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1. INTRODUGAO

Giardia duodenalis (sin. Giardia lamblia, Giardia intestinalis), protozoario
que parasita o intestino delgado de varias espécies de mamiferos, é
considerado um dos 10 principais parasitas que infectam o homem,
especialmente, nos paises em desenvolvimento, onde é uma das principais
causas de diarréia infecciosa (THOMPSON et al., 1990).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (2000), estima-se que haja
200 milhées de pessoas com giardiase sintomatica no mundo e 500 mil novos
casos registrados anualmente em populacdes residentes na Asia, Africa e
América Latina. Apesar da infecgao por Giardia apresentar ampla distribuicao
mundial, os indices de prevaléncia variam nas diferentes regides do mundo, no
entanto, as maiores prevaléncias sdo observadas em areas onde as condi¢des
sanitarias e soécio-econbmicas da populagdo sao precarias. Nessas
populagdes, além da alta prevaléncia, essa infecgdo € uma das causas mais
comuns de diarréia infecciosa, sobretudo em criancas (APPELBEE et al.,
2005).

Quanto a biologia, Giardia duodenalis apresenta um ciclo de vida
relativamente simples, que envolve duas formas evolutivas distintas, o
trofozoito e o cisto. O trofozoito € a forma que coloniza o intestino delgado do
hospedeiro, enquanto que o cisto consiste na forma de resisténcia sendo,
portanto, responsavel pela transmissdo do parasita. A maioria das infecgdes
por Giardia € adquirida a partir da ingestdo de cistos presentes na agua, nos
alimentos ou no ambiente contaminados com fezes. A agua consiste em um

importante veiculo para a transmissao de Giardia, seja pela ingestdo direta ou
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indiretamente pelo consumo de alimentos ou bebidas preparados com agua
contaminada, além da contaminacdo acidental durante as atividades
recreativas. De acordo com informacdes apresentadas por KARANIS e
colaboradores (2007), até 2007, no mundo, de 325 registros de surtos
associados a veiculagdo hidrica e causados por parasitas intestinais, em
aproximadamente 40% dos casos, Giardia foi reconhecido como o agente
contaminante. Além da transmissao hidrica, a transmissao direta de pessoa a
pessoa tem importancia, principalmente, na disseminagdo do parasita entre
criangas que frequentam creches e escolas.

No que se refere a sintomatologia, a infeccdo por Giardia apresenta um
espectro clinico diverso, que varia desde individuos assintomaticos até
pacientes sintomaticos com quadro de diarréia aguda ou crdnica. Maior
impacto clinico da infecgao por Giardia tem sido observado em individuos
malnutridos, imunocomprometidos e em criancas. Vale destacar que nos
paises em desenvolvimento, onde a desnutricido € um dos grandes problemas
de saude da populacdo, especialmente na infancia, complicacdes decorrentes
da giardiase, como a diarréia persistente e a ma absorgéo intestinal, podem
determinar déficit no crescimento linear e ponderal e impedir o
desenvolvimento cognitivo das criangas (FARTHING et al., 1986).

Ainda hoje, o tratamento da infeccdo tem sido uma das principais
alternativas adotadas para o controle da giardiase. Atualmente, as principais
drogas empregadas no tratamento da infecgdo incluem compostos derivados
dos 5-nitroimidazdis (metronidazol, tinidazol, ornidazol, secnidazol), dos
nitrofuranos (furazolidona), dos corantes de acridina, dos benzimidazois

(albendazol) e, mais recentemente, dos 5-nitrotiazois. Muito embora estas
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drogas apresentem altas taxas de cura, o tratamento ainda exibe
inconvenientes associados a alta incidéncia de efeitos colaterais, sobretudo
para as criancas que, com frequéncia, devido as reinfec¢des, necessitam ser
tratadas varias vezes (THOMPSON & REYNOLDSON, 1993).

Dentre as drogas disponiveis, 0 metronidazol, tem sido o medicamento
de escolha para o tratamento da giardiase, eliminando a infecgdo em 80 a 95%
dos individuos tratados (GARDNER & HILL, 2001). Varios estudos tém
demonstrado in vitro e in vivo a eficacia deste quimioterapico sobre trofozoitos
de Giardia (BOREEHAM et al., 1986; PAGET et al., 1989; WEBSTER, 1990),
sendo que o seu efeito estd associado a alteragdo no DNA do parasita (LIU et
al., 2000; SANGSTER et al.,, 2002). A ferredoxina, proteina presente no
parasita, ao ser reduzida pela enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase, ativa
0 grupo 5-nitro do metronidazol, radical que da toxicidade a substancia, sendo
responsavel por alteragdes no DNA do parasita, impedindo-o de se multiplicar
(LIU et al, 2000; SANGSTER et al., 2002).

A despeito da eficiéncia comprovada e da ampla utilizagao, o tratamento
com o metronidazol apresenta muitos efeitos colaterais, como nauseas,
voémitos, vertigens, gosto metalico desagradavel ao paladar, glossite, dores de
cabeca, urticaria e pancreatites ocasionais e, em alguns pacientes,
complicagbes como toxicidade do sistema nervoso central e leucemia

transiente (THOMPSON & REYNOLDSON, 1993).

Além disso, efeitos mutagénicos e carcinogénicos foram detectados,
respectivamente, em bactérias e roedores, quando altas doses do composto
foram empregadas durante longos periodos (UPCROFT & UPCROFT, 2001;

BENDESKY et al., 2002). Este efeito carcinogénico em humanos ainda é uma
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questdo a ser investigada, pois todos os estudos realizados até o presente
momento apresentaram resultados ambiguos; ha experimentos que
consideraram o metronidazol como um fator de risco para o cancer de pulméo
e outros que nao revelaram nenhum aumento dos indices de cancer nos
grupos tratados com a droga (BENDESKY et al., 2002). Recentemente, foi
possivel verificar que esta resisténcia ocorre devido a uma alteragdo na
transcricdo dos RNAs mensageiros que codificam as proteinas piruvato-
ferredoxina oxidorredutase e ferredoxina, levando a uma diminuicdo da
ativacdo do metronidazol e alteragao da sua atividade sobre o parasita (LIU et
al., 2000; SANGSTER et al., 2002).

Entre outras limitagdes do uso do metronidazol, em alguns casos, tem-
se observado baixa eficacia do metronidazol na eliminagdo do parasita no
intestino, fato que tem sido associado a resisténcia de cepas de Giardia ao
tratamento com esta droga (KULDA & NOHYNKOVA, 1995; BARAT &
BLOLAND, 1997). Ha relatos de que a prevaléncia de resisténcia clinica ao
metronidazol é superior a 20% (FARTHING, 1996) e, muitas vezes, com taxas
de recorréncia superiores a 90% (ZAAT et al., 1997).

Mesmo que a avaliagao de outros quimioterapicos tenha revelado novas
opgdes para o tratamento da giardiase, como, por exemplo, os compostos
albendazol e nitazoxanida, ainda persistem a ocorréncia de efeitos colaterais e
a possibilidade de refratariedade aos tratamentos instituidos.

Em busca de alternativas para o tratamento das infec¢des parasitarias,
diferentes principios ativos disponiveis na natureza, sejam de origem animal ou
vegetal, tém sido avaliados com esse objetivo. Estes estudos tém demonstrado

resultados promissores que reforcam o fato de que, entre os produtos
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bioldgicos existem substancias que apresentam atividade antiparasitaria, sem,
contudo, causar prejuizos ao hospedeiro (ANTHONY et al., 2005; CALZADA et
al., 2006; ANTHONY et al., 2007).

No que se refere a infeccdo por Giardia, até o presente, ainda sao
poucas as investigacdes, mas tem sido crescente o interesse em se avaliar o
potencial giardicida de diferentes produtos naturais. Além disso, o
desenvolvimento do cultivo axénico, ou seja, a manutengao e o crescimento do
parasita em meio de cultura isento de outros organismos, tem permitido
avancgos significativos na avaliagdo de varias substancias. Geralmente, nos
ensaios in vitro, o efeito de cada substancia testada sobre os trofozoitos €
avaliado considerando-se alguns dos seguintes parametros: (1) alteragdes
morfoldgicas; (2) redugdo da viabilidade; (3) inibicdo do crescimento e/ou da
aderéncia e (4) alteragbes no metabolismo.

Dentre os produtos naturais ja investigados, incluem-se os extratos e
Oleos essenciais das plantas (HAWRELAK, 2009; ANTHONY et al., 2005), a
prépolis (MIYARES et al.,1988; FREITAS et al., 2006; ABDEL-FATTAH et al.,
2007) e até venenos de serpentes (SHINOHARA et al., 2006).

Até o presente, a maioria das investiga¢des tem revelado que as plantas
representam uma importante fonte de moléculas bioativas, além do que, ha
muitos séculos, tém sido empregadas para o tratamento das mais diversas
enfermidades, desde dores de cabeca até as infecgcdes parasitarias
(ANTHONY et al., 2005). No entanto, como grande parte do conhecimento
sobre o0 uso terapéutico das plantas se baseia nas indicagdes populares, ainda

sao necessarias pesquisas que demonstrem a real efetividade dos remédios
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derivados de plantas e os respectivos mecanismos de acao (AMARAL et al.,
2006).

Atualmente, estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos tém
demonstrado entre muitas aplicacbes, a ampla utilizacdo de diferentes
espécies de plantas no tratamento de disturbios gastrintestinais, como a
diarréia, que consiste em uma das manifestacdes clinicas mais frequentes nas
infecgdes causadas por parasitas intestinais, inclusive Giardia.

Um dos primeiros estudos desenvolvidos com o propdsito de avaliar a
atividade giardicida de plantas foi realizado na Africa em 1995. Nessa
investigacao, JOHNS et al. (1995) testaram 36 espécies de plantas nativas
empregadas no tratamento de disturbios gastrintestinais pela populagao local e
demonstraram in vitro que extratos obtidos de 21 espécies promoveram a
morte ou inibigdo do crescimento dos trofozoitos de Giardia.

Posteriormente, empregando extratos e fracbes obtidas de espécies de
plantas dos continentes americano e asiatico, outros autores demonstraram o
efeito giardicida desses compostos (AGARWAL et al., 1997; McALLISTER et
al., 2001; CALZADA et al., 2006). A despeito dos poucos estudos realizados
até o momento, a maior contribuicdo nessa area provém de pesquisas
desenvolvidas no México, onde diversas espécies de plantas sdo empregadas
na medicina popular para o tratamento das enfermidades gastrintestinais.
(CALZADA et al., 2006; PEREZ-ARRIAGA et al., 2006; PONCE-MACOTELA et
al., 2006; CALZADA et al., 2010).

No que se referem as plantas brasileiras, diversas espécies sao ricas
fontes de compostos que podem ser uteis no desenvolvimento de novos

farmacos, entretanto muitas substancias isoladas e caracterizadas quanto a
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composicao quimica ainda nao foram avaliadas quanto as propriedades
biolégicas. Com base nas indicagbes populares, uma variedade de plantas
brasileiras é utilizada no tratamento de disturbios gastrintestinais e/ou infecgbes
causadas por parasitas intestinais. At¢é o momento, muito embora o Brasil
possua a maior diversidade de espécies vegetais do mundo, ainda sao
escassas as evidéncias cientificas que confirmam o potencial antiparasitario
das plantas e de seus componentes ativos, especialmente no que se refere a
infeccdo por Giardia. Considerando os cerca de 20 estudos sobre o efeito
giardicida de componentes ativos de diferentes espécies de plantas, apenas
quatro foram realizados no Brasil (GADELHA et al., 2005; VIDAL et al., 2007;
de ALMEIDA et al., 2007; BRANDELLI et al., 2009).

Atualmente, varias plantas da flora nacional ttm despertado o interesse
nao apenas pela importancia etnobiolégica e etnofarmacoldgica, mas também
pela necessidade de se estabelecer a conservagao e o manejo sustentavel das
espécies. Muitas dessas espécies compdem a flora do Cerrado brasileiro, a
maioria ainda utilizada de forma empirica pela populagdo, como € o caso de
Astronium fraxinifolium Schott, planta pertencente a familia Anacardiaceae e
popularmente conhecida como Gongaleiro, Gongalo-Alves ou aroeira do
campo. A. fraxinifolium é uma das espécies tipicas dos Cerrados do Brasil
Central que tem sido investigada sob o ponto de vista farmacolégico, além do
que, € uma das espécies que inclui a lista oficial do IBAMA de espécies da flora
brasileira com deficiéncia de dados. Este grupo refere-se a espécies cujas
informagdes (distribuicdo geografica, ameagas/impactos e usos, entre outras)
sdo ainda deficientes, ndo permitindo seu enquadramento com seguranga na

condigao de ameagadas por extingdo (BRASIL, 2008).
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Dentre as 35 espécies que compdem o género Astronium, de acordo
com informagdes disponiveis na literatuta cientifica, apenas a espécie
Astronium urundeuva foi investigada sob o ponto de vista farmacoldgico, tendo
sido relatadas atividades antiulcerogénica (BANDEIRA, 1993; RAO et al., 1987)
e antiinflamatéria (MENEZES et al., 1985) e efeitos no transito gastrintestinal
(MENEZES et al., 1988) e em colites (RAO et al., 1986). No que se refere a A.
fraxinifolium, até o presente, foram avaliados somente os O6leos essenciais
(MAIA et al., 2002; CHEN et al, 1984).

Na medicina popular, A. fraxinifolium € indicada para o tratamento de
inflamacgbes gastricas, diarréias e disenterias. Suas folhas e cascas sao
compostas por uma grande diversidade de metabdlitos secundarios — desde
derivados do acido cafeoilquinico, flavondides até inumeros derivados do acido
galico, muito embora os componentes maijoritarios dos extratos da casca sejam
os taninos condensados. O extrato das folhas tem um efeito anticonceptivo,
mas o extrato da casca do A. fraxinifolium possui, além de atividade
antiinflamatéria e de gastroprote¢cdo contra ulceras, uma significativa atividade
antidiarréica ja demonstrada em ensaios in vivo empregando animais de
experimentagao (SERIKAVA, 2009).

Diante de tudo que foi exposto, pode-se constatar que a infecgao por
Giardia € uma das principais causas de diarréia, sobretudo em criangas
residentes nos paises em desenvolvimento, onde tem sido constante a busca
por medidas que permitam o controle da giardiase. Ainda hoje, o tratamento da
infeccdo com o metronidazol é uma das alternativas, no entanto, a despeito da
alta eficacia, esse quimioterapico apresenta muitos inconvenientes relativos a

toxicidade e a resisténcia apresentada por algumas cepas. Com isso, € grande
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o interesse em se investigar novas alternativas para o tratamento desta
infeccao, especialmente entre os produtos naturais de origem vegetal que sao
ricas fontes de principios ativos precursores para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Somando-se a esses aspectos, é importante ressaltar que além
da grande diversidade da flora brasileira, muitas espécies de plantas ainda séo
utilizadas de forma empirica como medicamentos naturais, inclusive para o
tratamento de disturbios gastrintestinais, muitas vezes associados a infecgdes
causadas por parasitas intestinais.

Frente a essas consideragdes, o presente trabalho foi proposto para
avaliar in vitro o efeito do extrato hidroalcodlico da casca de Astronium
fraxinifolium sobre trofozoitos de Giardia duodenalis. Vale ressaltar que A.
fraxinifolium € uma espécie tipica do Cerrado brasileiro, cujas casca e
entrecasca sao indicadas na medicina popular contra quadros de diarréia, uma

das principais manifestagdes nos casos de infeccéo por Giardia.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo foi proposto para avaliar o efeito in vitro do extrato de

casca de Astronium fraxinifolium sobre trofozoitos de cepa axénica de G.

duodenalis, isolada e axenizada em Botucatu. Para este fim, foram avaliados

0s seguintes parametros:
2.1. Atividade do extrato de A. fraxinifolium sobre o crescimento dos

trofozoitos;
2.2. Atividade do extrato de A. fraxinifolium sobre a aderéncia dos

trofozoitos;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cepa de Giardia duodenalis

Foram empregados trofozoitos de G. duodenalis pertencentes a cepa
BTU-11 (91/JFC), isolada e axenizada pela Dra Maria Inés T. L. Sogayar, no
Laboratério de Giardiase do Departamento de Parasitologia do Instituto de
Biociéncias/UNESP/Botucatu/SP, a partir de cistos de paciente do sexo
masculino, proveniente de Sao Paulo, apresentando giardiase sintomatica e
crbnica, caracterizada por diarréia frequente, flatuléncia e dor abdominal, além

de marcante resisténcia a terapéutica convencional.

3.2. Manutenc¢ao da cepa de G. duodenalis e obtengdao de massas

de trofozoitos

O cultivo axénico de trofozoitos foi mantido em tubos Vacutainer® (5
mL), contendo meio TYI-S-33 suplementado com bile bovina (KEISTER, 1983),
em estufa a 37°C. Para a manutencao dos cultivos, repiques foram feitos a
cada 72-96 horas, retirando-se do meio exaurido uma suspensao de trofozoitos
(aproximadamente 10* trofozoitos/0,01 mL) e transferindo-a para um tubo
contendo meio novo.

Massas de trofozoitos foram produzidas a partir de repiques em lotes de
seis a oito tubos de cultura. Apds incubagao por 72 horas, os tubos foram

colocados em gelo por 10 min e, em seguida, centrifugados a 250 g por 10 min
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a 4°C. Os trofozoitos obtidos foram contados em cémara de Neubauer

(hemocitdmetro).

3.3. Extrato hidralcodlico de Astronium fraxinifolium

O extrato hidroalcélico testado foi preparado pela Profa. Dra. Viviane Candida
da Silva (Instituto de Quimica/lUNESP/Araraquara) e cedido pela Profa. Dra.
Clelia Akiko Hiruma (Depto. de Fisiologia/IB/lUNESP/Botucatu).

Para o preparo do extrato, cascas de A. fraxinifolium coletadas no
municipio de Porto Nacional, Estado do Tocantins, foram secas em estufa a
40°C com ventilagédo forgada e trituradas em moinho de facas. Em seguida, o
material vegetal seco e moido, foi exaustivamente extraido com etanol 96%,
por maceracgao, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em funil
simples, usando papel de filtro, a cada trés dias e o solvente foi concentrado
em evaporador rotativo a pressado reduzida para fornecer o extrato bruto
etanolico. Em seguida, o extrato bruto etandlico foi solubilizado em MeOH/H,O
(80:20, v/v) e submetido a particéo liquido-liquido com hexano, fornecendo dois

extratos: extrato hexanico e o extrato hidroalcodlico.

3.4. Avaliagao in vitro da atividade do extrato hidroalcéolico de

A. fraxinifolium sobre trofozoitos de G. duodenalis

3.4.1. Atividade sobre o crescimento dos trofozoitos

Para avaliar o efeito do extrato de A. fraxinifolium sobre o crescimento

de G. duodenalis, trofozoitos obtidos como descrito no item 3.2 foram contados
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em camara de Neubauer e 10° parasitas foram inoculados em tubos contendo
meio TYI-S-33 e o extrato hidroalcdéolico diluido em PBS (pH 7,2) e filtrado em
membrana esterilizante 0,22 um. Os trofozoitos expostos ao extrato nas
concentragdes de 500, 375, 250 e 125 pug/ml foram incubados a 37°C durante
24, 48 e 72 horas. Decorridos os periodos de incubacdo, os tubos foram
mantidos em gelo durante 10 minutos, centrifugados a 250 g (10 minutos a
4°C) e os trofozoitos obtidos foram contados em camara de Neubauer. Em
todos os ensaios, culturas nao tratadas (cultivos puros) foram incluidas como
controles.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a atividade das diferentes
concentracdées do extrato sobre o crescimento de trofozoitos foi avaliado
comparando-se a média do numero de organismos recuperados nas culturas
tratadas e nas culturas controle (ndo-tratadas). O efeito inibitério de cada
concentracdo do extrato testada sobre o crescimento dos trofozoitos foi
expresso como porcentagem de inibigdo em relagdo ao numero total de

parasitas recuperados nas culturas nao tratadas.

3.4.2. Atividade sobre a aderéncia dos trofozoitos

O efeito do extrato sobre a aderéncia dos trofozoitos foi avaliado
segundo a metodologia descrita por EDLIND et al. (1990), com modificagdes.
Trofozoitos obtidos como descrito no item 3.2 foram contados em cémara de
Neubauer e 10° parasitas foram inoculados em tubos contendo meio TYI-S-33
e incubados durante 4 horas a 37°C. Em seguida, o meio puro foi substituido

por meio contendo o extrato nas concentragdes de 500, 375, 250 e 125 ug/mi
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e, os trofozoitos tratados foram incubados a 37°C durante 24 e 48 horas. Ao
final da incubacdo, o meio de cada tubo foi substituido por 4,5 mL de PBS, os
tubos foram mantidos em gelo por 10 minutos e centrifugados (250 g/10 min a
4°C). O numero de trofozoitos aderidos em cada tubo foi determinado em
camara de Neubauer. Em todos os ensaios, culturas nao tratadas (cultivos
puros) foram incluidas como controles.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a atividade das diferentes
concentracdées do extrato sobre a aderéncia dos trofozoitos foi avaliada
comparando-se a média do numero de organismos aderidos e recuperados nas
culturas tratadas e ndo tratadas. O efeito inibitério de cada concentracdo do
extrato testada sobre a aderéncia dos trofozoitos foi expresso como
porcentagem de inibicdo em relagcdo ao numero de parasitas aderidos e

recuperados nas culturas nao tratadas.

3.5. Analise estatistica

Na analise dos resultados obtidos nos ensaios para avaliar a atividade
do extrato sobre o crescimento e a aderéncia in vitro de G. duodenalis,
empregou-se a analise de variancia no delineamento inteiramente ao acaso no
esquema fatorial, seguida do teste de Tukey para comparag¢des multiplas entre
as médias. Em todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<

0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Atividade do extrato de Astronium fraxinifolium sobre o

crescimento de trofozoitos de G. duodenalis

Os resultados obtidos nos ensaios com o extrato de A. fraxinifolium
estdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3 e nas Figuras 1 e 2. O efeito do
extrato sobre o crescimento in vitro de trofozoitos foi observado somente apds
incubacgao por 72 horas, quando o numero de parasitas recuperados apds o
tratamento foi menor que o obtido nas culturas controle (p<0,05) (Tabelas 1 e
2; Figuras 1 e 2). Apés incubacgéo por 24 e 48 horas, o numero de trofozoitos
recuperados nos cultivos expostos ao extrato foi similar aquele obtido nas
culturas nao tratadas (p<0,05), exceto nos tubos tratados com o extrato na
concentracao de 500 ug/ml (Tabelas 1 e 2; Figuras 1 e 2).

Considerando o numero de parasitas recuperados apdés o tratamento
com o extrato, a maior taxa de inibigdo (90%) do crescimento foi observada no
cultivo exposto a concentragdo de 250 pg/ml por 72 horas (Tabela 3). Nas
culturas tratadas com o extrato a 500 ug/ml, o crescimento foi inibido nos
diferentes tempos de incubagao, no entanto, a maior reducdo do crescimento
foi observada apds 24 horas. Nos cultivos tratados com o extrato nas
concentragbes de 250 e 375 pg/ml, discreta inibicdo do crescimento foi
verificada apds 24 horas de incubagéo, no entanto, nas culturas incubadas por
48 horas, nao foi possivel detectar qualquer efeito inibitério. O tratamento dos
cultivos com o extrato a 125 ug/ml, apenas inibiu o crescimento dos trofozoitos

(42,7%) apos 72 de exposigao.
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Durante as contagens dos parasitas recuperados apos incubagdo com
as diferentes concentragcbes do extrato, ndo foram evidenciadas alteragdes
como aumento de tamanho e vacuolizacdo dos trofozoitos e perda da

motilidade flagelar.
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Tabela 1: Numero de trofozoitos (x105) de Giardia duodenalis em cultivos axénicos tratados
com extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium, segundo a concentragdo do extrato e o
tempo de incubagao.

Culturas tratadas com extrato
Concentragao (ug/ml)

Tempo Culturas nao tratadas
(horas)
125 250
0,8+0,2 0,8+0,3 0,7+0,2
24
bA bA bA
41+1,2 42+1,9 43+0,8
48
bA bA bA
35+10,9 20+4,3 33+14
72
aA aB aC

Os resultados expressam a média e o desvio padrao (n= 3). P<0,05
(1) Médias seguidas de uma mesma letra mailuscula em cada uma das linhas ndo diferem entre si.

(2) Médias seguidas de uma mesma letra mindscula em cada uma das colunas nao diferem entre si.
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Figura 1: Efeito in vitro do extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium nas concentrages de 125 e
250 pg/ml sobre o crescimento de trofozoitos de Giardia duodenalis, apds incubagéo durante 24, 48 e 72

horas. Em todos os ensaios, culturas nao tratadas (CNT) foram incluidas como controle.
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Tabela 2: Numero de trofozoitos (x105) de Giardia duodenalis em cultivos axénicos tratados

com extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium, segundo a concentragcdo do extrato e o

tempo de incubagao.

Culturas tratadas com extrato
Concentracao (ug/ml)

Tempo Culturas néo tratadas
(horas)
375 500
28+1,1 22+0,6 1,2+01
24
bA bA bB
13,3+6,3 14,2+9,5 92+14
48
bA bA bB
108,3 £ 31,3 69,2 +£6,3 55,8 £ 31,9
72
aA aB aB
Os resultados expressam a média e o desvio padréo (n= 3). P<0,05
(1) Médias seguidas de uma mesma letra mailscula em cada uma das linhas ndo diferem entre si.
(2) Médias seguidas de uma mesma letra mindscula em cada uma das colunas nao diferem entre si.
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Figura 2: Efeito in vitro do extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium nas concentragdes de 375 e

500 pg/ml sobre o crescimento de trofozoitos de Giardia duodenalis, ap6s incubagéo durante 24, 48 e 72

horas. Em todos os ensaios, culturas ndo tratadas (CNT) foram incluidas como controle.
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Tabela 3: Porcentagem de inibigao in vitro do crescimento de trofozoitos de Giardia duodenalis
tratados com extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium, segundo a concentragéo (ug/ml)

do extrato e tempo de incubacéo.

Culturas tratadas com extrato

Tempo
Concentragao (ug/ml)
(horas)
125 250 375 500
24 NI* 12,5 21,5 57,0
48 NI* NI* NI* 31,3
72 42,7 90,5 36,15 48,5

*NI = nao inibiu
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4.2. Atividade do extrato de Astronium fraxinifolium sobre a

aderéncia dos trofozoitos de G. duodenalis

Os resultados obtidos nos ensaios com o extrato hidroalcodlico nas
diferentes concentragdes estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5 e na Figura 3.
Nas culturas tratadas e incubadas por 24 horas, apenas o extrato testado nas
concentragdes 375 e 500 pg/ml promoveu discreta redugdo do numero de
trofozoitos aderidos a parede do tubo. Maior efeito sobre a aderéncia foi
observado nos ensaios em que os parasitas foram expostos ao extrato nas
concentragdes de 375 e 500 ug/ml e incubados durante 48 horas. Nestes
cultivos, o numero de parasitas aderidos que foi recuperado apés o tratamento
foi significativamente menor que o obtido nas culturas ndo tratadas (p<0,05)
(Tabela 4; Figura 3). Nas culturas expostas ao extrato nas concentragdes de
125 e 250 pg/ml, o numero de trofozoitos aderidos n&o diferiu (p<0,05) dos
cultivos nao tratados (controle negativo).

O maior efeito inibitorio sobre a aderéncia dos trofozoitos foi observado
nos tubos contendo o extrato a 375 e 500 ug/ml, sendo que apds 48 horas de
incubacdo, as taxas de inibicdo foram, respectivamente, 99,8% e 99,6%

(Tabela 5).
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Tabela 4: Numero de trofozoitos (x105) de Giardia duodenalis aderidos apds exposicdo ao
extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium, segundo a concentragdo do extrato e o tempo

de incubacao.

Culturas tratadas com extrato

Tempo Culturas nao Concentragéo (ug/ml)
(horas) tratadas
125 250 375 500
1,3£0,3 2,0+£0,7 1,2+0,1 0,9+£0,5 0,8+0/4
24
bA bA bA aB aB
25+1,3 417114 242 +1,4 0,2+0,2 0,1+£0,1
48
aB aA aB aC aC

Os resultados expressam a média e o desvio padréo (n= 3). P<0,001
(1) Médias seguidas de uma mesma letra mailscula em cada uma das linhas nao diferem entre si.

(2) Médias seguidas de uma mesma letra miniscula em cada uma das colunas nao diferem entre si.
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Figura 3: Efeito in vitro do extrato de Astronium fraxinifolium sobre a aderéncia de trofozoitos de Giardia
duodenalis, apés incubagéo durante 24 e 48 horas, a 37°C. Em todos os ensaios, culturas ndo tratadas

(CNT) foram incluidas como controle.



N

Resultados

Tabela 5: Porcentagem de inibicdo da aderéncia de trofozoitos de Giardia duodenalis tratados

com o extrato hidroalcodlico de Astronium fraxinifolium, segundo a concentragdo do extrato e o

tempo de incubagao.

Culturas tratadas com extrato

Tempo (horas) Concentragéao (ug/ml)
125 250 375 500
24 NI* 7,7 30,8 38,5
48 NI* 3,2 99,8 99,6

*NI = nao inibiu
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5. DISCUSSAO

A infecgdo causada por Giardia duodenalis apresenta grande
distribuicdo mundial, sendo as maiores prevaléncias registradas nas
populagcdes residentes nos paises em desenvolvimento, onde as condicdes
sécio-econdmicas e sanitarias sdo precarias. Nessas populagdes, além da
elevada prevaléncia, a giardiase € uma das causas mais comuns de diarréia
infecciosa.

Ha cerca de cinco décadas, desde que DARBON et al. (1962)
demonstraram que o metronidazol poderia ser empregado no tratamento da
giardiase, este ainda tem sido o medicamento de escolha. A despeito da sua
eficacia, apresenta muitos inconvenientes relacionados a toxicidade e a
resisténcia desenvolvida por algumas cepas do parasita.

A fim de encontrar novas alternativas terapéuticas que possam substituir
o tratamento com o metronidazol, os produtos naturais de origem vegetal tém
sido investigados quanto ao potencial antiparasitario, no entanto, ainda séo
escassas as pesquisas que demonstram a atividade destas substancias sobre
Giardia. O uso das plantas e de seus extratos no tratamento de diversas
enfermidades € um habito muito difundido em diferentes regiées do mundo,
uma vez que as plantas consistem em importantes fontes de produtos naturais
biologicamente ativos (AMARAL et al., 2006).

Embora uma consideravel variedade de espécies de plantas seja
utilizada como medicamentos, apenas uma pequena parcela tem sido
investigada quanto as suas propriedades biologicas, quimicas e

farmacolodgicas, inclusive no que se refere as infecgbes causadas por parasitas
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intestinais, como Giardia. Dentre as diferentes espécies avaliadas quanto a
atividade giardicida, muitas sdo comumente utilizadas de forma empirica por
diversas populagbes para o tratamento de disturbios gastrintestinais como
diarréia, principal manifestacdo decorrente da infecgédo por Giardia (AMARAL et
al., 2006).

Considerando as diversas espécies de plantas da flora brasileira,
Astronium fraxinifolium, mais conhecida como Gongalo-Alves, gongaleiro ou
aroeira do campo, € uma das que sao utilizadas na medicina popular para o
tratamento de diarréias e disenterias. Entretanto, ndo ha dados na literatura
cientifica que demonstrem a atividade desta planta sobre Giardia duodenalis.
Diante disso, no presente estudo buscou-se avaliar in vitro o efeito do extrato
hidroalcoolico da casca de Astronium fraxinifolium (Anacardiaceae) sobre o
crescimento e a aderéncia de trofozoitos de Giardia de cepa isolada e
axenizada em Botucatu.

Nos ensaios realizados no presente estudo, o extrato hidroalcdolico de
A. fraxinifolium nao apresentou atividade satisfatoria sobre o crescimento dos
trofozoitos. Frente a maioria das concentracdes testadas, atividade moderada
sobre a multiplicacdo do parasita foi observada apenas apds incubacao por 72
horas, exceto nas culturas expostas a concentragdo de 500 pg/ml, quando a
inibicdo do crescimento foi evidenciada em todos os tempos valiados (24, 48 e
72 horas). Vale destacar que a inibigdo do crescimento ndo foi dose-
dependente, uma vez que a maior taxa de inibicdo (90%) foi detectada nos
cultivos expostos a concentragédo de 250 ug/ml.

Além da atividade sobre o crescimento, o extrato hidroalcéolico de A.

fraxinifolium foi avaliado quanto ao efeito sobre a capacidade de adeséo dos
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trofozoitos. Nestes ensaios, observou-se que o extrato apresentou efeito sobre
aderéncia do parasita, sendo que a maior redu¢cao do numero de trofozoitos
aderidos foi detectada nas culturas incubadas com o extrato nas concentragdes
de 375 e 500 pg/ml e durante 48 horas. Assim, foi possivel verificar uma
correlagao positiva entre o aumento da concentragao do extrato e a redugao do
numero de trofozoitos aderidos.

Dentre os parametros considerados nos ensaios in vitro, os efeitos sobre
o crescimento e a aderéncia dos trofozoitos sdo parametros indispensaveis
para avaliar a atividade antiparasitaria de diferentes substancias sobre Giardia,
uma vez que a multiplicagcdo e a capacidade de aderéncia dos trofozoitos
constituem fatores que estao intrinsecamente implicados na sobrevivéncia e no
estabelecimento da infeccéo no intestino delgado do hospedeiro.

Até o presente, a despeito do reduzido numero de investigacdes, a
maioria redine informagdes obtidas em estudos realizados na Africa, Américas e
Asia (JOHNS et al., 1995; ORDONEZ et al., 2001; McALLISTER et al., 2001;
PONCE-MACOTELA et al., 2001; SAWANGJAROEN et al., 2005; CALZADA et
al., 2006). Todos estes estudos tém demonstrado o efeito in vitro de diferentes
extratos, fracbes e compostos obtidos de plantas sobre o crescimento e a
adesao dos trofozoitos de Giardia.

No Brasil, ainda ha uma grande escassez de estudos, no entanto,
investigagdes publicadas recentemente constatam o efeito de extratos e
compostos de espécies de plantas sobre Giardia. Nestes estudos, extratos
obtidos das plantas Hovenia dulcis (GADELHA et al., 2005), Ocimum basilicum
(de ALMEIDA et al., 2007), Mentha x piperita (VIDAL et al., 2007), Achyrocline

satureioides, Eugenia uniflora, Foeniculum vulgare e Psidium guajava
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(BRANDELLI et al., 2009), espécies popularmente utilizadas no tratamento de
disturbios gastrintestinais e de infecgdes por enteroparasitas, foram avaliadas
quanto a atividade sobre o crescimento e adesao de trofozoitos de Giardia.

Em revisdo recente da literatura sobre as plantas e os respectivos
compostos que apresentam atividade giardicida, AMARAL et al. (2006)
reportam que a avaliagao in vitro ja foi investigada em 153 espécies de plantas
de diferentes regides do mundo, das quais 117 apresentaram extratos com
atividade sobre trofozoitos. Além disso, esses mesmos autores relatam que as
plantas avaliadas estdo distribuidas em 69 familias, a maioria pertencente as
familias Asteraceae, Fabaceae, Rutaceae e Verbanaceae.

No que se refere a familia Anacardiaceae, que inclui a espécie
Astronium fraxinifolium avaliada no presente estudo, em apenas trés
investigacdes ha relatos da atividade giardicida de extratos alcodlicos obtidos
de plantas (Lannea schweinfurthii, Mangifera indica, Ozoroa insignis, Rhus
natalensis e Schimus molle) pertencentes a este grupo e empregadas no
tratamento de disturbios gastrintestinais no México (PONCE-MACOTELA et al.,
1994; CALZADA et al., 2006) e na Africa (JOHNS et al., 1995). Nestes ensaios,
todos os extratos promoveram a inibicdo do crescimento do parasita, sendo
que em relagao aos extratos obtidos de Ozoroa insignis (JOHNS et al., 1995) e
Mangifera indica (PONCE-MACOTELA et al.,, 1994), ambos demonstraram
letalidade significativa sobre os trofozoitos expostos a estes compostos.

No que se refere aos estudos desenvolvidos no Brasil, extratos de
plantas da familia Anacardiaceae ja foram avaliados quanto a atividade sobre
microrganismos como fungos e bactérias (BRAGA et al., 2007; ALVES et al.,

2009). No que se referem a atividade antiparasitaria de plantas desta familia,



Discussao g

as unicas evidéncias disponiveis foram obtidas em estudos que constataram o
efeito leishmanicida dos extratos das espécies Anacardium occidentalle e
Schinus terebinthifolius (FRANCA et al., 1996; BRAGA et al., 2007).

Até o presente, ndo ha registros, na literatura cientifica, de estudos que
avaliam a atividade de extratos de planta dessa familia botanica sobre Giardia.
Dessa forma, este € o primeiro relato que demonstra in vitro a atividade do
extrato hidroalcodlico de A. fraxinifolium sobre esse protozoario, especialmente
no que se refere a adesao dos trofozoitos, uma vez que o efeito sobre a
multiplicacdo nao foi satisfatorio. Dentre os parametros considerados nos
ensaios in vitro, os efeitos sobre o crescimento e a aderéncia dos trofozoitos
sao parametros indispensaveis para avaliar a atividade antiparasitaria de
diferentes substancias sobre Giardia, pois a multiplicacdo e a capacidade de
aderéncia dos trofozoitos constituem fatores que estdo intrinsecamente
implicados na sobrevivéncia e no estabelecimento da infeccdo no intestino
delgado do hospedeiro.

As plantas sao capazes de produzir inumeras substancias com atividade
bioldgica, todavia, € importante ressaltar que, nos extratos, esta atividade
depende da presenga de apenas uma ou de um grupo de substancias. Diante
disso, € pertinente considerar que a diferenca observada em relacdo aos
efeitos do extrato de A. fraxinifolium sobre o crescimento e a aderéncia dos
trofozoitos de Giardia possa estar associada a composi¢cao dos extratos, que
geralmente varia quanto a concentracdo e as caracteristicas biologicas e
bioquimicas de determinados componentes. Assim, os extratos vegetais sao
preparacgdes complexas e incluem substancias, que sob certas circunstancias,

podem apresentar mecanismos de acao distintos.
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A caracterizacdo quimica de substancias isoladas de plantas tem
demonstrado que a maioria dos extratos bioativos inclui em sua composicao
flavandides, alcaldides e taninos (BRAGA et al., 2007). Analises fitoquimicas
realizadas pelo grupo de Pesquisas em Quimica de Produtos Naturais (QNP)
do Instituto de Quimica/UNESP/Arararquara e confirmadas por estudos
anteriores (CORREIA et al., 2006) revelam que o extrato hidroalcéolico da
casca de A. fraxinifolium apresenta uma diversidade de metabdlitos
secundarios, que vao desde inumeros derivados dos acidos galico e
clorogénico a flavondides e taninos complexos. A despeito da diversidade
deste extrato, os taninos condensados sdo os componentes majoritarios.

Plantas do género Astronium sao ricas em substancias tanicas, o que
confirma os relatos de usos populares da “agua das cascas” de A. fraxinifolium
para o tratamento de inflamagbes gastricas e vaginais. Pesquisas sobre a
atividade biolégica dos taninos tém evidenciado importante acédo anti-séptica,
antimicrobiana, anti-hemorragica, cicatrizante e antiinflamatéria destes
compostos (MONTEIRO et al., 2005).

Apesar das evidéncias de que flavondides, alcaldéides e taninos
presentes nas plantas tém atividade sobre bactérias, fungos e parasitas, os
mecanismos de acdo destes compostos ainda ndo foram totalmente
elucidados. Considerando o predominio dos taninos condensados no extrato
hidroalcodlico de A. fraxinifolium, € importante chamar a ateng¢ao para o fato de
que a atividade antimicrobiana destes compostos tem sido atribuida,
especialmente, a habilidade de interagir com proteinas e inativar as adesinas e
proteinas de transporte presentes na parede celular das bactérias (YA et al.,

1988). A luz dessas informacdes e na tentativa de interpretar o efeito in vitro do
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extrato hidroalcodlico apenas sobre a aderéncia dos trofozoitos de Giardia, nao
se poderia deixar de especular sobre a possivel acao dos taninos sobre o
mecanismo de adesao do parasita. Vale destacar que a aderéncia do parasita
tem sido atribuida ao disco adesivo, por meio da combinacdo de forcas
mecanicas e hidrodindmicas, as proteinas contrateis do citoesqueleto e as
moléculas de adesinas presentes na superficie do trofozoito (INGE et al.,
1988).

Mesmo considerando que o extrato hidroalcodlico de Astronium
fraxinifolium nao apresentou efeito satisfatorio sobre o crescimento de
trofozoitos de Giardia, os seguintes aspectos devem ser ressaltados: (1) o
extrato foi empregado na sua forma bruta e com isso, € provavel que a
avaliagao das fragcdes possa melhorar a atividade sobre o crescimento dos
trofozoitos; (2) ainda ndo se conhece o(s) mecanismo(s) de agdo do extrato
testado sobre o parasita; (3) é crescente o interesse em pesquisar e
desenvolver novas drogas para a terapéutica das infecgdes parasitarias a partir
de produtos naturais.

Finalmente, os resultados obtidos no presente estudo, apesar de
preliminares, vém reforgcar a necessidade de investigagdes mais aprofundadas,
a fim de caracterizar o potencial de extratos de espécies de plantas usadas na
medicina popular como alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos

para o tratamento da infecgdo causada por Giardia.
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6. RESUMO

As investigagbes conduzidas para avaliar novas substancias para o
tratamento da giardiase justificam-se pelo fato dos medicamentos
convencionais apresentarem inconvenientes relacionados a toxicidade, a
resisténcia e aos custos. Diante disso, a busca por novas alternativas
terapéuticas tem despertado grande interesse, principalmente, entre os
extratos de plantas, produtos complexos com diferentes atividades bioldgicas e
farmacologicas. Considerando que nas infecgdes por Giardia, a diarréia € um
dos principais sintomas, tem sido crescente o interesse em se investigar o
efeito de extratos de plantas com atividade antidiarréica. Com isso, o presente
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar in vitro o efeito do extrato
hidroalcodlico da casca da planta Astronium fraxinifolium, espécie tipica do
Cerrado brasileiro e empregada na medicina popular no tratamento contra
inflamacoes, diarréias e Ulceras gastricas. Para este fim, avaliou-se a atividade
sobre o crescimento e aderéncia de trofozoitos de cepa autdctone de Giardia
duodenalis isolada e axenizada em Botucatu, S&o Paulo.

Em todos os ensaios, 10° trofozoitos da cepa BTU-11 foram inoculados
em tubos contendo 4,5ml de meio TYI-S-33 e 100ul do extrato nas
concentragdes de 125; 250; 375 e 500 ug/ml. Para avaliar a atividade sobre o
crescimento, os parasitas foram incubados com o extrato durante 24, 48 e 72
horas a 37°C. Nos experimentos que verificaram o efeito sobre a aderéncia,
somente os parasitas aderidos as paredes dos tubos foram incubados com o
extrato, durante 24 e 48 horas a 37°C. Em cada ensaio, os trofozoitos

recuperados foram contados em camara de Neubauer e a atividade sobre as
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culturas foi avaliada considerando o numero de parasitas recuperados nos
cultivos-controle.

Os ensaios realizados demonstraram atividade moderada do extrato
sobre o crescimento in vitro de trofozoitos de Giardia somente apds 72 horas
de incubacgao, sendo que a maior taxa de inibicdo (90%) do crescimento foi
observada no cultivo exposto a concentragdo de 250 ug/ml. Diferentemente do
que foi observado nos ensaios de crescimento, o efeito sobre a aderéncia foi
dose-dependente, sendo que as maiores taxas de inibigdo foram detectadas
nos cultivos expostos as concentracbes mais altas do extrato. Assim, o efeito
inibitério foi marcantemente maior nos tubos contendo o extrato a 375 e 500
ug/ml, sendo que apds 48 horas de incubagdo, as taxas de inibicdo foram,
respectivamente, 99,8% e 99,6%.

Este € o primeiro estudo que avalia in vitro a atividade do extrato
hidroalcoolico de Astronium fraxinifolium e demonstra o efeito sobre o
crescimento e, em especial, sobre a aderéncia dos trofozoitos. Considerando a
busca por novas alternativas no tratamento das infeccdes parasitarias, inclusive
por Giardia, os resultados da presente investigacdo fornecem evidéncias
importantes sobre o potencial antiparasitario do extrato testado e abrem
perspectivas para estudos futuros que possam avaliar o efeito de outros tipos

de extratos de plantas comumente empregadas na medicina popular.
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