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Resumo

Trichomonas vaginalis € o protozoario que parasita o trato urogenital
humano, causando a tricomonose, uma doenca sexualmente transmissivel de
importancia mundial. A partir de relatos de efeitos adversos graves e toxicidade
causados pelo metronidazol, farmaco de escolha no tratamento da tricomonose,
bem como do aparecimento de resisténcia dos parasitos a essa medicacao,
demonstrou-se necessaria a pesquisa por novas substancias com atividade anti-T.
vaginalis e efeitos adversos menos intensos. Nesse aspecto, saponinas sao
compostos vegetais com carater anfifilico, para os quais ja foram descritas

diversas atividades bioldgicas, inclusive a antiprotozoaria. Para se testar a
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atividade anti-T. vaginalis de saponinas e seu mecanismo de agdo em membrana
de parasitos, oito fracoes de saponinas foram selecionadas. Estas foram
incubadas com trofozoitos de T. vaginalis em um teste de suscetibilidade in vitro, o
gual demonstrou que os extratos butanodlico das folhas de llex paraguariensis e
aquoso de Quillaja brasiliensis e as fracbes de saponinas de Gypsophila sp.,
Quillaja saponaria e Passiflora alata tiveram atividade anti-Trichomonas. As
concentracdes inibitérias minimas (CIM) de cada fracdo testada foram
determinadas e variaram de 0,025% até 0,1%. A fim de investigar o mecanismo de
acdo das saponinas ativas, na célula do parasito, foram realizados experimentos
envolvendo lise de hemacias e dosagem da liberacdo da enzima citosolica lactato
desidrogenase (LDH) por trofozoitos de T. vaginalis. Todas as saponinas com
atividade anti-T. vaginalis causaram aproximadamente 100% de hemdlise e
levaram a liberacdo de até 50% do conteudo total de LDH dos parasitos, quando
testadas em suas respectivas CIM. Esses resultados apontam para uma agao das

saponinas em membranas celulares.

Palavras-chave: saponinas, Trichomonas vaginalis, atividade anti-T. vaginalis,

hemolise, membrana, lactato desidrogenase.

Introducéo

Tricomonose é a doenca sexualmente transmissivel ndo-viral mais comum
no mundo. Estima-se que 180 milhGes de pessoas sejam acometidas por essa
doenca por ano no mundo, principalmente aquelas pertencentes a grupos de baixo
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nivel socioeconémico (WHO 2001). A infeccdo é causada por Trichomonas
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vaginalis, protozoéario flagelado patogénico que parasita o trato urogenital humano.
A tricomonose é uma doenca que apresenta amplo espectro de manifestacdes
clinicas, incluindo desde casos assintomaticos a graves vaginites e esta associada
a sérios problemas de saude, doenca inflamatoria pélvica (Cherpes et al. 2006),
cancer cervical (Zhang e Begg 1994), complicacbes na gravidez (Cotch et al.
1997), infertilidade (Goldstein et al. 1993) e, possivelmente, cancer de préstata
(Stark et al. 2009). Além disso, estudos prévios apontaram T. vaginalis como um
facilitador da transmisséo do virus HIV (Van Der Pol et al. 2008). Os sintomas da
infeccdo aguda causada por T. vaginalis incluem vaginite difusa com secrecao
mucopurulenta amarelo esverdeada e pontos hemorragicos na mucosa vaginal,
sinal clinico conhecido como colpitis macularis (Honigberg 1990). Enquanto isso,
na infeccdo crénica os sintomas se tornam mais suaves, com prurido e diminuicédo
da secrecao. As infecgOes dos tipos cronica e assintomatica, as quais ocorrem em
25 a 50% dos casos, sdo mais preocupantes por serem a principal fonte de
disseminacdo da tricomonose. A infecgdo por T. vaginalis é comumente
assintomatica em homens (Petrin et al. 1998, Lehker e Alderete 2000).

Para o tratamento da tricomonose e de outras infec¢cbes causadas por
protozoarios, sao utilizados farmacos classicos da classe dos nitroimidazdlicos,
como metronidazol e tinidazol. O metronidazol é um pro-farmaco e sua ativacao se
baseia na reducéo do grupo nitro presente em sua molécula, apos sua entrada na
célula do parasito, permitindo entdo a acdo no DNA da célula (Tracy e Webster Jr.
2003). Porém, esses medicamentos causam efeitos adversos como nausea,
sonoléncia, cefaléia, urticaria (Honigberg 1990, Kapoor et al. 1999) e ainda

possuem riscos de carcinogenicidade e mutagenicidade (Friedman et al. 2009;

7



Mudry et al. 1995). Além disso, existem estudos relatando resisténcia dos
parasitos aos farmacos nitroimidazolicos (Grossman e Galask 1990, Sobel et al.
1999). Os mecanismos de resisténcia podem ser de dois tipos: aerobico e
anaerdbico. A resisténcia aerdbica ocorre por interferéncia do excesso de oxigénio
intracelular no processo de reducéo do farmaco, o qual é essencial para sua acao.
Por sua vez, a resisténcia anaerébica se desenvolve in vitro e € caracterizada pela
perda de vias responsaveis pela reducdo do farmaco no metabolismo do parasito,
fazendo com que ela nédo ocorra (Kulda 1999). Considerando a prevaléncia e
relevancia da tricomonose, bem como os problemas relacionados a utilizacdo dos
farmacos nitroimidazolicos, torna-se necessaria a pesquisa por novos e potentes
agentes anti-protozodrios, e que gerem poucos efeitos adversos.

Atualmente, moléculas sintéticas e produtos naturais sdo exaustivamente
estudados como potenciais fontes de atividade antiparasitaria (Anthony et al.
2005). Os produtos naturais vém sendo utilizados popularmente no tratamento de
distarbios gastrointestinais causados por protozoarios como Entamoeba histolytica
e Giardia lamblia (Calzada et al. 2006; Fernandez et al. 2005). Além disso,
também existem estudos pré-clinicos relatando a acéo antiprotozoaria de produtos
naturais. Nesses estudos, destacam-se extratos de plantas (Vidal et al. 2007,
Barbosa et al. 2006) e substancias isoladas, como flavonéides (Barbosa et al.
2007), com atividade anti-Giardia lamblia, alcaléides com atividade anti-
Trichomonas gallinae (Adebajo et al. 2006), cumarinas que estdo associadas a
acdo anti-Acanthamoeba castellanii (Rédio et al), assim como saponinas, que
demonstraram ag&o contra Leishmania infantum e Trypanosoma sp. (Vermeersch

et al. 2009; Taketa et al. 2004) e glicosideos, os quais foram ativos contra
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diferentes protozoarios do géneros Trypanosoma, além de espécies como
Leishmania donovani e Plasmodium falciparum (Tasdemir et al. 2008).

Por sua vez, as saponinas sdo metabdlitos secundarios de plantas, que
possuem nucleo triterpénico ou esterdide, o qual € apolar, sendo ligado a um ou
mais acgucares, que sdo polares. Suas caracteristicas estruturais levam esses
compostos a serem anfifilicos, possuindo entdo um caréater detergente (Guclu-
Unstundag e Mazza 2007). Outras atividades farmacoldgicas ja foram relatadas
para essa classe de compostos, como anticoagulante (Mendes-Silva et al. 2003),
imunoadjuvante (Fleck et al. 2006), antitumoral (Xiao et al. 2009),
hipocolesterolémica (Zhao et al. 2008), antiviral (Rattanathongkom et al. 2009) e
antifingica (Coleman et al. 2010).

Tiwari et al. (2008) descreveu a atividade anti-T. vaginalis de uma fracdo de
saponinas extraidas dos frutos de Sapindus mukorossi. Nesse estudo, entre as
vias que compdem o0 mecanismo de acdo sugerido destacam-se a inibicdo da
citoaderéncia de trofozoitos de T. vaginalis por acdo na membrana celular e a
ruptura do citoesqueleto do parasito. As saponinas sdo compostos com carater
detergente e que tem provavel acdo sobre o colesterol de membranas, podendo
causar sua lise, como acontece em eritrocitos (Oda et al. 2000). Sendo assim,
pode-se considerar o efeito de saponinas em membranas de parasitos um
interessante objeto de estudo.

Nosso grupo de pesquisa vem estudando atividades farmacologicas de
saponinas, provenientes de diversas espécies de plantas. Neste trabalho se

investigou a atividade anti-T. vaginalis de algumas dessas saponinas, bem como a



capacidade de lisar as membranas de T. vaginalis como provavel mecanismo de

acao das saponinas.

Materiais e Métodos
1. Fracdes enriquecidas de saponinas

Oito amostras contendo saponinas foram selecionadas. O extrato
butandlico das folhas de llex paraguariensis (S1), o extrato butandlico das folhas
de Passiflora alata (S2) e o extrato aquoso de Quillaja brasiliensis (S3) foram
previamente preparados em nosso laboratério (Gosmann et al. 1995, Reginatto et
al. 2001, Fleck et al. 2006). As fracbes de saponinas de Gypsophila sp. (S4) e do
extrato de Quillaja saponaria (S5) foram adquiridas comercialmente da Merck e
Acros Organics, respectivamente. As fracdes enriquecidas em saponinas (S6) e
flavonoides (S7) de Passiflora alata foram obtidas através do fracionamento de S2
utilizando uma resina de separacdo por tamanho molecular, Sephadex LH-20
(Reginatto et al. 2001). Por fim, a fragdo de saponinas dos frutos de llex
paraguariensis (S8) resultou da purificagdo de um extrato hidroetandlico utilizando-
se uma coluna cromatogréfica de silica gel e fase movel contendo diferentes
propor¢cdes de cloroférmio, etanol e agua. Todas as amostras testadas foram
solubilizadas em &agua Milli-Q na concentracdo de 0,4% e posteriormente,

esterilizadas por filtragdo com membrana de poros de 0,22 um da Millipore.

2. Cultura de trofozoitos de Trichomonas vaginalis
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Neste estudo, foi utilizado o isolado clinico fresco de T. vaginalis TVLACM1,
isolado em marco de 2010, o qual € sensivel ao metronidazol. Os parasitos foram
cultivados anaerobicamente in vitro em meio trypticase—yeast extract—maltose
(TYM), pH 6,0, e suplementado com 10% (v/v) de soro bovino inativado pelo calor
e incubados a 37 °C (x 0,5) (Diamond 1957). Os trofozoitos do isolado foram
mantidos no maximo por uma semana em cultura, a fim de manter as
caracteristicas do isolado clinico fresco. A criopreservacédo do isolado foi realizada
conforme Honigberg (1990). Culturas com mais de 95% de trofozoitos exibindo
motilidade e morfologia normal foram centrifugadas e os pellets ressuspendidos
em meio TYM, a fim de se obter as densidades de 4,0x10° e 1,0x10°

trofozoitos/mL, para entdo serem utilizados nos testes.

3. Curva de trofozoitos

Curvas de trofozoitos de T. vaginalis foram realizadas conforme
metodologia previamente descrita por nosso grupo (Duarte et al. 2009). Para isso
foram adicionados 100 puL de meio TYM em cada poc¢o e 100 pL de um indculo
contendo 4,0x10° trofozoitos/mL no primeiro poco da curva. Apés, foi conduzida
uma diluicdo em série. A seguir, foi completado o volume final de 200 puL nos
pocos com meio TYM. A diluicdo em série gerou uma curva com concentracdes
decrescentes de células de 1x10° 5x10°, 2,5x10°, 1,25x10°, 6,25x10%, 3,12x10%
1,56x10*, 7,81x10° trofozoitos/mL. Esse procedimento foi repetido em todos os

experimentos, a fim de verificar a linearidade do ind6culo utilizado nos
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experimentos e atribuir valores de fluorescéncia a concentra¢cées conhecidas de

trofozoitos.

4. Ensaio de suscetibilidade

A fim de determinar a citotoxicidade das oito amostras contendo saponinas
frente a T. vaginalis, um ensaio de suscetibilidade foi realizado in vitro. Para isso,
100 pL de meio TYM foram adicionados em cada poco de uma microplaca de 96
pocos. Em seguida, 100 puL das amostras (S1-S8), solubilizadas na concentracéo
de 0,4%, foram adicionados nos primeiros po¢os de cada coluna. Seguiu-se com
uma diluicdo seriada, conforme descrito anteriormente. Por fim, foram adicionados
100 pL de uma suspensdo de trofozoitos de T. vaginalis contendo 1,0x10°
trofozoitos/mL, gerando um volume final de 200 pL em cada pog¢o. Desse modo, a
densidade final de trofozoitos em cada poco foi de 5,0 x 10* trofozoitos/mL e as
concentracdes das amostras de saponinas (em %): 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125;
0,00625; 0,003125; 0,001562. Apds 24 horas de incubacdo a 37°C, a placa foi
visualizada utilizando um microscopio invertido, observando-se a viabilidade
celular em todos os pocgos. Foram realizados trés experimentos, cada um em

triplicata.

5. Determinacgéo da viabilidade celular por método fluorimétrico
Apés a visualizacdo das placas em microscopio, as mesmas foram
utilizadas para a execucdo da quantificacdo de trofozoitos viaveis por método

fluorimétrico previamente descrito por Duarte et al. (2009). Para determinar os

12



valores de fluorescéncia dos controles e parasitos tratados com as amostras,
foram adicionados 20 pL de uma solucao de sal de resazurina a 0,1 mg/mL. Essa
substancia € capaz de ser reduzida por células vivas presentes no meio, emitindo
fluorescéncia. Apés uma hora, a microplaca foi submetida a leitura em um leitor de
microplacas Spectramax Gemini XS. A viabilidade dos trofozoitos, expressa em %,
nas diferentes concentracdes das amostras de saponinas testadas foi calculada
em comparacdo ao controle, o qual continha apenas meio TYM e cultura de
trofozoitos e cujo valor de fluorescéncia foi atribuido como 100% de viabilidade. A
concentracao inibitoria minima (CIM) de cada fracdo ativa contra trofozoitos de T.

vaginalis foi determinada.

6. Ensaio de hemalise

Com a intengcdo de se relacionar a atividade de saponinas em lise de
membranas de eritrocitos a atividade em membranas celulares de parasitos, foi
realizado um ensaio de hemolise com as fragcdes de saponinas ativas no ensaio de
suscetibilidade e em suas respectivas CIM. Para isso, foi utilizado o método
descrito por Gauthier et al. (2009) com algumas modificagfes. Sangue do tipo O
positivo de voluntarios humanos sadios foi coletado com solucdo de Alsever
(2,05% de glicose, 0,8% de citrato de sédio, 0,055% de é&cido citrico e 0,42% de
cloreto de soédio) em proporcédo (1:1) e centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos. A
fracdo eritrocitica foi submetida a trés lavagens com tampédo PBS 1x pH 7 e entédo
ressuspendida nesse mesmo tampao para obter uma suspenséao de eritrécitos a

1% (v/v). Para serem testadas, as amostras foram dissolvidas em agua Milli-Q
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para obter uma concentracdo de 0,4%. A escolha das concentragbes das
amostras se baseou na CIM determinada no experimento de suscetibilidade. Um
volume de 1,1 mL da suspensédo de eritrécitos a 1% foi adicionado a microtubos
de 2,0 mL e entdo 400 pL de solu¢cdo da amostra e/ou agua foi adicionado para
obter uma concentracdo final de aproximadamente 0,7% de eritrécitos. Os
microtubos foram incubados a 37 °C sob agitacdo por 60 minutos e logo foram
centrifugados a 3000 rpm por 5 min. A absorbancia do sobrenadante foi ent&do
medida a 540 nm. O experimento foi executado em triplicata. A porcentagem de
hemdlise causada por cada amostra testada foi calculada em comparacdo aos
100% de hemdlise atribuidos a acdo hemolitica da fracdo comercial de saponinas

do extrato de Quillaja saponaria (S5) (Sun et al. 2008).

7. Determinacao da liberacdo de LDH

A fim de investigar o mecanismo de acdo das fracbes de saponinas que
apresentaram atividade anti-T. vaginalis, foi testada a acdo em membrana celular.
Para isso, o rompimento da membrana plasmatica foi avaliado a partir da liberagdo
da enzima citosdlica lactato desidrogenase (LDH; EC 1.1.1.27) para 0 meio de
incubacdo. Em microtubos de 2,0 mL, foram adicionados 250 pL de meio TYM e
250 pL de cada amostra ativa em concentracdo suficiente para manter a
concentracdo final no tubo equivalente a CIM previamente determinada. Os
controles positivos e negativos continham 250 pL de agua Milli-Q estéril. O volume
final de 1,0 mL em cada tubo foi alcangcado com a adi¢do de 500 puL de um inéculo

de T. vaginalis com densidade de 1,0 x 10° trofozoitos/mL gerando uma densidade

14



final de 5,0 x 10* trofozoitos/mL. Ap6s incubac&o por 24 horas a 37° C, o controle
positivo foi lisado em nitrogénio liquido por um minuto e entdo todos os tubos
foram centrifugados a 3000 rpm por cinco minutos. A atividade enzimética foi
determinada espectrofotometricamente no sobrenadante, por quantificar a taxa de
formacdo de NADH a 500 nm usando kit cinético comercial Labtest. A atividade da
enzima LDH em cada tubo teste foi comparada com o 100% de atividade de LDH
liberada por lise total de parasitos do controle positivo. O experimento foi realizado

em triplicata.

Resultados
1. Suscetibilidade de trofozoitos de T. vaginalis a frac6es de saponinas
Quando visualizados no microscopio invertido, os parasitos dos controles e
curvas de trofozoitos estavam viaveis. A viabilidade dos trofozoitos de T. vaginalis
submetidos a tratamento com as fragfes de saponinas foi também observada em
microscopio. Porém o resultado de suscetibilidade as amostras foi confirmado e
determinado quantitativamente pela medida de fluorescéncia apés a adicdo do sal
de resazurina. A fluorescéncia emitida pelos trofozoitos, tratados com
concentracdes de 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,003125; 0,001562% de
fracbes de saponinas, ao reagir com a resazurina foi comparada a fluorescéncia
do controle de trofozoitos viaveis, o qual correspondia a 100% de viabilidade. De
oito fracbes testadas (S1-S8), cinco foram ativas, reduzindo o nuamero de
trofozoitos viaveis a zero. O extrato butandlico das folhas de llex paraguariensis
(S1) quando em concentracfes abaixo de 0,0125%, praticamente ndo alterou a

viabilidade do parasito, mas na concentracdo de 0,05% apresentou atividade anti-

15



T. vaginalis maxima, sendo esta entdo considerada a concentragdo inibitéria
minima (CIM) do extrato para T. vaginalis (Fig. 1A). O extrato aquoso das folhas
de Quillaja brasiliensis (S3) gerou uma atividade dose-dependente na morte dos
trofozoitos, chegando a uma viabilidade de aproximadamente 2% na maior
concentracdo testada, a de 0,1%, que foi entdo considerada a CIM desse
composto (Fig. 1C). A fracdo comercial de saponinas de Gypsophila sp. (S4)
também foi ativa e em concentracdes a partir de 0,0125% causou citotoxicidade
aos trofozoitos. Porém a concentracdo de 0,1% apresentou atividade anti-T.
vaginalis maxima e foi considerada a CIM de S4 (Fig. 1D). Outra fracdo comercial
de saponinas, a do extrato de Quillaja saponaria (S5) também apresentou
atividade anti-T.vaginalis. Desde a concentracdo de 0,0015%, a mais baixa
concentracao testada, S5 ja causava morte em mais de 75% dos trofozoitos em
comparacdo com o controle. A CIM determinada para essa fracao foi de 0,025%
(Fig. 1E). A fracao enriquecida em saponinas das folhas de Passiflora alata, assim
como S1, ndo apresentou atividade em concentragdes mais baixas, mas a partir
de 0,025% gerou viabilidade zero de parasitos, sendo essa concentracao
considerada sua CIM (Fig. 1F). As outras trés frag0es testadas (S2, S7 e S8) ndo
demonstraram atividade anti-T. vaginalis (Figs. 1B, G e H, respectivamente).
Sendo assim, 0s ensaios para a elucidacdo de mecanismo de acdo foram
executados somente com as cinco amostras de saponinas com atividade anti-T.

vaginalis (S1, S3, S4, S5 e S6).

2. Hemodlise por saponinas
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As fracdes de saponinas que apresentaram atividade anti-T. vaginalis no
experimento de suscetibilidade foram testadas em ensaio de hemdlise. Esse
ensaio foi realizado para determinar a acdo dessas fracbes em membrana de
células, usando a de eritrécitos como prototipo. Como pode ser visualizado na
tabela 1, as fracdes S1, S3, S4 e S6, testadas na CIM pré-determinada, causaram
aproximadamente 100% de lise de eritrocitos comparando aos 100% de hemolise
causada pela fragdo S5, com base em que essa foi utilizada como controle

positivo.

3. Determinacao da liberacdo de LDH citosolica

As fragcbes S1, S3, S4, S5 e S6 foram incubadas com trofozoitos de T.
vaginalis conforme condi¢des previamente utilizadas no ensaio de suscetibilidade,
mas somente na concentracdo correspondente a CIM de cada substancia. Para
testar a acdo das fracdes ativas em membrana dos parasitos, a atividade da
enzima citosodlica lactato desidrogenase foi determinada. Como esta expresso no
grafico da figura 2, S1, S3, S4, S5 e S6 causaram a liberacdo de
aproximadamente 50% de LDH em comparacdo ao controle positivo, o qual teve
100% de liberacdo de LDH pela lise total de trofozoitos utilizando nitrogénio

liquido.

Discusséao
Desde muitos anos, nosso grupo de pesquisa vem estudando atividades
bioldgicas de compostos de origem vegetal, principalmente saponinas. A partir de

estudos como os de McAllister et al. (2001), Mandal et al (2006) e os citados
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anteriormente, que demonstraram a atividade antiprotozodria dessa classe de
substancias, decidiu-se testar fracdes contendo saponinas para esse mesmo fim.
Essas foram previamente preparadas em nosso laboratério ou entdo adquiridas
comercialmente.

No contexto de infeccbes por protozoarios, a tricomonose é uma DST
comum e que apresenta riscos de graves complicacdes de saude, considerando-
se assim o tratamento da infeccdo pelo parasito T. vaginalis extremamente
importante. Com o aumento da resisténcia a farmacos de escolha, como o
metronidazol, se faz necesséria a descoberta de novos agentes antiparasitarios.
Além disso, também ja foi relatada a atividade anti-Trichomonas de saponinas por
Tiwari et al (2008) e Guerra et al. (2008). Em nosso estudo, o teste de
suscetibilidade de trofozoitos de T. vaginalis foi realizado com oito fracdes
enriquecidas de saponinas: extratos butanolicos de llex paraguariensis e
Passiflora alata (S1 e S2), extrato aquoso de Quillaja brasiliensis (S3), fracdes de
saponinas de Gypsophila sp., Quillaja saponaria, P. alata e dos frutos de I.
paraguariensis (S4, S5, S6 e S8, respectivamente) e fracdo de flavonoides de P.
alata (S7). Para isso, foi utilizado um método fluorimétrico de quantificacdo de
trofozoitos viaveis (Duarte et al. 2009), no qual cinco amostras, S1, S3, S4, S5 e
S6, apresentaram atividade anti-T. vaginalis. As amostras com atividade mais
potente foram as saponinas do extrato de Q. saponaria (S5) (Fig. 1E) e a fracéo
enriquecida com saponinas de P. alata (S6) (Fig.1F), as quais apresentaram uma
concentracdo inibitdria minima de 0,025%. A fragdo S6 foi obtida a partir do
fracionamento do extrato butandlico das folhas de P. alata (S2) (Fig. 1B), o qual

também originou a fracdo de flavondides de P. alata (S7) (Fig. 1G), as quais foram
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testadas e ndo causaram alteracdo na viabilidade dos trofozoitos de T. vaginalis.
Com esses resultados, pode-se associar a atividade anti-Trichomonas apenas as
saponinas, dentre as fragcfes testadas. Outras trés amostras contendo saponinas
também foram ativas, matando os parasitos. O extrato butandlico das folhas de I.
paraguariensis (S1), que apresenta um alto teor em saponinas (Gosmann et al.
1995) (Fig. 1A) apresentou uma CIM de 0,05%, o extrato aquoso de Q. brasiliensis
(S3) (Fig. 1C) e as saponinas de Gypsophila sp. (S4) (Fig. 1D) demonstraram CIM
de 0,1%, sendo essa a maior concentracdo testada. No entanto, a fracdo de
saponinas dos frutos de |. paraguariensis (S8) (Fig. 1H) foi testada e néo
apresentou atividade.

Com relagéo as diferentes CIM das fracdes testadas quando comparadas
entre si, deve-se considerar o diferente conteudo e teor de saponinas de cada
amostra. As caracteristicas estruturais das saponinas variam conforme a espécie
utilizada, enquanto o teor de saponinas nas amostras varia, principalmente,
conforme o meétodo de fracionamento, pois algumas amostras testadas sao
extratos enquanto outras s&do fracbes que sofreram algum processo de
fracionamento. As saponinas presentes nas fracbes testadas possuem a
caracteristica comum de apresentaram ndcleo triterpénico em sua estrutura.
Porém, os compostos com atividade anti-T. vaginalis sdo derivados dos &cidos
ursolico e oleandlico (saponinas das folhas de |. paraguariensis e P. alata — Fig.
3A e B), do esqueleto cicloartano (saponinas de P. alata) (Gosmann et al. 1995,
Reginatto et al. 2001) ou do &cido quilaico (saponinas de Gypsophila sp., Q.
saponaria e Q. brasiliensis) (Fig. 3C) (Hostettmann e Marston 1995, Kauffmann et

al. 2004), enquanto as saponinas dos frutos de |. paraguariensis, que nao
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apresentaram atividade anti-Trichomonas, sdo derivadas do &cido 19a-
hidroxiursolico (Fig. 3D) (Taketa et al. 2004). O teor de saponinas dos extratos
testados e que apresentaram atividade anti-T. vaginalis é de aproximadamente
80% para o extrato butanolico das folhas de I. paraguariensis (Gosmann et al.
1995) e de 10% para o extrato aquoso das folhas de Q. brasiliensis. No entanto,
todas as fracbes enriquecidas de saponinas com atividade anti-T. vaginalis
possuem teor de mais de 90% de saponinas em sua composi¢cdo (dados ndo
publicados). Conclui-se, entdao, que saponinas Sdo compostos que potencialmente
apresentam atividade anti-T. vaginalis, porém essa atividade depende da
concentracdo e das caracteristicas estruturais desses compostos.

Com relacédo as CIM determinadas para as fracdes ativas, as quais foram
maiores em comparacao com a CIM de 0,005%, relatada por Tiwari et al. (2008)
para a fracdo de saponinas de Sapindus mukorossi, pode-se inferir que a
diferenca ocorreu por utilizagdo de uma maior densidade de trofozoitos no indculo
de T. vaginalis utilizado nos experimentos de suscetibilidade realizados pelo nosso
grupo.

A partir da determinacdo das saponinas ativas, o proximo passo foi o
estudo do mecanismo de acdo desses compostos na ceélula dos parasitos. Por
serem compostos anfifilicos, as saponinas podem ter a capacidade de se inserir
na bicamada lipidica, que forma a membrana plasmatica das células,
desestabilizando-a e levando a sua lise, evento que ocorre em eritrécitos (Oda et
al. 2000). Nesse contexto foram realizados dois experimentos, atividade hemolitica

e atividade de liberacdo de LDH por trofozoitos de T. vaginalis, para se determinar
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a acdo das amostras S1, S3, S4, S5 e S6 em membranas. O percentual de
hemolise de cada amostra em sua respectiva CIM, foi comparado ao das
saponinas de Q. saponaria (S5), utilizada como referéncia para 100% de hemdlise
(Sun et al. 2008). Comparando aos 100% de hemdlise causada pela concentracao
de 0,025% da fracdo S5, as outras fragcdes causaram aproximadamente o mesmo
efeito, quantificado espectrofotometricamente através da hemoglobina liberada
pelos eritrocitos lisados (Tabela 1). Esse resultado demonstra que todas as
amostras, quando utilizadas nas concentracdes equivalentes as suas CIM para os
trofozoitos de T. vaginalis, causam hemalise total. Portanto, as saponinas testadas
tém acdo na membrana de eritrocitos, indicando que essas fragcdes provavelmente
apresentam a mesma acao na membrana dos parasitos.

Neste sentido, para confirmar a acdo das saponinas na membrana dos
trofozoitos foi realizada a determinacéo da liberagdo da enzima citosdlica lactato
desidrogenase, a qual é liberada pela célula quando hé lise de membrana celular.
Basiglio et al. (2009) ja havia descrito a utilizacdo da dosagem de enzimas
citosdlicas, entre elas LDH, para avaliacdo do rompimento de células hepaticas. O
percentual de liberacdo de LDH dos parasitos tratados por 24 horas com as
saponinas ativas, apesar de semelhante entre as diferentes fracOes testadas, ndo
ultrapassou 50% quando comparado ao controle de 100% de LDH, equivalente a
trofozoitos lisados por nitrogénio liquido (Fig. 2). Essa diferenca em relacdo ao
controle pode ser atribuida a acdo de proteases liberadas pelos trofozoitos
durante a incubacdo de 24hs, as quais possivelmente degradaram parte da LDH
liberada, fato que ndo ocorreu com o controle porque foi realizado no momento da

determinagcdo enzimatica. Essa degradacdo por proteinases pode ser evitada
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através da utilizacdo de inibidores de proteases durante a incubagdo com as
saponinas ativas. Entretanto, os dados indicam que essas saponinas
provavelmente causem dano a membrana dos parasitos, demonstrado neste
estudo através da hemolise e da liberacdo de LDH. Tiwari et al (2008) relatou a
diminuicdo na citoaderéncia por alteracdo da membrana dos parasitos e
rompimento do citoesqueleto por acdo de saponinas. Esse Ultimo mecanismo e
outros devem ser estudados, visando a determinagdo do real mecanismo pelo
qual as fracbes de saponinas testadas no presente estudo desempenham a
atividade anti-T. vaginalis.

Por fim, o extrato butanolico de |. paraguariensis, o extrato aquoso de Q.
brasiliensis, as saponinas de Gypsophila sp., as saponinas de Q. saponaria e as
saponinas de P. alata sdo substancias de fonte vegetal com atividade anti-T.
vaginalis promissora. Porém, essas necessitam maior fracionamento, visando
purificacdo dos compostos ativos e determinacdo da relacdo entre estrutura
guimica e atividade anti-T. vaginalis, bem como maiores estudos a cerca de seu

mecanismo de agdo nos parasitos e de seu efeito nas células do hospedeiro.
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Legendas das figuras

Figura 1: (A) S1 — Extrato butandlico das folhas de I. paraguariensis contendo
saponinas triterpénicas. CIM = 0,05%; (B) S2 — Extrato butandlico das folhas de P.
alata contendo saponinas e flavondides. Sem atividade anti-T. vaginalis até
concentracdo de 0,1%; (C) S3 — Extrato aquoso das folhas de Q. brasiliensis
contendo saponinas. CIM = 0,1%; (D) S4 — Fracdo comercial de saponinas de
Gypsophila sp. CIM = 0,1%; (E) S5 — Fracdo comercial de saponinas de Q.
saponaria. CIM = 0,025%; (F) S6 — Fracdo enriquecida em saponinas de P. alata,
proveniente do fracionamento de S2. CIM = 0,025%; (G) S7 — Fragao enriquecida
em flavondides de P. alata, proveniente do fracionamento de S2. Nao alterou a
viabilidade dos trofozoitos de T. vaginalis, em comparagdo ao controle, em
nenhuma concentragdo testada; (H) S8 — Fracdo de saponinas dos frutos de I.
paraguariensis. Sem atividade anti-T. vaginalis até concentracdo de 0,1%.
Resultados em % calculados através das médias de unidades relativas de
fluorescéncia comparadas ao controle (100% de fluorescéncia). Todos o0s
resultados sdo representativos de 3 experimentos.

Figura 2: Liberacdo de LDH citosdlica de trofozoitos de T. vaginalis ap6s morte
em presenca das fracbes de saponinas testadas em suas respectivas CIM. S1 =
0,05%; S3 e S4 = 0,1%; S5 e S6 = 0,025%.

Figura 3: Comparagao entre as estruturas das saponinas triterpénicas contidas
nas fracOes testadas. (A) 28[3-O-D-glicopiranosilester do 3-O-3-L-arabinopiranosil-
[(2-1)-ramnopiranosil]-(3-1)-glicopiranosil- acido ursdlico (Matesaponina I —
presente nas folhas de l.paraguariensis) (B) Acido 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-2)-B-
D-glicopiranosil-oleandlico (presente nas folhas de P. alata) (C) Acido 3-O-B-D-
glicuronopiranosil-quildico (presente nas folhas de Q. brasiliensis) (D) 283-O-D-
glicopiranosilester do 3-O-B-D-glicopiranosil-(1-3)-a-L-arabinopiranosil-19-acido
hidroxiursélico (llexosideo Il — presente nos frutos de |. paraguariensis).
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Tabela 1: Atividade hemolitica das fracbes de saponinas com atividade anti-T.
vaginalis em suas respectivas CIM.

Fragdes de saponinas S1 S3 5S4 S5 56
CIM (%) 0,05 0,1 0,1 0,025 0,025
Hemolise (%) 98,55 99,59 99,96 100 99,55

Resultados expressos pela média de experimento realizado em triplicata.

-1 -

g

I

(a]

-

O

o

®

o 950+

o

—

[

0

3

0-
Controle S1 S3 S4 S5 S6
Fragoes de saponinas

Figura 2

30



” glicose

o
glicose (1 - 3)[ramnose {1-2}] arabmose-j..__o
%
glicose (1-2) glicose
Ac. glicurdnico—0
RO
O

C glicose

glicose {1-3) arabinosex___o

Figura 3

31



Anexo 1. Normas da revista Parasitology Research pa ra submissao de artigo

Parasitology Research

Founded as Zeitschrift fur Parasitenkunde
Editors: H. Mehlhorn; B. Chobotar

ISSN: 0932-0113 (print version)

ISSN: 1432-1955 (electronic version)
Journal no. 436

Springer

Editorial Board

Description
The journal Parasitology Research covers the latest developments in

parasitology across a variety of disciplines, including biology, medicine and
veterinary medicine. Among many topics discussed are chemotherapy and control
of parasitic disease, and the relationship of host and parasite.

Other coverage includes: Protozoology, Helminthology, Entomology;
Morphology (incl. Pathomorphology, Ultrastructure); Biochemistry, Physiology
including Pathophysiology; Parasite-Host-Relationships including Immunology and
Host Specificity; life history, ecology and epidemiology; and Diagnosis,
Chemotherapy and Control of Parasitic Diseases.

Impact Factor: 1.473 (2008) *
* Journal Citation Reports®, Thomson Reuters
Abstracted/Indexed in:

Abstracts in Anthropology, Academic OneFile, Academic Search,
AGRICOLA, ASFA, Biological Abstracts, BIOSIS Previews, CAB Abstracts, CAB
International, CSA/Proquest, Current Abstracts, Current Contents/ Life Sciences,
EMBASE, EMBiology, Focus on: Veterinary Science & Medicine, Gale, Global
Health, Google Scholar, IBIDS, Index Copernicus, INPHARMA, Journal Citation
Reports/Science Edition, OCLC, PASCAL, PubMed/Medline, Science Citation
Index, Science Citation Index Expanded (SciSearch), SCOPUS, Summon by Serial
Solutions, TOC Premier, VINITY - Russian Academy of Science, Zoological
Record

Aims and scope

An international journal on parasitology that includes:
-General, Biological, Medical and Veterinary Parasitology
-Protozoology, Helminthology, Entomology
-Morphology (incl. Pathomorphology, Ultrastructure)
-Biochemistry, Physiology (incl. Pathophysiology)
-Parasite-Host-Relationships (incl. Immunology, Host Specificity)
-Life History, Ecology, Epidermiology
-Diagnosis, Chemotherapy and Control of Parasitic Diseases
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Title Page
The title page should include:
* The name(s) of the author(s)

» A concise and informative title

» The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

* The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding
author

Abstract
Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not
contain any undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.
* Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

* Use italics for emphasis.

* Use the automatic page numbering function to number the pages.

* Do not use field functions.

» Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

» Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

* Use the equation editor or MathType for equations.
Note: If you use Word 2007, do not create the equations with the default
equation editor but use the Microsoft equation editor or MathType instead.

» Save your file in doc format. Do not submit docx files.

Word template
Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently
thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the
citation of a reference included in the reference list. They should not consist solely
of a reference citation, and they should never include the bibliographic details of a
reference. They should also not contain any figures or tables. Footnotes to the text
are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript
lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
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Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.
Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a
separate section before the reference list. The names of funding organizations
should be written in full.

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some
examples:
» Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).
» This result was later contradicted (Becker and Seligman 1996).
* This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995;
Kelso and Smith 1998; Medvec et al. 1993).

Reference list
The list of references should only include works that are cited in the text and
that have been published or accepted for publication. Personal communications
and unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes
or endnotes as a substitute for a reference list.Reference list entries should be
alphabetized by the last names of the first author of each work.
» Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S,
Bosquet L (2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate
variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi:
10.1007/s00421-008-0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al”
in long author lists will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N
Engl J Med 965:325-329

e Atrticle by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086

* Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

* Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

* Online document
Doe J (1999) Title of subordinate document. In: The dictionary of
substances and their effects. Royal Society of Chemistry. Available via
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DIALOG. http://www.rsc.org/dosel/title of subordinate document. Accessed
15 Jan 1999
Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the
ISSN List of Title Word Abbreviations, see www.issn.org/2-22661-LTWA-

online.php

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the
components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in
the form of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters
(or asterisks for significance values and other statistical data) and
included beneath the table body.

Artwork Guidelines

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit
all of your artwork — photographs, line drawings, etc. —in an electronic format. Your
art will then be produced to the highest standards with the greatest accuracy to
detail. The published work will directly reflect the quality of the artwork provided

Electronic Figure Submission

Line Art

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use
TIFF format. MS Office files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the
files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering
within the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.
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* Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the

files.
100
—& - Ameboid microglia
& - Ramified microglia
o
- -
3 -7 .
@ 10 2
E & L 2
e 4AxANOVA: P=0.25
‘o
s .
o A
o
u e
8 1 A
2 ..
‘—hj | R | .. & - e A
= - .
1xANOVA; P=0,01* each
4xANOVA: P=0.04 *
0
DLPFC ACC Hi MD
Halftone Art

» Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

« If any magnification is used in the photographs, indicate this by using
scale bars within the figures themselves.

» Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Combination Art

Group |

Group Il

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing
line drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
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Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the
main information will still be visible. Many colors are not distinguishable
from one another when converted to black and white. A simple way to
check this is to make a xerographic copy to see if the necessary
distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork,
usually about 2—-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not
use 8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
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Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices
(Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered
separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the
figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in
the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation
to be placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use
boxes, circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the
form of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must

obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format.
Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for free and
that Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive
these permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio,

etc.) and other supplementary files to be published online along with an article or a
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book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain
information cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Submission

* Supply all supplementary material in standard file formats.

* Please include in each file the following information: article title, journal
name, author names; affiliation and e-mail address of the corresponding
author.

* To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized
files may require very long download times and that some users may
experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
* Always use MPEG-1 (.mpg) format.
Text and Presentations
* Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for
long-term viability.
» A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets
» Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

» If the readers should be encouraged to make their own calculations,
spreadsheets should be submitted as .xls files (MS Excel).
Specialized Formats
* Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb
(Mathematica notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
» Itis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering
» If supplying any supplementary material, the text must make specific
mention of the material as a citation, similar to that of figures and tables.
* Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown
in the animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in
Online Resource 4.
* Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf".

Captions
 For each supplementary material, please supply a concise caption
describing the content of the file.
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Processing of supplementary files
» Electronic supplementary material will be published as received from the
author without any conversion, editing, or reformatting.

Ethical standards

Manuscripts submitted for publication must contain a declaration that the
experiments comply with the current laws of the country in which they were
performed. Please include this note in a separate section before the reference list.

Conflict of interest

All benefits in any form from a commercial party related directly or indirectly
to the subject of this manuscript or any of the authors must be acknowledged. For
each source of funds, both the research funder and the grant number should be
given. This note should be added in a separate section before the reference list.
If no conflict exists, authors should state: The authors declare that they have no
conflict of interest.

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author
Query Application at Springer's web page where you can sign the Copyright
Transfer Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice,
offprints, or printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is
submitted to the journal and access to that article is granted to customers who
have purchased a subscription), Springer provides an alternative publishing option:
Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of
a regular subscription-based article, but in addition is made available publicly
through Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer Open
Choice cannot be ordered for published articles.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or
grant the Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure
the widest possible protection and dissemination of information under copyright
laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright
remains with the author. In opting for open access, they agree to the Springer
Open Choice Licence.

Offprints
Additional offprints can be ordered by the corresponding author.
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Color illustrations
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print
version, authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and
the completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes
in content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed
without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an
Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This
is the official first publication citable with the DOI. After release of the printed
version, the paper can also be cited by issue and page numbers.

Languages

Articles and abstracts must be in English or in the journal's official
language(s), but the journal accepts additional abstracts in other languages of the
author’s choice (for instance in the author’s first language, if not English or the
journal's official language). Such abstracts are optional. Authors would need to
supply such abstracts themselves, certify that they are a faithful translation of the
official abstract, and they must be supplied in Unicode (see www.unicode.org for
details), especially if they are using non-roman characters.

Such abstracts in  other languages will carry a  disclaimer:
"This abstract is provided by the author(s), and is for convenience of the users
only. The author certifies that the translation faithfully represents the official version

in the language of the journal, which is the published Abstract of record and is the
only Abstract to be used for reference and citation.”
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