2002; COURA; DIAS, 2009; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018; WHO, 2019).

O nifurtimox (Figura 3) foi o primeiro medicamento usado para o tratamento da doenca
de Chagas. E um farmaco derivado do 5-nitrofurfurilideno que produz radicais nitro-aniénicos.
Esses radicais lesam o Trypanosoma cruzi na presenca de oxigénio, o que faz com que esse
farmaco possua grande atividade tripanocida. Entretanto, tal atividade ainda ndo € o suficiente
para alcancar a eficicia desejada. As taxas de cura na fase cronica e indeterminada séo de cerca
de 86,0% em criancas de 7 a 14 anos de idade e de apenas 8,0% em adultos. Além disso,
observa-se com uma frequéncia de 43,0 a 97,5% uma gama de efeitos adversos, séo eles:
anorexia, perda de peso, irritabilidade, insdnia, desorientacao, alteracdes de humor, parestesias,
neuropatia periférica, nauseas, vomitos, febre e erup¢do cutdnea. Devido a possibilidade do
aparecimento de tais efeitos adversos, o tratamento é interrompido em 14,5 a 75,0% dos casos
(COURA; DE CASTRO, 2002; COURA; DIAS, 2009; ESPUELAS et al., 2012; PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018).

Figura 3: Estrutura quimica do nifurtimox.
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Fonte: PUBCHEM, 2020.

O benznidazol (Figura 4) é o medicamento de primeira escolha para o tratamento da
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doencga de Chagas, visto que apresenta menos efeitos adversos e melhor perfil de tolerabilidade
que o nifurtimox, além de ter melhores propriedades farmacocinéticas em niveis de 6rgaos e
células. E um farmaco derivado dos nitroimidazois que ndo possui mecanismo de agéo
totalmente elucidado. Sabe-se que tal mecanismo estd relacionado com a nitroreducdo do
farmaco e a ligagdo de seus metabolitos a0 DNA nuclear, ao k-DNA, as proteinas e lipideos do
Trypanosoma cruzi. Durante a fase aguda da infeccéo, o benznidazol possui sucesso terapéutico
de 76,0 a 100,0% dos casos, porém, a doenca nédo é frequentemente diagnosticada durante essa
fase, em virtude da sua sintomatologia inespecifica. Ainda, o sucesso terapéutico diminui
durante a fase crénica da doenga: em criancas de até 13 anos esta entre 60,0 e 93,0% e em
adultos com a doenga crénica tardia é de 2,0 a 40,0%. Assim como o nifurtimox, o benznidazol
também possui importantes efeitos adversos que levam ao abandono do tratamento em cerca de
9,0 a 29,0% dos casos. Os efeitos adversos mais observados em pacientes portadores da doenca
de Chagas sdo: hipersensibilidade (principalmente erupgdo cutanea), intolerancia digestiva,
anorexia, astenia, dor de cabeca, distdrbios do sono, neuropatia e depressdo do sistema imune
em consequéncia da depressdo da medula 6ssea (COURA; DE CASTRO, 2002; COURA;
DIAS, 2009; COURA; JUNQUEIRA, 2015; ESPUELAS et al., 2012; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018).

Figura 4: Estrutura quimica do benznidazol.

Fonte: PUBCHEM, 2020.



A variavel eficacia terapéutica do tratamento da doenca de Chagas esta intimamente
relacionada com a infeccdo ocorrer por distintas cepas de Trypanosoma cruzi, tendo em vista
que diferentes cepas do parasito possuem variados perfis de resisténcia aos medicamentos
disponiveis para o tratamento da doenca. Um estudo de Filardi e Brener (1987) relatou a
sensibilidade de 47 cepas de Trypanosoma cruzi frente ao nifurtimox e ao benznidazol. Nesse
estudo, os autores infectaram camundongos com as diversas cepas e observaram eficacias
terapéuticas entre 0 e 100%. As cepas que infectaram animais com taxas de cura que variaram
0 a 33% foram consideradas resistentes, parcialmente resistentes as cepas que infectaram os
camundongos com de 33 a 66% de taxa de cura e sensiveis as que infectaram camundongos
com taxas de cura que variaram entre 66 e 100% (FILARDI; BRENER, 1987). Outro estudo,
relacionado a resisténcia e suscetibilidade das cepas Y e Tulahuen do Trypanosoma cruzi ao
estresse oxidativo, relevou diferencas entre tais cepas, o que reforca a variada taxa de cura entre
pacientes portadores da doenca de Chagas (MIELNICZKI-PEREIRA et al., 2007).

A avaliacdo de cura do individuo portador da doenca de Chagas envolve saber se houve
cura parasitologica (eliminacgéo total dos parasitos da corrente sanguinea e dos tecidos) e cura
clinica (eliminacdo total dos sinais e sintomas). Devido a falta de marcadores de cura e de
progressao da infeccdo, diminui-se o estimulo para continuidade do tratamento da doenca,
principalmente por parte dos médicos que acompanham os pacientes infectados (COURA; DE
CASTRO, 2002; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RASSI JR; MARIN-NETO, 2010).

Vaérios fatores estdo envolvidos com os problemas relacionados a doenca de Chagas,
entre eles: saude publica, falta de marcadores precoces, fatores cientificos, econémicos,
educacionais, politicos e tratamento disponivel. Em relacdo ao tratamento, destaca-se a
necessidade de novos medicamentos com menos efeitos adversos, aumento de atividade
tripanocida e com menor custo, visto que os dois farmacos disponiveis ndo sdo totalmente
eficazes e demonstram importantes efeitos adversos. Entretanto, ocorre falta de investimento
em novas terapias para a doenca de Chagas, principalmente por parte da industria farmacéutica,
por se tratar de uma doenca negligenciada que remete em sua maior parte & uma populacao
debilitada do ponto de vista socioecondmico (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018; RASSI JR;
MARIN-NETO, 2010).

Apesar do cenario exposto, ha uma grande perspectiva em relacdo as novas opgdes de

tratamento, principalmente em relacdo a pesquisa de substancias provenientes de produtos
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naturais, uma vez que representam uma enorme fonte de substancias que podem possuir elevada
atividade contra protozoéarios (SALEM; WERBOVETZ, 2006).

1.3 Novas alternativas: produtos naturais

A pesquisa por novas alternativas para o tratamento da doenca de Chagas é essencial,
tendo em vista que o tratamento atual oferece baixa tolerancia e eficacia, especialmente durante
a fase cronica da infeccdo. Dentre as alternativas, estdo os produtos de origem natural, que
representam cerca de 40% dos produtos farmacéuticos do atual mercado, além de muitos ainda
ndo possuirem avaliagbes quanto a sua potencial atividade contra protozoarios (CALIXTO,
2003; COURA; DE CASTRO, 2002; CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; DA SILVA et al.,
2013; SALEM; WERBOVETZ, 2006).

Os produtos naturais sdo importantes fontes de agentes farmacoldgicos, inclusive,
muitos sdo usados para o tratamento de doencas infecciosas. Porém, a industria farmacéutica se
afastou da pesquisa de produtos de origem natural para focar em pesquisas relacionadas a
quimica combinatoria, na tentativa de aumentar a produtividade de novos medicamentos. Essa
abordagem néo resultou no aumento de tal produtividade, uma vez que o nimero de pedidos de
novos medicamentos diminuiu depois da adocao dessas medidas, o que enfatiza a importancia
retomada de pesquisas com produtos de origem natural para o desenvolvimento de novos
farmacos (SALEM; WERBOVETZ, 2006).

Para ocorrer o desenvolvimento de novos farmacos, importantes etapas devem ser
consideradas, sdo elas: isolar ou sintetizar o composto a ser testado; avaliar a atividade bioldgica
em por meio de testes in vitro e in vivo; identificar as diferencas entre o parasito e o hospedeiro;
fazer a relacdo estrutura-atividade da substancia isolada ou sintetizada objetivando melhorar
parametros farmacocinéticos; fazer estudos estruturais e realizar a producao de compostos com
variadas estruturas quimicas (COURA; DE CASTRO, 2002).

Apdbs o isolamento da substancia a ser testada, em conseguinte tem-se a etapa de
avaliacdo da atividade biologica in vitro. Para a determinacdo de tal atividade foram feitos
estudos sobre a quimioterapia da doenga de Chagas, os quais determinam critérios para
realizacdo desses estudos. Os critérios englobam: definir a linhagem celular, a cepa e a forma
evolutiva do Trypanosoma cruzi; fazer a automatizagéo dos procedimentos; determinar a I1Cso

(concentracdo necessaria para inibir 50,0% dos parasitos) e o IS (indice de seletividade) da
;



substancia testada e do benznidazol. Caso a seletividade determinada seja maior ou igual a 50,
estimula-se a continuidade com estudos in vivo (ROMANHA et al., 2010).

1.4 Moringa oleifera Lamarck

A Moringa oleifera Lam. (Figura 5), também conhecida como moringa, quiabo de-
quina, lirio, rabanete picante, acécia-branca, arvore-rabanete-de-cavalo, cedro e como
moringueiro, é uma planta medicinal e comestivel que pertence a familia Moringaceae. E uma
arvore nativa do norte da India que cresce em diversos paises tropicais e subtropicais devido a
sua capacidade de resisténcia a longos periodos de seca, além de possuir facil e rapido
crescimento. Muitas partes da arvore (raiz, casca, goma, folha, fruto, flores, sementes e éleo
das sementes) s&o usadas para tratar diversos tipos de doencas na india (ABDULKARIM et al.,
2005; JANG et al., 2008; PADAYACHEE; BAIJNATH, 2019).

Figura 5: Exemplares de arvores da espécie Moringa oleifera Lam.

Fonte: SEMENTES CAICARA, 2020.

Foram descritas diferentes atividades farmacolégicas da Moringa oleifera Lam., entre
elas: antimicrobiana, hipotensora, hipoglicémica, imunomodulatéria, anti-inflamatéria e
recentemente, atividade antiprotozoaria. Suas folhas sdo usadas como uma alternativa natural
de eliminagdo de vermes intestinais, bem como a sua casca como anti-inflamatorio. Ainda,
diferentes partes dessa planta sdo usadas para a extracdo de compostos fitoquimicos (alcaloides,
taninos, flavonoides, carotenoides, antraguinonas, antocianinas e proantocianidinas), que

8



contribuem para o tratamento de doencas de populacBes de paises em desenvolvimento
(GOYAL etal., 2007; PADAYACHEE; BAIJNATH, 2019).

Recentemente foi relatado que o extrato aquoso da flor de Moringa oleifera Lam.
(Figura 6) reduziu o nimero das formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi em todas as
concentragOes testadas, mostrando que a concentracao que lisou 50% das tripomastigotas apos
24 h foi de 54,18 ug/mL. O extrato apresentou atividade inibidora de tripsina especifica. Tal
atividade esta ligada a presenca do inibidor de tripsina proteica (MoFTI). O MoFTI também
promoveu a lise de tripomastigotas, apresentando concentracao letal para 50% dos parasitos
(CLso) de 41,20 pg/mL. Esse valor foi inferior ao determinado para o extrato de flor, sugerindo
que o MoFTI é o principal principio ativo. Em um estudo semelhante, foi constatado que a
incubacdo de MoFT]I levou a lise de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, uma vez que 0O
numero de células do parasito contadas nos tratamentos com MoFTI foi menor do que no
controle negativo do estudo. Apds 24 h, o valor de CLso constatado foi de 43,5 pg/mL. Nesse
mesmo trabalho, foi investigado o efeito do MoFTI na viabilidade de células humanas. Ap6s
24, 72 e 120 h, foi revelado que o MoFTI ndo afetou a capacidade dessas células para
metabolizar o MTT, em comparagdo com o controle negativo do estudo. Portanto, foi assumido
que, nas condicBes utilizadas, 0 MoFTI néo foi toxico para as células humanas. Foi observado
um numero significativamente maior de células viaveis em tratamento com o inibidor a 15,62
pg/mL, em comparagdo com o nimero de células do controle negativo, sugerindo que MoFTI
induziu proliferacdo celular ap6s exposicdo por 24 h (NOVA et al., 2020; PONTUAL et al.,
2018).

Figura 6: Exemplares de flores de Moringa oleifera Lam.

Fonte: PROJETO VERDE, 2015.



As protozooses, como a doenca de Chagas, geralmente ocorrem em paises tropicais ou
subtropicais que estdo em desenvolvimento. Além do extrato aquoso da flor de Moringa
oleifera, que apresentou um potencial tripanocida, destaca-se a necessidade de estudar a
atividade anti-Trypanososoma cruzi de extratos organicos de outras partes da planta.
Comprovando-se tal atividade, a Moringa oleifera Lam. poderia ser utilizada como estratégia
profilatica/quimioterapica de baixo custo, uma vez que oferece facil acesso e que possui 6timo

crescimento nessas regides (PADAYACHEE; BAIINATH, 2019; PEREZ-MOLINA;
MOLINA, 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que os Unicos medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca
de Chagas (benznidazol e nifurtimox) possuem variavel eficacia terapéutica (principalmente na
fase cronica da infec¢do), um grande nimero de efeitos adversos e, ainda, falta de interesse das
indUstrias farmacéuticas para combater tal doenca, enfatiza-se a necessidade de buscar novos
compostos ativos contra 0 Trypanosoma cruzi. Nesse sentido, a utilizacdo de extratos oleosos
provenientes das sementes da moringa pode vir a ser uma opcao de tratamento via produtos
naturais com potencial tripanocida, uma vez que ja foi relatada a atividade inibidora de tripsina
especifica do extrato aquoso das flores da moringa. Ressalta-se que a arvore de Moringa
oleifera Lam. possui 6timo crescimento em regiGes tropicais e subtropicais, que as suas
sementes sdo produzidas de forma relativamente rapida e que o processo de obtencdo dos

extratos organicos ja sdo procedimentos bem estabelecidos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade tripanocida in silico e in vitro de diferentes extratos oleosos de

sementes de Moringa oleifera Lamarck.

3.2 Objetivos especificos

Extrair os 6leos das sementes utilizando hexano, diclorometano e etanol como solventes

e calcular o rendimento dos diferentes extratos;
Identificar os compostos volateis dos diferentes extratos;

Avaliar os possiveis efeitos bioldgicos in silico das substancias identificadas sobre o

Trypanosoma cruzi;

Determinar a citotoxicidade in vitro dos extratos hexanico, diclorometanico e do

etandlico;
Avaliar a atividade tripanocida in vitro dos extratos contra formas epimastigotas;
Avaliar a atividade tripanocida in vitro dos extratos contra formas amastigotas;

Calcular o Indice de Seletividade dos extratos.
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4. METODOLOGIA
4.1 Extracdo do 6leo das sementes de Moringa oleifera Lam. e célculo do rendimento

A compra das sementes de Moringa oleifera Lam. foi realizada no dia 3 de abril de 2019
na empresa Arbocenter. As sementes adquiridas provém da cidade de Aracatuba — SP da safra
2019 (31/01/2019) latitude 20°56°19.72” S e longitude 50°40°6.17”.

As sementes foram beneficiadas, separando-se as sementes das cascas e impurezas. Em
seguida as sementes foram trituradas e secas em estufa até ter peso constante. As extracdes do
0leo de Moringa oleifera Lam. foram realizadas em aparelho extrator Soxhlet utilizando
diferentes solventes organicos (hexano, diclorometano e etanol) por um periodo de 8 h cada
extracdo. Apos as extragdes, o solvente foi rotaevaporado e os diferentes extratos foram obtidos.

Para calcular os rendimentos das extracdes, foi utilizada a Equacéo 1.

Equacdo 1: Rendimento = (PO x 100) / PT
PO: Peso do 6leo; PT: Peso da torta.

4.2 ldentificacdo dos compostos volateis nos extratos obtidos - Anélises por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

As amostras foram solubilizadas em hexano, acetado de etila ou metanol, de acordo com
a solubilidade de cada uma. Em seguida foram analisadas utilizando cromatografo a gas
acoplado ao espectrometro de massas, GC-MSD 5975, Agilent®, com as condi¢des de analise

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: CondicGes de CG/EM utilizadas para analise dos extratos de Moringa oleifera Lam.

Equipamento GC-MSD 5975, Agilent®

Coluna capilar HP-5MS 5% Fenil Metil Silox

Coluna cromatografica
(30 m X 250 pm X 0,25 pm)

Gas de arraste; vazdo Hélio; 1,4 mL/min
Modo de injecéao Splitless
Volume injetado 1pL
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Temperatura do injetor 290 °C

100 °C por 1 min, 5 °C/min até 200 °C,

Temperatura da coluna o _
10 °C/min até 290 °C, 290 °C por 10 min

Temperatura do detector 290 °C
Impacto eletrénico 70 eV
Tempo de corrida 40 min

Os compostos detectados foram identificados utilizando o software MSD Chemstation®
acoplado com a biblioteca de espectros de massa NIST/2.0 (National Institute of Standards and
Technology - Standard Reference Database).

4.3 Avaliacdo dos potenciais efeitos bioldgicos in silico sobre o Trypanosoma cruzi

Os compostos identificados por meio da CG/EM de cada extrato obtido a partir de
sementes de Moringa oleifera Lam. foram analisados in silico utilizando a ferramenta PASS
(Prediction Activity Spectra of Substances). Tal ferramenta possibilita analisar diversos efeitos
farmacoldgicos e mecanismos de agdo com base na estrutura quimica dos compostos e também
permite comparag6es com substancias que ja possuem atividades cientificamente comprovadas.
Os resultados das analises no PASS sao fornecidos como probabilidade de o composto ser ativo
(Pa) e inativo (Pi).

Visando avaliar o potencial para a atividade tripanocida dos constituintes identificados,
foram analisados os resultados de Pa e Pi para os efeitos biologicos: antiparasitario;
antiprotozoario; antiprotozoario (Trypanosoma); potencializador da atividade antiparasitaria;
potencializador de permeabilidade da membrana; inibidor de biossintese de parede celular;
inibidor da sintese de colesterol; regulador do metabolismo de nucleotideos; inibidor de acido

graxo sintase e inibidor de sintese de DNA.

Os resultados das analises foram expressos pela diferenga (Pa-Pi) e foram classificados
como: Pa-Pi < 0: insatisfatorio potencial; Pa-Pi < 0,2: baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: moderado
potencial; Pa-Pi > 0,5: alto potencial (SEIBERT et al., 2019).

4.4 Determinacdo da concentracdo citotoxica para 50% das células hospedeiras de
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Trypanosoma cruzi — Fibroblastos de murinos L929

A citotoxicidade in vitro dos diferentes extratos foi testada em fibroblastos L929 nao
infectados usando o corante alamarBlue®. As células foram expostas aos extratos em
concentragdes crescentes (40,0, 1.250,0, 2.500,0, 5.000,0, 10.000,0 e 20.000,0 pg/mL). Apds 0
periodo de incubagdo com os extratos, foi adicionado o alamarBlue® e a absorbancia foi medida
entre 570 e 600 nm apds entre 4 e 6 h. Os valores de CCsg foram calculados por interpolacéo

linear.
4.5 Atividade tripanocida em epimastigotas

As formas epimastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi foram obtidas em fase de
crescimento exponencial. O namero de parasitos foi determinado pela contagem em uma
camara de Neubauer. Em seguida, os parasitos foram suspensos em meio LIT, suplementado
com soro bovino fetal a 10,0% inativado a 56 ° C e a concentracdo de epimastigotas foi ajustada
para 5 x 10° epimastigotas/mL. Os extratos foram incubados em placas de 48 pogos contendo
800 uL de suspensdo de parasitos ¢ 200 uL. de extratos testados em diferentes concentracfes
(50,0, 25,0, 12,5, 6,3, 3,2, 1,6, 0,8 ¢ 0,4 pg/mL) diluidos em DMSO estéril para 72 h em
triplicata. Os parasitos incubados na auséncia dos extratos, ou seja, em meio LIT na auséncia e
presenca de DMSO a 1,0% foram utilizados como controle negativo e na presenga de
benznidazol (50,0, 25,0, 12,5, 6,3, 3,2, 1,6, 0,8 ¢ 0,4 pug/mL) como controle positivo. A
atividade foi determinada pela contagem em uma cadmara de Neubauer e os valores de 1Cso
foram calculados por interpolagéo linear com o auxilio do software CompuSyn. Os testes foram

realizados 2 vezes para avaliar a reprodutibilidade dos resultados.
4.6 Atividade tripanocida em amastigotas

A atividade tripanocida foi avaliada em células L929 (fibroblastos de camundongo)
infectadas com a cepa Tulahuen do Trypanosoma cruzi. Para o bioensaio, 4.000 células L929
foram adicionadas a cada po¢o de uma placa de microtitulagdo de 96 pogos. Apos incubagéo
durante a noite, 40.000 tripomastigotas foram adicionados as células e incubados por 2 h. Em
seguida, 0 meio contendo 0s parasitos extracelulares foi substituido por 200 uL. de meio fresco
e a placa foi incubada por mais 48 h para estabelecer a infecgcéo. Para a determinacgéo de 1Csy,
as células infectadas foram expostas aos extratos em diferentes concentragdes (40,0, 1.250,0,
2.500,0, 5.000,0, 10.000,0 e 20.000,0 ug/mL) e a placa foi incubada. Apés o periodo de
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incubagdo, 50 uL de 500 uM de Vermelho de Clorofenil-p-D-Galactopiranosideo (CPRG) em
Nonidet P40 a 0,5% foram adicionados a cada poco e a placa foi incubada por 16 a 20 h, apds
o qual foi medida a absorvancia a 570 nm. Foram utilizados controles com células nédo
infectadas, células infectadas ndo tratadas, células infectadas tratadas com benznidazol a 3,8
UM (controle positivo) ou DMSO 1%.

Os resultados foram expressos como a porcentagem de inibicdo do crescimento de
Trypanosoma cruzi em células testadas com os extratos em comparacdo com as células

infectadas e as células néo tratadas. Os valores de 1Cso foram calculados por interpolagéo linear.
4.7 Indice de Seletividade (1S)

O IS foi determinado com base no valor de CCso na célula hospedeira dividido pelo

valor de ICso do parasito.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo e rendimento do extrato hexanico, extrato diclorometanico e do extrato

etandlico

Apds a extracdo, os extratos obtidos tiveram o seu rendimento calculado. Foram obtidos
11,0 g do extrato hexanico, 9,1 g do extrato diclorometéanico e 7,5 g do extrato etanélico o que
equivale ao rendimento apresentado pela Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento do extrato hexanico, diclorometanico e etandlico das sementes de

Moringa oleifera Lam.

AMOSTRAS RENDIMENTO (%)
Extrato Hexanico 40,7
Extrato Dicolorometénico 37,0
Extrato Etandlico 27,3

Comparando-se os trés extratos, observa-se maior rendimento para o extrato hexanico
(40,7%), seguido pelo diclorometanico (37,0%). O extrato oleoso com o0 menor rendimento foi
o etandlico (27,3%). Os maiores valores de rendimento para 0s extratos hexanico e
diclorometanico, evidenciam a maior eficiéncia dos solventes de menor polaridade em extrair
substancias de natureza apolar, como as que compdem os 6leos vegetais de maneira geral, em
outras palavras, observa-se que quanto menor a polaridade do solvente extrator, maior é 0
rendimento de extracdo dos 6leos de sementes de Moringa oleifera Lamarck. O 6leo vegetal
obtido via extracdo com hexano apresenta diversos acidos graxos, inclusive, 66,26% de acido
oleico, reforcando a maior eficiéncia do solvente mencionado em extrair os componentes de
baixa polaridade das sementes de moringa (ANDRADE et al., 2011). Além disso, os resultados
de rendimento encontram-se de acordo com o que jé esté relatado na literatura (ANUNCIACAO
et al., 2020; ANWAR; BHANGER, 2003).

5.2 Identificacdo dos compostos volateis presentes no extrato hexanico, no extrato
diclorometanico e no extrato etanolico - Analises por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM)

Apo0s constatar o rendimento satisfatorio das extragdes, foi realizada a caracterizagdo
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dos extratos. A Tabela 3 mostra os compostos volateis identificados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) no extrato hex&nico e no extrato
diclorometanico das sementes de Moringa oleifera Lam. Nao foram identificados compostos
volateis no extrato etandlico, provavelmente pelo etanol ter extraido compostos de maior
polaridade, o que impede a identificagdo por CG/EM, visto que tal técnica possui como
limitaco a identificacdo de somente moléculas apolares ou de média polaridade, termoestaveis
e volatilizaveis (ALMEIDA, 2004; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Tabela 3: Compostos volateis identificados no extrato hexanico e diclorometanico de sementes

de Moringa oleifera Lam. por CG/EM.

SUBSTANCIAS Extrato hexanico (%) Extrato diclorometanico (%)
Acido octanoico 2.88 -
Acido decanoico 1.05 -
Acido hexadecanoico 6.34 4.34
Acido hexadecanoico, éster etilico 0.31 -

Acido 8-octadecenoico, éster

metilico 072 280
Acido 6-octadecenoico 57.49 36.72
Etil oleato 5.92 3.53
Acido oleico 0.95 1.01
9-octadecenal (2) 9.69 18.63
Esqualeno 0.72 0.82
Alfa-tocoferol 0.86 1.26
Campesterol 1.11 2.34
Estigmasterol 1.77 2.92
gamma-Sitosterol 2.55 4.75
Estigmast-4-en-3-ona 0.80 -
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Acido 9-octadecenoico (Z) -, éster
2-hidroxi-1- (hidroximetil) etil

- 0.81

Acido docosanoico, éster metilico - 0.71

Foram identificados quinze compostos do extrato hexanico e treze compostos do extrato
diclorometanico, sendo que onze das substancias identificadas estdo presentes em ambos. Os
compostos volateis em maior quantidade nos dois extratos séo: etil oleato (Figura 7), acido
hexadecanoico (Figura 8), 9-octadecenal (Z) (Figura 9) e acido 6-octadecenoico (Figura 10),

sendo a Ultima a mais abundante.

Figura 7: Estrutura quimica do etil oleato.

Fonte: PUBCHEM, 2020.

Figura 8: Estrutura quimica do acido hexadecanoico.

Fonte: PUBCHEM, 2020.
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Figura 9: Estrutura quimica do 9-octadecenal (Z).

Fonte: PUBCHEM, 2020.

Figura 10: Estrutura quimica do &cido 6-octadecenoico.

Fonte: PUBCHEM, 2020.

Vale ressaltar que os compostos identificados ndo representam a composicao total dos
extratos devido as limitacbes do CG/EM ja mencionadas. Outras analises seriam necessarias
para a identificacdo dos compostos supostamente polares, ndo identificados, como em
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC/MS), tendo em vista que 0
acoplamento de um cromatdgrafo a liquido com o espectrbmetro de massas combina alta
seletividade e eficiéncia de separacdo (vantagens da cromatografia) com informacéo estrutural,
massa molar e aumento de seletividade e detectabilidade (vantagens da espectrometria de
massas) (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; OSHITA; JARDIM, 2015; PRESTES et
al., 2009).

5.3 Avaliacao dos potenciais efeitos bioldgicos in silico sobre o Trypanosoma cruzi

Tendo identificado os compostos volateis de dois dos trés extratos, avaliou-se potenciais

efeitos biologicos que tém sido relatados como alvos contra o Trypanosma cruzi, com a
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finalidade de classificar os compostos ativos e direcionar os experimentos que foram feitos
posteriormente, facilitando e reduzindo custos no processo de desenvolvimento de novos
farmacos (CARADONNA et al., 2013; GUTTERIDGE, 1976; T.J. SCHMIDT et al., 2012;
URBINA; DOCAMPO, 2003). A andlise dos possiveis efeitos biologicos foi realizada para
predizer se as substancias identificadas poderiam possuir algum efeito sobre o Trypanosoma

cruzi.

A Tabela 4 mostra os resultados dos potenciais efeitos bioldgicos in silico dos
compostos identificados no extrato hexanico e diclorometanico de sementes de Moringa
oleifera Lam. por CG/EM sobre o Trypanosoma cruzi utilizando o PASS (SEIBERT et al.,
2019). De acordo com os resultados, todos os compostos identificados apresentaram pelo menos
moderado potencial para no minimo um dos efeitos bioldgicos sobre o Trypanosoma cruzi. A
maioria das substancias identificadas por CG/EM apresentaram moderado potencial
antiparasitario. Os compostos etil oleato (substdncia em grande quantidade em ambos os
extratos) e esqualeno, se destacaram, visto que apresentaram alto potencial para 0 mesmo efeito.
O alfa-tocoferol apresentou baixo potencial antiparasitario e 0s compostos campesterol,
estigmasterol, gamma-Sitosterol e estigmast-4-en-3-ona potencial ndo indicado ou

insatisfatorio.

Como o Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado, também foi avaliado o
potencial antiprotozoario. A maioria das substancias apresentaram de insatisfatorio a baixo
potencial para tal atividade, com excecdo do esqualeno, que apresentou moderado potencial
antiprotozoario. Também foi avaliado o potencial antiprotozoario especifico para o género
Trypanosoma. Curiosamente, foi possivel observar que os resultados para essa atividade
corroboraram com os do potencial antiparasitario, sendo o esqualeno, 0 composto com alto

potencial para tal atividade.

A associacao de farmacos € uma das estratégias utilizadas na tentativa de melhoria da
quimioterapia atual da doenca de Chagas (CUNHA et al., 2019). Sendo assim, foi analisada a
possibilidade de haver efeito potencializador de atividade antiparasitaria para o caso da
utilizacdo dos diferentes compostos identificados juntamente com os farmacos eficazes para o
tratamento da doenga de Chagas (benznidazol ou nifurtimox). De acordo com os resultados, foi
observado que o potencial das substancias variou entre insatisfatorio e baixo, descartando um

efeito sinérgico entre tais substancias e os farmacos com eficacia ja comprovada. Assim como
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o efeito potencializador de atividade antiparasitéria, o efeito como inibidor de acido graxo
sintase também foi descartado, visto que os resultados apontaram para insatisfatorio ou baixo

potencial para tal.

Com relacdo a avaliacdo do provavel efeito potencializador de permeabilidade da
membrana, observa-se os maiores valores de Pa-Pi para todas as substancias identificadas. As
substancias apresentaram de moderado a alto potencial para esse efeito, sugerindo que essas
agiriam sobre o Trypanosoma cruzi predominantemente por esse efeito bioldgico. Vale
destacar, que duas das quatro substancias majoritarias dos dois extratos, o acido hexadecanoico
e 0 4cido 6-octadecenoico apresentaram alto potencial para permeabilidade de membrana, o que
indica maior probabilidade de atividade tripanocida para os extratos. Tal efeito pode estar
relacionado com a natureza pouco polar das substancias identificadas, visto que uma menor
polaridade facilita a interacdo com os constituintes da membrana, levando a alteracdo de
estrutura, perda de funcdo e consequentemente a morte do parasito (AZEREDO et al., 2014).
Outros autores apontam que o efeito de permeabilidade de membrana de substancias vem sendo
eficaz contra o Trypanosoma cruzi, o que reforca o potencial tripanocida das substancias
identificadas neste estudo (CONSERVA et al., 2019; GRECCO et al., 2017).

Os demais potenciais efeitos bioldgicos estudados, bem como: inibidor de biossintese
de parede celular, inibidor da sintese de colesterol, regulador do metabolismo de nucleotideos
e inibidor de sintese de DNA, indicaram majoritariamente um moderado potencial para tais
efeitos para a maioria das substancias identificadas, inclusive para as que estdo em maior
guantidade no extrato. O alfa-tocoferol foi uma excecdo, visto que apresentou alto potencial
como regulador do metabolismo de nucleotideos, entretanto, deve-se considerar que tal
substancia estd em baixa quantidade tanto no extrato hexanico, quanto no extrato

diclorometanico das sementes de Moringa oleifera Lam..
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Tabela 4: Previsoes in silico dos compostos identificados do extrato hexanico e do extrato diclorometanico das sementes de Moringa oleifera Lam. sobre o

Trypanosoma cruzi utilizando o PASS.

POTENCIAL EFEITO BIOLOGICO*

A - Potencializador  Inibidor de - Regulador do  Inibidor  Inibidor
SUBSTANCIAS . L . - Antiprotozoario Potenc_la_llzador de biossintese In]bldor da metabolismo  de acido de
Antiparasitario  Antiprotozoario de atividade - sintese de .
(Trypanosoma) . YRR permeabilidade de parede de graxo sintese
antiparasitaria colesterol . ’
de membrana celular nucleotideos sintase de DNA
Acido octanoico 0,34 - 0,359 0,012 0,556 0,333 0,376 0,493 0,069 0,357
Acido decanoico 0,34 - 0,359 0,012 0,556 0,333 0,376 0,493 0,069 0,357
Acido hexadecanoico 0,34 - 0,359 0,012 0,556 0,333 0,376 0,493 0,069 0,357
Acido hexadecanoico, 0,462 0,079 0,332 0,002 0,465 0,242 0,303 0,446 0088 0,322
) éster etilico
Acido 8-octadecenoico, 0,451 0,11 0,373 0,007 0,508 0,177 0,334 0,057 0095 0,278
éster metilico
Acido 6-octadecenoico 0,416 - 0,451 - 0,575 0,254 0,389 0,376 0,098 0,335
Etil oleato 0,508 0,087 0,42 - 0,495 0,132 0,319 0,33 0,109 0,297
Acido oleico 0,416 - 0,451 - 0,575 0,254 0,389 0,376 0,098 0,335
9-octadecenal (2) 0,34 0,039 0,428 - 0,468 0,209 0,26 - 0,098 0,264
Esqualeno 0,544 0,376 0,584 - 0,577 0,177 - 0,255 0,1 0,207
Alfa-tocoferol 0,029 - - - 0,487 - - 0,824 - -
Campesterol - 0,02 - - 0,498 - - - - -
Estigmasterol - - - - 0,398 - - - - -
gamma-Sitosterol - 0,022 - - 0,482 - - - - -
Estigmast-4-en-3-ona - - - - 0,325 - - - - -
Acido 9-octadecenoico
(2) -, éster 2-hidroxi-1- 0,393 0,162 0,403 - 0,588 0,069 - 0,243 0,087 0,425
(hidroximetil) etil
Acido docosanoico, 0,404 0,107 0,293 0,021 0,48 0,274 - 0,225 0,067 0,305

éster metilico

*:Valores da diferenca Pa-Pi; -: Nao indicado ou insatisfatorio; Pa-Pi < 0,2: baixo potencial; Pa-Pi < 0,5: moderado potencial; Pa-Pi > 0,5: alto potencial.
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5.4 Citotoxicidade, atividade tripanocida e indice de seletividade

No Brasil, 0 benznidazol € o Unico medicamento utilizado no tratamento da doenca de
Chagas. Justamente por isso, foi a Gnica substancia usada como um controle em todos os ensaios
bioldgicos do estudo. Devido aos importantes efeitos adversos causados por esse farmaco e ao
acumulo de resisténcia por diferentes cepas do parasito, tem sido investigada a atividade
tripanocida de diferentes compostos na busca por novos tratamentos da doenca (MOREIRA et
al., 2014; SANDES et al., 2010).

Ja é bem conhecido que as substancias com potencial para uso na terapia de doencas
infecciosas, como a doencga de Chagas, precisam ser tdxicas para os parasitos sem afetar a
viabilidade das células hospedeiras, ou pelo menos causar mais danos aos parasitos do que aos
hospedeiros. Por isso, foi investigada a citotoxicidade dos extratos em relacdo as células
infectadas pelo Trypanosoma cruzi (fibroblastos de murinos da linhagem L929), para que fosse
possivel determinar a CCso dos extratos para essas células e também calcular o seu indice de
seletividade. Constatou-se que todos os extratos possuem citotoxicidade inferior ao do
benznidazol, sendo o extrato hexanico das sementes de Moringa oleifera Lam. o menos
citotoxico (CCso = > 20.000,0 pg/mL), indicando uma maior seguranga no uso desses extratos.
(BERMUDEZ et al., 2016).

Comprovada a baixa citotoxicidade, para uma triagem inicial, os extratos hexanico,
diclorometénico e etanélico das sementes de Moringa oleifera Lam. foram avaliados quanto a
atividade tripanocida em formas epimastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi, normalmente
presentes no intestitino do hospedeiro invertebrado da doenca de Chagas (Tabela 5)
(MENEZES et al., 2015; MOREIRA et al., 2014). Observa-se que entre os extratos do estudo,
0s mais ativos, foram o hexanico (ICso = 14,7 pg/mL) e o diclorometanico (ICso = 14,9 pg/mL).
O extrato etandlico foi 0 menos ativo (ICso = 33,4 ug/mL). Entretanto, o benznidazol ainda foi
mais ativo que todos os extratos, apresentando um ICso de 1,0 pg/mL. A concentragdo inibitoria
para 50% dos parasitos relativamente proxima e baixa do extrato hexanico e diclorometanico
pode estar relacionada com a composi¢cdo muito parecida constatada pela CG/EM, bem como
com os diversos possiveis efeitos biologicos constatados na avaliacdo in silico. Ainda
comparando esses dois extratos, o resultado um pouco melhor do extrato hexanico pode ser

devido ao fato de que trés das quatro substancias majoritarias identificadas dos dois extratos,
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etil oleato (alto potencial antiparasitario), acido 6-octadecenoico (alto potencial para
potencializador de permeabilidade e membrana) e &cido hexadecanoico (alto potencial para
potencializador de permeabilidade e membrana), estdo em maior quantidade no extrato
hexanico. Vale ressaltar, que a composicao de extratos em geral € muito complexa, podendo ter
substancias ativas e inativas que ndo foram identificadas em contato com o parasito ao realizar

0 ensaio.

Tabela 5: Atividade tripanocida do extrato hexanico, diclorometénico e etandlico em formas
epimastigotas da cepa Y do Trypanosoma cruzi, citotoxicidade em fibroblastos de murinos da

linhagem L929 e indice de seletividade.

ICso (ug/mL) — Formas  CCso (ug/mL) — Células IS — Formas

AMOSTRAS ] ) . .
Epimastigotas L929 Epimastigotas
Extrato Hexanico 14,7 > 20.000,0 > 1.360,5
Extrato Dicolorometanico 14,9 4.193,9 2815
Extrato Etandlico 33,4 >10.000,0 > 2994
Benznidazol 1,0 >500,0 >500,0

ICs0: concentracdo que inibe 50% dos parasitos; CCso: concentracdo citotdxica para 50% das células; IS: indice de
seletividade.

Apds avaliar a atividade anti-Trypanosoma cruzi nas formas extracelulares do parasito,
foi avaliada a atividade tripanocida nas formas amastigotas intracelulares da cepa Tulahuen do
Trypanosoma cruzi, presentes nas fases aguda e cronica da doenga de Chagas (Tabela 6).
Diferentemente dos resultados em formas epimastigotas da cepa Y do Trypanosmoa cruzi, 0s
extratos apresentaram baixa (extrato hexanico e etandlico) ou nenhuma atividade (extrato
diclorometanico) contra o parasito, sugerindo uma maior resisténcia dessas formas contra as
substancias com potencial presentes nesses extratos ou uma possivel protecdo da célula
hospedeira, visto que as formas amastigotas do parasito s&o intracelulares. Destaca-se, ainda,
que essa grande diferenca entre o perfil de atividade tripanocida pode ser devido as diferentes
cepas utilizadas no estudo, levando em consideragdo que diferentes cepas de Trypanosoma
cruzi, possuem diferentes perfis de resisténcia e de comportamento (DE VALAMIEL
OLIVEIRA-SILVA etal., 2015; VELOSO et al., 2001). Um estudo recente com uma substancia

de origem natural, a licnopholida, demonstrou que tal substancia obteve melhor performance
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contra o Trypanosoma cruzi quando formulada em nanocéapsulas poliméricas. A forma livre da
licnopholida foi menos eficiente, indicando que estudos nesse sentido, poderiam melhorar a
acao tripanocida dos compostos dos extratos de sementes de Moringa oleifera Lam.
(BRANQUINHO et al., 2020).

Tabela 6: Atividade tripanocida do extrato hexanico, diclorometénico e etandlico em formas
amastigotas da cepa Tulahuen do Trypanosoma cruzi, citotoxicidade em fibroblastos de

murinos da linhagem L929 e indice de seletividade.

ICso (Ug/mL) — Formas  CCso (ug/mL) — Células IS — Formas

AMOSTRAS ) )
Amastigotas L929 Amastigotas
Extrato Hexanico >10.000,0 > 20.000,0 >2,0
Extrato Dicolorometanico Inativo 4.193,9 -
Extrato Etandlico >5.000,0 >10.000,0 >20
Benznidazol 0,4 >500,0 >1.250,0

ICso: concentracdo que inibe 50% dos parasitos; CCsp: concentracao citotoxica para 50% das células; IS: indice de

seletividade.

A capacidade dos extratos em lisar o parasito € maior que a capacidade em afetar a
viabilidade da célula hospedeira, apenas variando a intensidade de atividade tripanocida de
acordo com a forma evolutiva do parasito. Esse resultado pode ser claramente observado ao
observar o indice de seletividade (IS) dos extratos nas formas epimastigotas do Trypanosoma
cruzi. Nesse sentido, novamente o extrato hexanico (IS = >1.360,5) se destacou, pois,
apresentou um IS superior ao do farmaco de referéncia (IS = >500,0), indicando potencial desse
extrato ou de algumas substancias presentes nesse extrato para novos tratamentos da doenca de

Chagas.
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6. CONCLUSAO

Os compostos identificados nos extratos hexanico e diclorometanico das sementes de
Moringa oleifera Lam. indicaram in silico, alta probabilidade para o efeito potencializador de
permeabilidade da membrana. Todos 0s extratos apresentaram seguranca in vitro e se
mostraram mais potentes in vitro contra as formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi quando
comparados com as formas amastigotas do parasito, mostrando que estudos mais especificos

seriam necessarios para avaliar a possibilidade do uso desses extratos em futuros tratamentos.
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