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APRESENTACAO

A obra “Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Quimica e bioguimica” publicada
no formato e-book explana o olhar multidisciplinar da area de alimentos. O principal objetivo
desse e-book foi apresentar de forma categorizada os estudos, relatos de caso e revisdes
desenvolvidas em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do pais, 0os quais transitam
nos diversos caminhos da ciéncia e tecnologia de alimentos. Em todos esses trabalhos
a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacdo de alimentos; analise e
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos de alimentos; desenvolvimento de novos
produtos alimenticios, legislacdo dos alimentos e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos nestes 19 capitulos
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
que de alguma forma se interessam pela area da ciéncia e tecnologia de alimentos e seus
aspectos. Portanto, possuir um material cientifico que demonstre com dados substanciais
de regides especificas do pais € muito relevante, assim como abordar temas atuais e de
interesse direto da sociedade. Deste modo a obra “Alimentos: Toxicologia e microbiologia &
Quimica e bioguimica” se constitui em uma interessante ferramenta para que o leitor, tenha
acesso a um panorama do que tem sido construido na area em nosso pais.

Uma 6tima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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CAPITULO 17

ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DO OLEO E DA
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RESUMO: As parasitoses intestinais, sobretudo
as causadas por protozoarios, sdo um grave
problemadesaldepublica.Entreelas,aamebiase,
ocasionada pela Entamoeba histolytica, cujo
tratamento é feito com nitroimidazoélicos que
causa diversos efeitos colaterais e toxicidade. O
6leo extraido do buriti, fruto do cerrado, se insere
nesse panorama por ser cicatrizante, energético,
vermifugo e rico em carotendides, acidos graxos
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e tocoferdis. A nanociéncia e a nanotecnologia
aplicadas a saude tém fomentado pesquisas que
buscam contornar adversidades relacionadas
as propriedades fisico-quimicas de principios
ativos oriundos de plantas medicinais. Nesse
sentido, as nanoemulsdes tém sido usadas como
veiculos de entrega modificada de medicamentos
ou fitoterapicos. O objetivo do trabalho foi
avaliar a atividade imunomoduladora do Oleo
e da nanoemulsdo do buriti na interagdo entre
fagocitos e E. histolytica. Para utilizagéo do éleo
foi realizada coleta e caracterizagdo do mesmo,
seguido da padronizagdo da nanoemulséo.
A partir de células mononucleares coletadas
de sangue periférico humano e culturas de
cepas axénicas de E. histolytica realizou-se a
estimulagdo entre os grupos na presenca do 6leo
e da nanoemulsdo, comparado ao grupo controle.
Para determinar a interacdo entre o parasito e
células humanas realizou-se a quantificacdo de
anion superoéxido, avaliagéo da leucofagocitose,
atividade amebicida e viabilidade celular. A
analise estatistica foi feita por analise de variancia
(ANOVA, p<0,05), seguida pelo teste de Tukey.
Resultados demonstraram que o 6leo teve boa
atividade amebicida e baixa toxicidade para
as células, porém a nanoemulsdo apresentou
melhores resultados. J& na leucofagocitose, a
nanoemulsdo diminuiu a capacidade do parasito
abaixo de 20% e aumentou a producao de anion.
Conclui-se que a nanoemulsao do buriti modulou
as atividades bioldgicas das células fagociticas
na presenca do parasito sem interferir na sua
viabilidade e aumentou a produgéo de anion na
interacéo entre células e parasito.

PALAVRAS-CHAVE: Amebiase, Buriti,
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nanoemulsao, viabilidade celular.

IMMUNOMODULAACTIVITY OF THE OIL AND NANOEMULSION OF
MAURITIA FLEXUOSA IN THE INTERACTION BETWEEN PHAGOCYTES AND
ENTAMOEBA HISTOLYTICA

ABSTRACT: Intestinal parasites, especially those caused by protozoa, are a serious public
health problem. Among them, amoebiasis, caused by Entamoeba histolytica, treated with
nitroimidazoles, which causes several side effects and toxicity. The oil extracted from the
buriti, a cerrado fruit, is part of this scenario as it is healing, energetic, vermifuge and rich in
carotenoids, fatty acids and tocopherols. Nanoscience and nanotechnology applied to health
have promoted research that seeks to overcome adversities related to the physicochemical
properties of active principles from medicinal plants. In this way, nanoemulsions have been
used as modified delivery vehicles systems for drugs or herbal medicines. Therefore, the aim
of this work was to evaluate the immunomodulatory activity of buriti oil and nanoemulsion
in the interaction between phagocytes and E. histolytica. To use the oil, it was collected
and characterized, followed by standardization of the nanoemulsion. From mononuclear
cells collected from human peripheral blood and cultures of axenic strains of E. histolytica,
stimulation was performed between the groups in the presence of oil and nanoemulsion,
compared to the control group. To determine the interaction between the parasite and human
cells, the quantification of superoxide anion, leukophagocytosis, amoebic activity and cell
viability were performed. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA,
p<0.05), followed by Tukey’s test. Results showed that the oil had good amebicidal activity
and low toxicity to cells, but the nanoemulsion showed better results. In leukophagocytosis,
the nanoemulsion reduced the parasite capacity below 20% and increased anion production.
It was possible to conclude that the Buriti nanoemulsion modulated the biological activities
of phagocytic cells in the presence of the parasite without interfering with its viability and
increased anion production in the interaction between cells and parasite.

KEYWORDS: Amebiasis, Buriti, cell viability, nanoemulsion, reactive oxygen species.

11 INTRODUCAO

A amebiase é uma infec¢do parasitaria provocada pelo protozoario Entamoeba
histolytica, descoberta por Lésch em 1875 na Russia, em um paciente com disenteria
recidivante de evolugdo grave e letal. ApOs anélise das evacuacdes e do exsudato das
lesbdes encontradas “post mortem”, Lésch se deparou com o microrganismo atualmente
descrito como E. histolytica (Garcia-Zepeda et al., 2007; Dulgheroff et al., 2015). A
amebiase possui distribuicdo mundial, com maior incidéncia em paises de clima tropical.

A E. histolytica afeta cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo. E a doenga
parasitaria com maior taxa de mortalidade, sendo responsavel por mais de 100.000 mortes
anualmente (Castro et al., 2019; Wang & Kathan, 2020). Das suas formas encontradas sédo
os trofozoitos, a forma invasiva, pois possuem variabilidade de tamanho e sua motilidade
€ realizada pela emissao de pseudbpodes que exerce todas as atividades necessarias a
sua sobrevivéncia, nutrem-se de restos celulares e em sua forma patogénica pode conter
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hemacias nos vacuolos digestivos (Cordeiro & Macedo, 2007; Shirley et al., 2018). O
processo no qual os trofozoitos fagocitam eritrécitos € denominado eritrofagocitose, que
ocorre frequentemente na forma invasiva da amebiase (Silva, 2016).

O ciclo de vida da E. histolytica se inicia quando o homem ingere o parasito em
estagio de cisto maduro (forma infectante), por meio da ingestdo de agua, alimentos e/ou
maos contaminadas (Cordeiro & Macedo, 2007; Aimeida & Leite, 2020) O desencistamento
ocorre no intestino delgado, originando o metacisto que sofre divisdo binaria e liberam
trofozoitos que migram para o intestino grosso até o colén, onde se fixam e podem sofrer
0 processo de encistamento originando novos cistos que eventualmente seréo excretados
nas fezes, dando continuidade ao seu ciclo biol6gico (Huston, 2004). No intestino, crescem
e se alimentam ingerindo bactérias e particulas nutritivas do meio, multiplicam-se por
divisdo binaria simples, e ao se desprenderem da mucosa intestinal, transformam-se em
pré-cistos e posteriormente em cistos (Dolabella, 2007). Devido a protecdo conferida pela
parede, os cistos podem sobreviver por dias e até semanas em ambientes in6spitos e, caso
os dejetos fecais contaminados ndo forem adequadamente descartados, poderéo infectar
outros individuos (Samie et al., 2012).

A adeséao dos trofozoitos a célula do hospedeiro, apds a penetracdo da ameba na
mucosa, ocorre a liberacdo de enzimas proteoliticas que tém sido apontadas como os
principais fatores de viruléncia da E. histolytica. Essas moléculas inserem-se na membrana
dacélula-alvo formando canais iénicos causando alise celular e corroborando com aresposta
inflamatéria (Mirelman et al., 2008). Além disso o parasito libera cisteina-proteinases,
que sdo responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular, facilitando a invasao
tecidual (Mirelman et al., 2008; Lejeune et al., 2009; Ghosh et al., 2019). Estas cisteinas-
proteinases secretadas pelos trofozoitos sédo capazes de degradar imunoglobulinas (IgA e
IgG) presentes na mucosa do hospedeiro (Santos & Soares, 2008).

Em sua forma néo invasiva, os trofozoitos permanecem no lumen intestinal de
portadores assintomaticos e sdo eliminados nas fezes como cistos. Contudo, na forma
invasiva os trofozoitos migram por meio da veia mesentérica superior até o figado podendo
alcangar outros 6rgdos como, pulmao, cérebro, ocasionando a amebiase extraintestinal
(Braz et al., 2015; Nasrullah et al., 2017).

A viruléncia da E. histolytica € multifatorial e influenciada por fatores do hospedeiro,
intrinsecos do parasito e do microambiente de evasédo (Cordeiro; Macedo, 2007). Sabe-
se também que a E. histolytica € capaz de inibir a produ¢do de metabdlitos ativos de
oxigénio por mondécitos, supostamente contribuindo na prevencdo da morte do parasito
durante a leucofagocitose, processo de facogitose que a propria ameba realiza, e se inicia
com a ligagcdo da lectina Gal/GalNAc (Franga-Botelho et al., 2010; Carrero et al., 2019).
Em infeccbes amebianas, a fagocitose, bem como a inducéo de apoptose de células do
hospedeiro pelos trofozoitos, parece limitar a inflamacéo e possibilitar a evasao do parasito
da resposta imunolégica (Huston, 2004).
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Para impedir a evaséo da resposta imunolégica, diversos componentes da imunidade
inata participam do mecanismo de defesa contra os protozoarios (Garcia-Zepeda et al.,
2007). Uma das barreiras € a mucosa intestinal integra composta por células produtoras de
muco, que previnem a adesao do parasito as células epiteliais (Hondo et al., 2017).

Quando a barreira da mucosa néo esta integra a ameba consegue penetrar na
mucosa intestinal e evoluir com o processo de adesdo celular. Isso ocorre porque as
amebas produzem enzimas proteoliticas que atuam no processo de citolise e de adeséo
trofozoitica na superficie da célula, promovendo maior dano tecidual a célula-alvo (Santos
& Soares, 2008; Silva & Gomes 2005).

Como consequéncia, ocorre uma resposta inflamatéria aguda com presenca de
leucécitos polimorfonucleares e macréfagos (Silva & Gomes 2005) que representam uma
importante linha de defesa, sendo essenciais na patogénese da amebiase, uma vez que
ativam trofozoitos da E. histolytica e, quando estimulados, apresentam atividade amebicida
que aparenta ser mediada por 6xido nitrico (NO) (Moonah et al., 2013).

Para a resposta imunolégica ser eficaz contra a ameba é necessaria a participacao
da imunidade adaptativa, isso se da a partir da produgdo de anticorpos da classe IgA
secretoria (Alla et al., 2012). Além disso, a imunidade celular também realiza o controle da
infeccdo. Um estudo realizado in vivo revela que apés a supressao da imunidade celular os
animais apresentaram quadro clinico grave, acompanhado de invaséo tecidual (Tsutsumi
& Shibayama, 2006).

O diagnéstico clinico da amebiase é dificultado por ndo apresentar um padrdo
sugestivo. O individuo com disenteria amebiana aguda apresenta dores abdominais, e,
em alguns casos, nauseas, vomitos e cefaleia (Tanyuksel & Petri, 2003; Santos & Soares,
2008), O tratamento de escolha para a amebiase é o metronidazol, amebicida utilizado
mundialmente apesar de apresentar diversos efeitos colaterais, como nausea e dor
abdominal (Ceruelos et al., 2019).

Uma espécie que merece destaque é a Mauritia flexuosa, conhecida como buriti,
sendo encontrada em regides alagadas e umidas do Centro-Oeste, Norte e Nordeste do
Brasil {Batista et al., 2012). Rica fonte de fitoquimicos antioxidantes como: flavonbides,
tocoferdis, &cido fendlico e vitamina A e E, agentes que neutralizam as agbes dos radicais
livres (Reis & Schmiele 2019; Araujo, 2019).

O Oleo extraido da polpa do fruto de buriti desperta interesse por apresentar
propriedades quimicas e farmacolégicas, utilizado pela populagdo para fins medicinais,
tratamento de ferimentos, vermifugo, auxilio no processo de cicatrizacdo, dentre outros
(Batista et al., 2012; Reis & Schmiele 2019). Diante de sua ampla utilizagédo, o potencial
terapéutico atribuido ao buriti abre perspectiva de utiliza-lo como fitoterapico além de
constituir uma alternativa eficaz no controle de parasitos gastrintestinais (Batista et al.,
2012).

A nanotecnologia € o ramo da ciéncia que apresenta o potencial de manipular e
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organizar estruturas desde o nivel molecular até o atémico (Allan, 2003), é multidisciplinar
e possui aplicagdes nas areas da medicina, engenharia, fisica, quimica, biologia, entre
outras (Santos, 2019).

E grande o interesse em produtos obtidos a partir de plantas, uma vez que apresentam
alto potencial farmacologico. Nas Ultimas décadas, tem crescido o desenvolvimento
tecnoldgico a fim de buscar principios ativos oriundos de plantas medicinais, contribuindo
assim para as inovagdes e pesquisas relacionadas a nanociéncia e nanotecnologia
(Vaucher et al., 2015). O desenvolvimento de novos sistemas transportadores de farmacos
tem aumentado nos Gltimos anos com objetivo de aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade
(Cortes-et al., 2013). Nesse contexto, destaca-se as emulsées com tamanho em escala
nanomeétrica - nanoemulséo - caracterizadas por exibirem uma excelente estabilidade em
suspensédo e melhorarem a capacidade de administrar medicamentos. (Reis, 2019).

Considerando a composicdo do O6leo de buriti e a sua possivel utilizagcdo
farmacolbgica, a nanoencapsulagéo surge como uma possibilidade de melhorar a eficacia
e aumentar a estabilidade de seus componentes farmacologicamente ativos, facilitando a
penetracdo em certas barreiras. Neste trabalho, a escolha da nanoemulséo foi exatamente
pela estabilidade dos bioativos do 6leo, que permitem a avaliacéo da atividade biologica

das células e a interagdo com o parasito, mantendo seus componentes preservados.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta, obtencao e preparo

Os frutos do buriti, dos quais foi extraido o 6leo utilizado no presente estudo, foram
coletados ap6s queda natural, no municipio de Nova Xavantina (latitude 14° 44:°01.1’ Sul,
longitude 52° 41.1’ Oeste), Mato Grosso, no periodo de amadurecimento dos frutos (agosto
a janeiro). Em seguida, foi feita a classificagcdo taxonémica da arvore, realizada através da
identificacdo de suas folhas e frutos no Herbario da Universidade Federal de Mato Grosso-
CUA/UFMT, com registro n° 12.555.

As polpas foram submetidas a extracdo do 6leo como solvente por evaporagéo,
obtendo assim o 6leo limpo alaranjado (13% de rendimento). O 6leo de buriti foi entdo
diluido em Dimetilsulféxido a 2% (DMSO) e foi realizada uma diluicdo para obtencdo da
concentragdo de 10ng/mL de 6leo de buriti.

2.2 Hidrodestilacao do 6leo de Buriti

Foi realizada a hidrodestilacdo do 6leo de buriti com objetivo de obtencdo de
substancias volateis. A caracterizagdo quimica foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. O tempo de destilagdo foi de aproximadamente
3 h. O hidrolato resultante foi submetido ao processo de particdo liquido:liquido. A fragédo
orgénica foi separada, filtrada na presenca de sulfato de sédio anidro e concentrada em
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rotaevaporador Buchi®.
2.3 Analise dos volateis por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas

Foi realizada a solubilizacdo em acetato de etila grau cromatografico Sigma-Aldrich.
O volume obtido foi transferido para o cromatégrafo de fase gasosa modelo GC-2010
Shimadzu equipado com injetor automatico AOC-20i, com coluna cromatogréafica RTX-
5 MS (830 m x 0,25 mm x 0,25 pm) Restek, acoplado a um espectrometro de massas
equipado. A identificacdo dos compostos foi realizada por comparac¢des dos padrdes de
fragmentacéo dos compostos existentes nas bibliotecas espectrais como: Wiley Library,
Flavors and Fragrances of Natural and Synthetic Compounds (FFNSC), National Institute
of Standards and Technology (NIST Webbook) e com o indice de retengédo (Equagéo 1)
experimentalmente calculado utilizando uma mistura de série homéloga de hidrocarbonetos
de C8-C40 (Sigma-Aldrich) através da comparagdo com os valores de indice de retencéo
descritos na literatura disponivel online no “The Pherobase”. Os resultados foram expressos
em porcentagem relativa de cada substancia em relagéo a area total do cromatograma de
cada amostra.

IR= 100 X Log(trx- trcn-1)Log(tren- tren-1)+100 X Cn-1  (equagéo 1)

Onde: trx é o tempo de retencédo do analito de interesse, tren é o tempo de retencao
do hidrocarboneto com maior tempo, tren-1 é o tempo de retencéo do hidrocarboneto com
menor tempo, Cn é o numero de carbono do hidrocarboneto com maior tempo, e Cn-1 é o
numero de carbono do hidrocarboneto com menor tempo.

2.4 Preparacéo e analise da nanoemulsao contendo o éleo de Buriti

A nanoemulséo foi preparada no Laboratério de Nano&Biotecnologia (LANAB) da
Universidade Federal de Goias - GO. A analise do tamanho foi realizada por espectroscopia
de correlagao foténica em equipamento ZetaSizer NanoSeries (Malvern Instruments, Reino
Unido) no laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal de Goias.

2.5 Sujeitos e aspectos éticos

Foram coletadas amostras de sangue periférico de doadores clinicamente saudaveis,
na faixa etaria de 20 a 40 anos. Todos os doadores estavam cientes no momento da coleta
que o sangue seria destinado a fins de pesquisa e assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido

2.6 Obtencéo e separacao de amostras de sangue periférico humano

Foram coletados em média 5 mL de sangue periférico de cada doador em tubos
contendo EDTA, e processadas imediatamente para obtencao dos leucécitos. Foi realizada
a separacdo das populagdes celulares em gradiente de densidade com Ficoll-Paque
(Pharmacia, Upsala, Suécia), durante 40 min a 160 x g em centrifuga. O anel enriquecido
de células mononucleares foi retirado e reservado.
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Foi realizada a contagem em Camara de Neubauer, as células foram utilizadas para
0s ensaios de liberagédo de anion superdxido, de viabilidade, leucofagocitose e atividade
amebicida.

2.7 Parasito

Os trofozoitos de E. histolytica foram mantidos em para cultivo axénico. Foram
realizadas subculturas de E. histolytica Cepa HM-1 assegurando sua viabilidade e
crescimento. Todas as culturas foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Amebiase da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. Os parasitos foram mantidos no Laboratorio
de Cronoimunomodulagdo e Imunologia da relagdo materno-infantil da Universidade
Federal de Mato Grosso - CUA/UFMT, em temperatura adequada, em estufa a 37°C, sendo
realizado repiques garantindo a utilizagado destes em fase exponencial de crescimento.

2.8 Atividade funcional das células mononucleares

Para avaliar a atividade funcional das células, foram incubadas os fagécitos com
as cepas de E. histolytica durante duas horas a 37°C em estufa a 5% de CO2. Apés esse
periodo realizou se as seguintes etapas:

2.9 Atividade funcional das células mononucleares
2.9.1 Viabilidade celular

A viabilidade das células mononucleares (MN) do sangue periférico humano foi
avaliada pela técnica de laranja de acridina (Bellinati-Pires et al., 1989). O botao celular
“pellet” foi corado com 200 pL de laranja de acridina (14,4 mg/mL) (Sigma, St Loius, USA-
2mg/mL). Posteriormente, foram preparadas laminas e analisadas em microscopia de
fluorescéncia (Nikon Eclipese E-200). O indice de viabilidade celular foi obtido através
da contagem de 100 células, através da interpretacédo: células vivas as que possuiam
coloracao verde e células mortas as que possuiam coloragao alaranjada, obtendo-se uma
relacéo de células vivas/mortas (Franca et al., 2011).

2.9.2 Atividade amebicida

A atividade amebicida das células MN do sangue periférico humano foi avaliada
pela técnica de alaranjado de acridina (Bellinate-Pires et al., 1989). Volumes iguais de
suspensdo de E. histolytica e de suspenséo de células foram estimulados com o 6leo de
buriti e nanoemulséo, sob agitacéo a 37°C, por 30 minutos. As células foram contadas em
microscépio de fluorescéncia (Nikon-Eclipse E200).

2.9.3 Dosagem de anion superdxido

Para quantificagdo de liberagdo de anion superoxido pelas células fagociticas,
sendo determinada pela utilizagdo do cromdgeno citocromo C (Sigma, St Louis, MO, USA),
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segundo o0 método de Pick e Mizel (1981) adaptado por Honério-Francga et al., (1997).

As células e E. histolytica, foram ressuspendidas em PBS glicosado contendo
ferricitocromo C (concentracdo de 2mg/mL). As suspensodes foram colocadas em placas de
cultura celular a 37°C por 1 hora. A leitura foi feita em espectrofotdmetro de placa com filtro
de 540nm (Thermo Plate TP-Reader). A concentracdo do &nion superdxido foi calculada
segundo o método adaptado de Pick e Mizel (1981), no qual é estabelecida a seguinte
relagéo, concentrag¢do de:

02- =DO x 1006,3 nmol/mL
Os resultados foram obtidos pela analise em microscopio de fluorescéncia.

2.10 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi obtida através da andlise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey, utilizando o programa BioEstat® 5.0. Os resultados
obtidos foram considerados significativos quando a andlise estatistica apresentou p-valor
menor que 0,05 (p<0.05).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao Volatil

Na tabela 1 estdo presentes todos os componentes volateis obtidos pelo método
citado. De acordo com ALBUQUERQUE et al., (2003) o 6leo de buriti & basicamente
composto de tocoferol, caroten6ides e em maiores quantidades acidos graxos de cadeia
longa, como &cido palmitico e acido oléico. A composicéo e valor nutricional do 6leo de
buriti bruto pode variar de acordo com a estagéo e processos de extragéo.
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Tr % Area MM IR
1 303 0.26 2. 4-dimetilheptano 128 788
2 34.0 0.15 5-metil-5-propilnonano 184 1229
3 346 0.23 Isotetradecano 198 1399
4 348 0.04 Tridecanol 242 1670
5 35.2 0.35 Octadecano 254 1810
6 36.1 2.06 Acido palmitico 256 1961
7 371 0.55 Nonadecano 268 1990
8 372 022 Icosano 282 2019
9 37.6 0.08 Metil-heptadecanoato 284 2008
10 383 0.07 7-Metil-octadecenoato 296 2085
11 38.5 2.15 Acido oleico 282 2175
12 388 1.65 Docosano 300 2200
13 40.5 803 Tetracosano 338 2407
14 42.1 15.77 Pentacosano 352 2500
15 43.7 17.59 Acido tricosanoico 354 2668
16 452 1834 Nonacosano 408 2904
17 46.2 2.46 Esqualeno 410 2914
18 46.8 14.51 Triacontano 422 3000
19 48.0 1.04 Dotriacontano 450 3202
20 482 0.97 9-octilhexacosano 478 3337
21 488 955 Hexatriacontano 506 3600
22 49.5 0.5 Tetracontano 562 3997
Total 96.77

Tabela 1. Apresenta a composigdo volatil do 6leo de Buriti obtido por andlise de Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas.

Tr = Tempo de retengdo; MM = Massa molecular; IR = indice de retengao.

O potencial do 6leo do buriti ja esta amplamente conhecido, os componentes do
6leo sobretudo os tocoferbis como exemplo a vitamina e cujo 6leo é rico desse composto
pode ser fundamental na funcdo e regulacéo de varias células do sistema imunologico
tais como macréfagos, células natural killer (NK), células T e células B, estudos recentes
focaram nos efeitos da vitamina E em células imunes especificas. Macrofagos, células
mononucleares tém papel importante na imunidade inata, principalmente pela producéo
de citocinas e regulacao de vias de producéo de radicais livres (Mosser & Edwards, 2008).

3.2 Viabilidade Celular

Os ensaios de viabilidade celular comprovaram que 6leo e nanoemulsdo nao
interferiram na vitalidade destas células. Entretanto quando os fagécitos foram incubados
com a ameba na presenca dos estimulos (6leo e nanoemulsdo), observou-se que a
viabilidade das células foi diminuida no grupo estimulado com 6leo, mas tal resultado né&o
deve ser correlacionado com a presencga do 6leo e sim pela interagcao do parasito com as
células, visto que isoladamente o grupo com 6leo ndo houve diminui¢cdo da viabilidade.
Como observado na tabela abaixo, o indice de viabilidade foi acima de 90%. Ou seja
os componentes do 6leo ndo causaram nenhum tipo de dano as células, portanto nédo
apresentou efeitos citotoxicos. Outros estudos comprovam resultados similares com
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6leo de Buriti (Ferreira et al., 2011). Zanatta e colaboradores (2010) comprovaram baixa
citotoxicidade do 6leo de buriti para outros tipos celulares, os queratinécitos e fibroblastos.
(Santos et al., 2020) essa pesquisa com 6leo de sementes de buriti também descreveu
baixa citotoxicidade, sobre Artemia salina. Os resultados obtidos corroboram com outros
estudos envolvendo o 6leo de buriti, essa baixa toxicidade esta relacionada a quantidade
de &cidos graxos presentes no 6leo, um deles é o &cido oleico conhecido também como
O6mega 9. O acido oleico tem efeito protetor sobre varias células do organismo, por exemplo
as células cardiacas reduzindo os problemas vasculares (Pérez et al., 2018).

Fagécitos incubados com: Viabilidade dos Fagécitos (%)
PBS (controle) 96,8 =389
Oleo 100,0=0
Nanoemulsio 100,0=0
E. histolytica 971=0
E. histolytica + 6leo 89.6 = 6,5*
E. histelytica + nanoemulsio 96,808

Tabela 2. indice de Viabilidade Celular (%) das células MN do sangue periférico e ameba incubados
com o 0Oleo de buriti e nanoemulséo.

Os resultados da tabela 2 estdo expressos em média e desvio padrdo. *Diferenca entre o grupo de
fagocitos incubados apenas com PBS e os tratados com 6leo na presenca da Entamoeba histolytica.
(ANOVA, p<0,05).

3.3 Leucofagocitose

O protozoario E. histolytica foi utilizado para avaliar a interacdo do 6leo e a acdo que
ele exerce sobre as células, algumas atividades biologicas das células fagociticas, foram
testadas. bem como foi possivel verificar os mecanismos do préprio parasito, um deles
tdo importante € o processo de leucofagocitose, a propria ameba fagocita a célula, visto
que ela realiza a emissao de pseuddpodes e boa parte da sua captura de nutrientes se da
através desse mecanismo (Mortimer & Chadee, 2010; Boettner et. al., 2008).

A figura 2 mostra a leucofagocitose da E. histolytica em fagocitar células MN na
presenca dos estimulos 6leo e nanoemulséo de buriti. Ocorreu o processo de leucofagocitose
das amebas apenas no grupo sem nenhum tratamento (PBS), ou seja, a interagdo das
amebas com as células fagociticas sem nenhum estimulo garantiu a atividade fagocitica
do parasito.

Entretanto, quando as células e parasitos foram tratados com ambos estimulos,
6leo e nanoemulsdo, houve importante recuo da leucofagocitose da E. histolytica. Na
presenca do 6leo a atividade leucofagocitaria da ameba foi inferior a 30%. Quando utilizada
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a nanoemulsdo observou-se que houve uma retracédo na leucofagocitose abaixo de 20%.
A nanoemulsdo diminuiu expressivamente a atividade de leucofagocitose da ameba,
garantindo dessa forma a viabilidade dos fagdcitos. Outros estudos como o de Moraes e
colaboradores (2015) constataram que houve o aumento da morte de amebas durante a
leucofagocitose na presenca das citocinas IFN-y e TGF-, as quais modulam a atividade
funcional das células MN e podem desempenhar um papel benéfico no controle das
infeccbes amebianas.

O ébleo de Buriti tem alta concentracéo de vitamina E. Essa composi¢ao favoreceu
a permanéncia da viabilidade das células e a diminuicéo da atividade de fagocitose pela
ameba conferindo dessa forma a protecdo das células ao ataque do parasito (Dalen
& Neuzil, 2003). A vitamina E tem sido associada a diversos estudos envolvendo a
estimulagcéo de macréfagos e ocasionado melhora na resposta condicionada a produgéo de
prostaglandinas por estas células. Ela, em modelos experimentais, estimulou a atividade
dessas células e aumentou a proliferagdo celular e a producgéo de citocinas (Surai, 2003). A
vitamine E parece exercer importante fungdo em modular respostas Th1 e Th2. Além disso,
a polarizagdo de células T CD4 tem influéncia na protecdo de diversos patégenos intra e

extracelulares.

Figura 2. Leucofagocitose de amebas durante interagdes com fagdcitos mononucleares na presenga
do éleo de buriti e nanoemulsdo. Os resultados representam a média + e o desvio padréo (DP). *Os
resultados apresentam diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais comparados
com o grupo controle. (ANOVA, p<0.05).

3.4 Atividade amebicida dos fagocitos MN

A atividade amebicida dos fagocitos MN esta presente na figura 3.

Os maiores indices amebicidas foram encontrados em ambos grupos com os dois

Alimentos: Toxicologia e microbiologia & Quimica e bioguimica Capitulo 17 m



estimulos; porém o melhor indice foi observado no grupo de fagécitos incubados com
0 parasito, na preseng¢a da nanoemulsdo, em comparacdo ao grupo controle. Ou seja,
a nanoemulsdo garantiu a maior interagdo dos fagécitos com o parasito, estimulando
potencial amebicida dessas células.

Esse resultado encontrado pode ser justificado pelo fato de o buriti ser rico em
compostos fendlicos, principalmente 4cido clorogénico e 4cido caféico, que apresentam
efeitos imunomoduladores e antimicrobianos (Koolen et al., 2013; Armutcu et al., 2015).
Pesquisas realizadas com varios acidos fendlicos, como o clorogénico e o caféico
demonstraram uma elevada ac&o inibitoria sobre a peroxidacéo de células como eritrocitos
e mondcitos, apresentando um elevado poder antioxidante (Scorsatto et al., 2017). O
estudo de Behnia e colaboradores (2008) utilizando Thymus vulgaris (tomilho de jardim)
apresentou atividade antiamébica e antiprotozoaria, ja Cértes e colaboradores (2013)
demonstraram em seu experimento que produtos naturais como Strychnos pseudoquina
ST. HILL (Quina do Cerrado) tem potencial imunomodulador e, promissores alvos de
utilizacéo para diversas infecgbes até mesmo parasitarias. Moraes e colaboradores (2015)
usando um modelo in vitro de amebiase, demonstraram que a estimulagéo das células MN

com citocinas aumentou a atividade amebicida.

Figura 3. Atividade amebicida dos fagécitos MN na presenca do 6leo de buriti e nanoemulsao com a
E. histolytica. Os dados representam a média + e o desvio padrédo (DP). *Os resultados apresentam
diferencas estatisticas significativas entre os grupos experimentais comparados com o grupo controle.
(ANOVA, p<0.05).

3.5 Dosagem de anion superéxido

A Tabela 3 mostra a liberacao de anion superéxido pelas células MN incubadas na
presenca de E. histolytica e estimuladas com 6leo e nanoemulsdo. Foi possivel observar
que grupos de células MN incubados com E. histolytica e 6leo a produgéo de &nion foi
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superior em comparagéo ao grupo controle. Entretanto, os maiores niveis de liberagdo de
anion foram observados em fagécitos tratados apenas com nanoemulsdo. Sugerindo que a

nanoemulsao possa estimular a produgéo de anion pelas células.

Fagocitos MN Anion superoxido

incubados com: (nmols)
PES (controle) 6,19= 2,18
Oleo 7.58=1,35
Nanoemulsio 7.72+1,57

E. histolytica 6,01 + 0,61*

E. histolytica + éleo 6,57 + 0,75*

8,16 + 0,08*

E. histolytica + nanoemulsio

Tabela 3. Dosagem de &nion superéxido (O, das células MN do sangue periférico incubadas com a E.
histolytica e estimuladas com 6leo de buriti e nanoemulséo.

Os resultados representam a média + o desvio padréo (DP).

*Os resultados apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos experimentais comparados ao
grupo controle. (ANOVA, p<0.05).

ATabela 4 mostra a liberacao de anion superéxido pela E. histolytica estimulada com
6leo e nanoemulsao. Foi possivel observar que o parasito liberou niveis importantes de
anion na presenca da nanoemulsdo, quando comparado ao grupo controle, sem qualquer

estimulo para o parasito (PBS).

E. histolytica na presenca de: Anion superéxido (nmols)

PBS (controle) 47401
Oleo 4,4+027*
Nanoemulsio 7,94 + 1,03

Tabela 4. Dosagem de &nion superéxido (O,) de E. histolytica e estimuladas com 6leo de buriti e
nanoemulséo.

Os resultados representam a média + o desvio padréo (DP).

*Os resultados apresentaram diferengas estatisticas entre os grupos experimentais comparados ao
grupo controle. (ANOVA, p<0.05).
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O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio nos pré-oxidantes e
antioxidantes, o sistema imunolégico é especialmente vulneravel a danos oxidativos,
porque muitas células imunologicas, como neutrofilos, produzem espécies reativas de
oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) como parte dos mecanismos de
defesa do corpo para destruir patdgenos invasores. Os sistemas antioxidantes impedem a
formagéo descontrolada de radicais livres e espécies reativas de oxigénio ou inibem suas
reagbes com estruturas biologicas. O aumento da produgéo de ERO e RNS por neutrofilos
ativados e a diminuigdo concomitante da capacidade defensiva antioxidante dao origem a
um desequilibrio oxidante / antioxidante que leva ao estresse oxidativo. Fisiologicamente,
a formacéo de ERO / RNS desempenha uma fungdo microbicida essencial. Embora a
formacao de espécies reativas seja desejavel para a defesa do hospedeiro, a superproducéo
dessas espécies pode danificar as células do corpo, causar lesdes nos tecidos e contribuir
para o desenvolvimento de varias doengas graves. Assim, a modulagdo de sua producgéo
€ importante para o tratamento de doencgas imunes e inflamatérias (Ribeiro et al., 2018).

O organismo é dotado de mecanismos para manter o equilibrio entre compostos
pr6 e antioxidantes. Quando ha insuficiéncia do potencial antioxidante em contrabalancar,
aumentos na formacéao de ERO, ha danos oxidativos celulares. Dos mecanismos de defesa
antioxidante para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse oxidativo, participam enzimas
endogenas (superoxido dismutase - SOD, catalase e glutationa peroxidase) e outras
substancias disponiveis na dieta, como os carotendides, o alfa-tocoferol, o acido ascérbico
e compostos fendlicos, entre outras (Mejia et al., 2021). Os componentes encontrados no
6leo de buriti como o Acido palmitico, Acido Oleico, Esqualeno apresentam propriedades
benéficas a salde, com agdo antioxidante, reduzindo a a¢do dos radicais livres produzidos
pelo estresse oxidativo das células (Ribeiro et al., 2021).

Essa importancia da produgado de anion superoxido foi estabelecida nos resultados
deste trabalho, nos grupos estimulados com 6leo e nanoemulsdo houve aumento da
producdo de anion, o que leva a crer que o 6leo mais uma vez teve papel de incitar a
resposta dos fagoécitos MN. Trabalhos anteriores relatam que células MN do sangue
humano periférico incubados com uma mistura de plantas medicinais ndo apresentaram
aumento na liberagcdo de O* quando comparados com a liberagdo espontanea de células
MN (Reinaque et al., 2012). Esses resultados diferem com os do presente trabalho, uma vez
que a adicdo da nanoemulsdo do Buriti ao grupo de amebas, aumentou a concentracéo de
O?. Este fato pode ser justificado pelo alto teor de B-caroteno contido no éleo de buriti, que
é depurador de radicais livres (Duarte-Almeida et al., 2006). Isso se deve por que o beta-
caroteno é um precursor hidrofilico da vitamina A e se acumula em grandes concentragbes
nas membranas de certos tecidos. Sua atividade antioxidante esta relacionada a remogao
de O2- e de radicais livres formados durante a peroxidacéo lipidica (Da Silva & Gongalves
2010).

Estudos retratam o B-caroteno como potente neutralizador de espécies reativas de
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oxigénio e sequestrador de radicais livres, a baixas pressdes parciais de oxigénio. Desse
modo, reage com radicais livres, preferencialmente com radicais peroxila (ROO-) e com o
oxigénio molecular singlet' (O?), inibindo peroxidacgéo lipidica no interior das membranas,
mantendo assim a integridade e fluidez das mesmas (Simaro et., al; 2021), para mecanismos
de protecéo ao parasito. Os maiores niveis de anion foram encontrados em grupos de
células incubadas com nanoemulséo, o que corrobora com maior atividade microbicida do
Oleo para amebas e baixa toxicidade para as células MN. Estudos relatam que, durante
infeccdes por protozoarios ocorre participacdo ativa dos metabdlitos de oxigénio (Brune
et al. 2021). Ainda assim, mais estudos seriam necessarios para entender melhor como
ocorre esse processo de interacdo entre 6leo, ameba e células.
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