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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (CHAGAS,
1909) é considerada um grave problema de saude publica, acometendo milhares de
pessoas anualmente. Estima-se que no Brasil aproximadamente cinco milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi. Os farmacos utilizados para o tratamento
da doenca de Chagas sao parcialmente eficazes na fase aguda e ineficazes na fase
cronica da doenca, além de provocarem efeitos adversos e toxicidade sistémica. Em
face ao problema relatado, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
biologica de extratos vegetais obtidos de plantas de Mato Grosso do Sul, incluindo
espécies consideradas medicinais do Cerrado-Pantanal, sobre o crescimento de
formas epimastigotas de T. cruzi. A triagem foi realizada por meio do ensaio
colorimétrico do MTT com os extratos de Aiouea trinervis (Lauraceae), Aniba
heringerii (Lauraceae), Aspidosperma verbascifolium (Apocynaceae), Bowdichia
virgilioides (Fabaceae), Centratherum punctatum (Asteraceae), Combretum
lanceolatum (Combretaceae), Croton urucurana (Euphorbiaceae), Galianthe
thalictroides (Rubiaceae), Guarea kunthiana (Meliaceae), Momordica charantia
(Cucurbitaceae), Vernonia ferruginea (Asteraceae) e Vernonia rubricaulis
(Asteraceae). Os resultados obtidos neste estudo indicaram que o extrato mais ativo
foi o extrato obtido dos frutos de A. trinervis (IC50=10,22 pg/mL), seguido pelo extrato
etandlico das folhas de V. ferruginea com (IC50=34,32 ug/mL) e do extrato etanodlico
das sementes de G. kunthiana (ICs0=41,45 pug/mL). O presente estudo concluiu que
dentre os 15 extratos brutos avaliados frente a forma epimastigota de T. cruzi cepa
Dm28c, trés extratos apresentaram atividade tripanocida com ICsq inferior a 50
pg/mL.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Extratos vegetais. Ensaio do MTT.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909) is
considered a serious public health problem, because affect thousands of people by
year. It is estimated that there are approximately five million people infected with
T.cruzi in Brazil. The drugs used for the Chagas disease treatment are not very
effective in acute and ineffective in the chronic phase of the disease as well as
causes side effects and systemic toxicity. The aim of this study was to evaluate the
biological activity of plants extracts obtained from plants of Mato Grosso do Sul
State, including medicinal species from Cerrado-Pantanal on epimastigote forms of
T.cruzi. The search was conducted by the colorimetric MTT method through the
extracts of Aiouea trinervis (Lauraceae), Aniba heringerii (Lauraceae), Aspidosperma
verbascifolium (Apocynaceae), Bowdichia virgilioides (Fabaceae), Centratherum
punctatum (Asteraceae) Combretum lanceolatum (Combretaceae), Croton urucurana
(Euphorbiaceae), Galianthe thalictroides (Rubiaceae) Guarea kunthiana (Meliaceae),
Momordica charantia (Cucurbitaceae), Vernonia ferruginea (Asteraceae) and
Vernonia rubricaulis (Asteraceae). The results of this study indicated that the most
effective extract was that fruits of A. trinervis (IC5,=10,22 pg/mL) followed by the
ethanol extract of the leaves of V. ferruginea (IC50,=34,32 ug/ mL) and ethanol extract
of seeds the G. kunthiana (IC50=41,45 pug/mL). This study found that among the 15
crude extracts weighed against the epimastigote of T. cruzi Dm28c three extracts
showed trypanocidal activity with ICsg of less than 50 pg/mL.

Keywords: Chagas disease. Plants extracts. MTT assay.
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1. INTRODUCAO

A histéria descreve a importancia das plantas medicinais e seus derivados
como fonte de terapias medicamentosas que datam do século XVIII (PINTO et al.,
2002). Em 1804, o farmacéutico alemao Friedrich Wilhelm Sertirner isolou de
Papaver somniferum (papoula), a morfina, considerado um potente analgésico que
foi a base para o desenvolvimento de outros farmacos com a mesma posologia
(ALMEIDA et al.,, 2009; GRAGG; NEWMAN, 2014). J4& em 1820, os franceses
Joseph Bienaimé Caventou e Pierre Joseph Pelletier isolaram o alcaloide quinina da
casca de Cinchona officinalis L. (Rubiaceae) conhecida popularmente por Quina-
guina utilizado posteriormente para o tratamento da malaria (ALMEIDA et al., 2009;
OLIVEIRA; SZEZERBOWSKI, 2009). Consideram-se plantas medicinais as espécies
vegetais que atuam com acao farmacologica por alguma via quando administradas
para o tratamento de alguma enfermidade (BARRACA, 1999).

Entre os anos de 1981 e 2002, os compostos naturais foram responsaveis por
introduzir no mercado farmacéutico 49% de fitofarmacos, isto é derivados ou
sintetizados a partir dos produtos naturais. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 80% da populacdo mundial utiliza tratamento a base de plantas como
paliativo para a saude, que em paises desenvolvidos podem ser adquiridos nos
sistemas de salude (GRAGG; NEWMAN, 2014).

Ao se estudar uma planta com relagdo as suas caracteristicas fitoquimicas,
deve-se considerar a existéncia de dois grupos distintos de metabdlitos: os
metabdlitos primarios e o0s metabdlitos secundarios. Metabdlitos primarios séo
encontrados em todos 0s sistemas vivos, S840 essenciais ao crescimento e a vida
dos mesmos, como 0s aminoacidos, monossacarideos, &cidos carboxilicos e
lipideos. Os metabdlitos secundéarios sdo produtos de metabolismo especifico,
relacionados aos processos adaptativos. S&o biossintetizados a partidr de
metabdlitos primarios, com distribuicdo restrita a um dado grupo de micro-
organismos ou plantas, muitas vezes caracteristicos de um dado género ou espécie
(SANTOS, 2007). Muitos desses compostos, em plantas, apresentam papéis vitais
para 0 organismo que os produz, como na defesa contra herbivoros e micro-
organismos, na protecdo contra os raios UV e na atracdo de polinizadores ou

animais dispersores de sementes (NIERO et al., 2003).
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As perspectivas sobre o conhecimento e a identificacdo de novas moléculas
provenientes dos metabdlitos vegetais de interesse terapéutico € uma area que
proporciona grande avanco econ6mico e farmacolégico (YUNES; CHECHINEL
FILHO, 2014).

Ocupando cerca de 20% do territorio nacional, o Cerrado € o segundo maior
bioma brasileiro, sendo superado em tamanho apenas pela Amazénia, além de ser
considerado a Ultima fronteira agricola do planeta com aproximadamente 11 mil
espécies de plantas ja catalogadas. Abrange os Estados de Goias, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui e Distrito
Federal (BORLAUG, 2002; KLINK; MACHADO, 2005). O Cerrado € considerado um
hotspot de bioiversidade e vem sofrendo ao longo das décadas com o
desmatamento que ameaca de extingao espécies consideradas endémicas (KLINK;
MACHADO, 2005), justifica-se a importancia do estudo de plantas que nele ocorre
como fonte de potenciais novos agentes terapéuticos.

O Estado de Mato Grosso do Sul apresenta uma grande biodiversidade de
espécies vegetais sendo, portanto, uma promissora fonte na busca por substancias
bioativas. Neste contexto, pesquisadores da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul orientam estudos sobre as espécies vegetais provenientes da regido do
Cerrado e Pantanal, como por exemplo, plantas das familias Asteraceae,
Apocynaceae, Combretaceae, Lauraceae e Fabaceae. Estudos de extratos vegetais
advindos das plantas regionais com potencial atividade antiprotozoario representam
expressiva fonte de publicagcdes (MARQUES et al.; 2013; RIBEIRO et al., 2014).

Os compostos quimicos isolados de plantas promovem a busca por
substancias com potencial atividade biolégica como exemplo: agdo antitumoral e
doencas infecciosas provocadas por protozoarios como Trypanosoma cruzi e
Leishmania sp (GARCEZ et al., 2005; GARCEZ et al., 2006; GARCEZ et al., 2011).
O impacto causado por doencas infecciosas, como a doenca de Chagas, assume
relevancia mundial porque atinge a populacdo, provocando graves problemas a
saude publica (COURA; CASTRO, 2002; DIAS et al., 2009).

A necessidade de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca
de Chagas impulsiona a busca por novos compostos com atividade biologica
(MARQUES et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014). Sendo assim, com base no exposto,
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0 presente estudo realizou a avaliagdo do efeito de extratos vegetais sobre o
crescimento de Trypanosoma cruzi, por meio dos extratos etanélicos de espécies
vegetais coletadas no Estado de Mato Grosso do Sul, pertencentes a nove familias

de plantas, algumas utilizadas na medicina tradicional.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca de Chagas

A tripanossomiase Americana ou doenca de Chagas € uma doenca tropical
parasitaria, provocada pelo protozoario cinetoplastida Trypanosoma cruzi (CHAGAS,
1909). A identificacdo e descricdo do T. cruzi como agente causador da
tripanosomiase foram feitas pelo meédico sanitarista Carlos Ribeiro Justiniano
Chagas, durante a construcdo da estrada de ferro Central do Brasil, em Lassance,
Minas Gerais, em abril de 1909. Carlos Chagas descreveu em detalhes o agente
etioldgico, o vetor, o ciclo de vida, a transmissdo do parasita e alguns aspectos
clinicos, epidemiolégicos e socioculturais da doenca que acometia a populacéo local
incapacitando-a ao trabalho (COURA, 2008; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010;
PRATA et al., 2011).

Embora a natureza infecciosa da doenca de Chagas tenha sido descoberta no
ano de 1909, pesquisas na area de paleoparasitologia descreveram a presenca do
DNA de T. cruzi em mumias humanas do Chile e Peru com sinais da fase crénica da
patologia, demonstrando que a enfermidade acomete os seres humanos ha mais de
nove mil anos (AUFDERHEIDE et al., 2004; CLAYTON, 2010; COURA; VINAS,
2010; PRATA et al., 2011).

A doenca de Chagas é considerada uma antropozoonose frequente na América
Latina, onde é considerada uma enfermidade endémica (SOBRINHO et al., 2009),
devido ao desequilibrio ecolégico causado pela invasdo de matas e florestas pelo
homem em busca de moradia e expansdo de empreendimentos agropecuarios
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2010). Atualmente, cerca de 25 milhdes de
individuos estao expostos ao risco de infec¢cdo, com aproximadamente 21 mil 6bitos
em decorréncia de complicagdes cronicas (COURA; DE CASTRO, 2002; MORENO
et al., 2010; WHO, 2012).

Estima-se que entre 6-7 milhbes de pessoas possam estar infectadas pelo
parasito em paises endémicos e cerca de 300 a 400 mil em paises ndo endémicos
como Estados Unidos, Japao, Australia, Canada (URBINA, 2010; GASCON et al.,
2010).

Segundo o Ministério da Saude, na ultima década foram registrados mais de
1.570 casos da fase aguda da doenca no Brasil. Surtos relacionados a ingestao de

alimentos contaminados (DIAS, 2006), como caldo de cana e acai aumentaram em
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70% os casos da forma aguda da doenca de Chagas, enquanto que a transmissao
vetorial (FILHO et al.,, 2008) e formas menos frequentes de transmissdo como
acidentes de laboratério e transfusfes sanguineas contribuiram com 7% e 22%,
respectivamente (DIAS, 2006; GONTIJO et al., 2009; PEREZ-MOLINA et al., 2012;
WHO, 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

No Brasil, a estimativa é de que haja aproximadamente 5 milhdes de pessoas
infectadas. A regido Norte apresenta um indice de (91,1%), sendo o Estado do Para
a regido que mais contribuiu com casos agudos da doenca de Chagas e a regido
Centro-Oeste com menores proporges (MINSTERIO DA SAUDE, 2015). O elevado
indice de casos na regido Norte pode ser justificado em consequéncia dos grandes
desmatamentos, desalojando os animais silvestres (hospedeiros vertebrados) e
possiveis vetores que se adaptam facilmente ao peridomicilio humano (AGUILAR et
al., 2007; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

A doenca de Chagas compreende duas fases clinicas distintas:

Fase Aguda: Ocorre logo ap6s a infeccdo com duracdo de 4 a 8 semanas,
aproximadamente. Esta fase tem relacdo intrinseca com o estado imunoldgico do
hospedeiro. Estima-se que 10% dos Obitos da forma aguda sé&o por complicaces
relacionadas a meningoencefalite, a alta parasitemia e a presenca de infiltrados
inflamatérios em diversos tecidos como no sistema cardiaco. Esta é a forma mais
violenta da doenca (BRENER et al.,, 1997; PINTO et al.,, 2009). As manifestagdes
locais, como edema no local da inoculacdo (sinal de Romafia) que aparecem em
50% dos casos agudos (NEVES et al., 2000) regridem em dois meses (FIGURA 1).

L

Figura 1 — Principais alteracoes clinicas da doenca de Chagas: sinal de Romaria e
inoculacéo no dorso da mao

Fonte: Adaptado de Amorin (2014).
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Fase crbnica: Caracteriza-se por apresentar trés formas: indeterminada,
cardiaca e digestiva. Na forma indeterminada os individuos passam pela fase aguda
apresentando infeccdo latente. Estudos relatam que apesar dos exames clinicos
apresentarem resultados positivos nessa fase da doenca, entre 60 a 70% dos
doentes ndo irdo desenvolver clinicamente a doenca de Chagas. Na ineficacia de
um tratamento, 30 a 40% dos pacientes progridem para a fase crénica, com lesdes
irreversiveis em tecidos cardiaco (FIGURA 2), digestivo e neuroldgico (NEVES et al.,
2000; COURA; DE CASTRO, 2002).

Figura 2- Hipertrofia do miocardio na doencga de Chagas

Legenda: Da esquerda para a direita: (A) Coragdo de paciente vitima de “morte subita”; (B) Coragao
de paciente portador de visceromegalias (megaesdfago/megacolon); (C) Coracdo de paciente
falecido na vigéncia de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC).

Fonte: Adaptado de Patge (2010).

Na fase cronica cardiaca, o principal sinal € a insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC), devido ao acometimento lento e progressivo do miocardio, com o
comprometimento da funcdo contratil (76% dos casos desenvolvem insuficiéncia
cardiaca), com anomalias semelhantes em doencgas coronarianas (NEVES et al.,
2000; ACQUATELLA, 2007). Na forma digestiva a destruicdo dos ganglios
autbnomos ligados ao esb6fago e «colon causa a sua dilatagdo com
comprometimentos funcionais e morfolégicos, caracterizando as sindromes de
megacolon e megaesoéfago, observadas em pacientes com faixa etaria entre 20 e 40
anos, principalmente em paises como Brasil e Argentina (NEVES et al.,, 2000;
MARIN-NETO et al ., 2007).

Para o tratamento da doenca de Chagas dois medicamentos sao indicados, o

Benznidazol (Rochagan®) desenvolvido pelo laboratério Roche, em 1971,
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atualmente produzido pelo Laboratdrio Farmacéutico do Estado de Pernambuco -
LAFEPE (ANDRADE et al., 2011) e o Nifurtimox (Lampit®, Laboratorio Bayer), este
altimo ndo sendo mais comercializado no Brasil, Argentina e Chile (WHO, 2012). A
guimioterapia utilizada na terapéutica nem sempre € bem sucedida. Apresenta
efichcia de 80% na fase aguda de 8 a 30% na fase cronica da doenca, além dos
efeitos adversos como elevada toxicidade, que pode levar a suspensdo do
tratamento (CANCADO, 2002; COURA, 2008; OLIVEIRA et al., 2008; MAYA et al.,
2010).

Os farmacos citados sdo compostos nitro-heterociclicos que atuam na
formagdo de radicais livres e metabdlitos eletrofilicos, atingindo todas as
macromoléculas do parasito (MAYA et al., 2003). Estudos com produtos naturais e
sintéticos colaboram para aumentar a lista de potenciais medicamentos com eficacia
para o tratamento da doenca de Chagas. Farmacos como o Alopurinol, Itraconazol e
Posaconazol (os dois ultimos antifingicos imidazolicos) estdo sendo investigados
em pacientes chagasicos (APT et al., 2005; URBINA, 2010; MOLINA et al.; 2014).

2.2 Agente Etiolégico

O T. cruzi apresenta um ciclo biolégico complexo, distribuido em duas fases
distintas: a fase no hospedeiro invertebrado e a fase no hospedeiro vertebrado, por
exemplo, o homem. Com as adversidades enfrentadas pelo parasito nos diversos
ambientes ou fases do ciclo, este sofre modificagbes estruturais, morfologicas e
bioguimicas capazes de desenvolver estratégias em longo prazo para sobrevivéncia
e adaptacdo (ZELEDON, 1999; DE SOUZA, 2002).

Algumas dessas mudancas implicam em ciclos metabdlicos variados,
expressao génica diferenciada de moléculas internas e de superficie, capacidade de
multiplicacdo e resisténcia aos farmacos utilizados para o tratamento (DIAS et al.,
2009).

Durante o ciclo de vida do protozoario pode-se distinguir quatro principais
formas evolutivas: formas epimastigotas e amastigotas (formas replicativas) e as
formas tripomastigota sanguinea e tripomastigota metaciclica (formas né&o
replicativas) (BRENER, 1973; ZELEDON, 1999; DE SOUZA, 2002).

As formas epimastigotas (FIGURA 3) sédo alongadas, variando entre 20 e 40

pum, com flagelo livre e cinetoplasto localizado préximo a bolsa flagelar e anterior ao

19



nacleo (TYLER; ENGMAN, 2001). Encontradas no tubo digestivo do vetor, sdo

formas replicativas, ndo infectantes predominantes em culturas axénicas.

Figura 3 — llustracdo da forma epimastigota de T. cruzi e suas respectivas organelas
Fonte: Open Learn Works (2013).

As formas amastigotas (FIGURA 4) sao arredondadas, medindo
aproximadamente 5 pm de diametro, com cinetoplasto em forma de bastéo,
localizado anterior ao nucleo e o flagelo no interior da bolsa flagelar. O nucleo é
relativamente grande, arredondado e excéntrico. Sao formas intracelulares
replicativas, encontradas no interior das células do hospedeiro vertebrado, com
tropismo por células musculares, cardiacas e musculo liso (DE SOUZA, 2002;
COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).
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Figura 4- llustracdo da forma amastigota de T. cruzi e suas respectivas organelas
Fonte: Open Learn Works (2013).

As formas tripomastigotas (formas infectivas) séo fusiformes, levemente
abauladas medindo aproximadamente 25 pum. O cinetoplasto € arredondado e
posterior ao nucleo, o flagelo emerge da regido posterior aderindo-se a membrana
plasmatica, sendo aparente na regido anterior. Sdo incapazes de multiplicar-se e
sdo encontradas no sangue do hospedeiro vertebrado denominada de
tripomastigotas sanguineas (FIGURA 5) e na porcdo final do intestino no vetor,
denominadas de tripomastigotas metaciclicas (DE SOUZA, 2002).

Figura 5 — llustracdo da forma tripomastigota de T. cruzi e suas respectivas

organelas
Fonte: Open Learn Works (2013).

O T. cruzi (CHAGAS, 1909) é um parasito heteroxénico alternando seu ciclo
entre insetos hemipteros da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae,
principalmente Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata conhecido
popularmente, como barbeiro (FIGURA 6) e hospedeiros vertebrados mamiferos
entre eles o homem (BARRETT et al., 2003; GALVAO et al., 2003; ALVES et al.,
2007; RASSI et al., 2010).
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Triatoma infestans Rhodnius prolixus Triatoma dimidiata

Figura 6 — Principais vetores da doenca de Chagas na América Latina

Fonte: Adaptado de Rassi et al., (2010).

Nos triatomineos, o ciclo inicia-se durante o repasto sanguineo quando estes
sugam as formas tripomastigotas sanguineas do hospedeiro vertebrado infectado.
No estdbmago do inseto, estas formas diferenciam-se em epimastigotas e
multiplicam-se por divisdo binaria no lumen do intestino (NEVES et al., 2000; RASSI
et al.,, 2010). Na porcdo final do intestino dos triatomineos, diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicas que séo eliminadas nos dejetos (fezes e urina) do
inseto durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado. No local da picada ha
uma reacdo inflamatéria que pode facilitar o acesso das formas tripomastigotas
metaciclicas as células do tecido adjacente, por exemplo, macrofagos e
posteriormente a corrente circulatéria. No interior das células ocorre o processo de
diferenciacdo em formas amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria e apés
um periodo de ciclos de multiplicacdo (FIGURA 7), transformam-se em
tripomastigotas sanguineas. Estas rompem a membrana da célula hospedeira e
livres na corrente sanguinea, podem invadir novas células e tecidos ou serem
ingeridas pelo triatomineo, completando o ciclo biolégico do parasito (NEVES et al.,
2000; RASSI et al., 2010).
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Figura 7- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Fonte: Adaptado de CDC, (2015).

2.3 Estrutura celular do Trypanosoma cruzi

Semelhante aos demais eucariotos, 0s tripanossomatideos apresentam:
membrana plasmatica, nucleo, reticulo endoplasmatico liso e granular, responsavel
pela sintese de lipideos e proteinas, mitocondria e aparelho de Golgi.

No entanto, existem algumas peculiaridades, como a presenca de um Unico
aparelho de Golgi, envolvido na glicosilacdo de proteinas e no trafego de
membranas para diversas regibes da célula (ARARIPE et al, 2004), os
acidocalcisomos responsaveis pela homeostasia intracelular, os microtubulos
subpeliculares que conferem maior resisténcia mecanica ao parasito, além de
mitocondria Unica que se estende por todo corpo celular (DE SOUZA, 2009;
MENNA-BARRETO et al., 2009). A mitocondria da familia Trypanosomatidae contém
uma regido especializada conhecida como cinetoplasto onde se localiza uma vasta
rede de DNA, chamado de DNA do cinetoplasto (KDNA) (LIU et al., 2005; DE
SOUZA, 2009).

Os glicossomos sao estruturas que medem cerca de 3 pm, encontram-se
distribuidos no citoplasma e representam um tipo especializado de peroxissomo,
albergando algumas enzimas da via glicolitica, que em outros organismos,
localizam-se no citoplasma (HANNAERT et al., 2003).
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Algumas estruturas especializadas da membrana plasmatica conhecidas por
microdominios apresentam caracteristicas distintas e estdo envolvidas em fungfes
vitais no protozoario (DE SOUZA, 2002; 2009; PARSONS, 2004). O citéstoma € uma
dessas estruturas, visualizado nas formas amastigotas e epimastigotas, esta
localizado préximo a bolsa flagelar, constituido de uma profunda invaginagdo da
membrana que se estende até a regido do nudcleo. Juntos o citéstoma e a bolsa
flagelar estdo envolvidos na absorcdo de nutrientes, através do mecanismo de
endocitose (FIGUEIREDO et al., 2000; PORTO-CARREIRO et al., 2000; DE SOUZA,
2009).

Os reservossomos apresentam forma esférica com diametro de 700 nm
aproximadamente e sdo encontrados na regido posterior de formas epimastigotas. O
pH do interior dos reservossomos é &cido (pH=6,0), colocando-o como um
compartimento pre-lisossomal (DE SOUZA, 2002). E uma organela responséavel pelo
armazenamento de macromoléculas ingeridas pelo parasito (endocitose)
desaparecendo ao longo da diferenciagdo das formas epimastigotas para
tripomastigotas (FIGUEIREDO et al., 2000; DE SOUZA, 2002; 2008).

Com caracteristicas acidas, os acidocalcisomos, sdo organelas esféricas com
cerca de 200 nm de diametro, sua matriz apresenta depdsitos eletrodensos por
microscopia eletrénica e estdo comumente localizados na periferia celular. Sao
funcBes dessa organela o armazenamento de calcio, magnésio, sddio, potassio,
zinco, ferro, compostos fosforados, contribuindo para a osmorregulacao celular, em
associacao com o vacuolo contratil (MORENO; DOCAMPO, 2009).

O nucleo de T. cruzi € uma organela com diametro acerca de 2,5 pm, com
cromatina altamente condensada, associada a face interna do envelope nuclear que
apresenta contiguidade com a membrana do reticulo endoplasmatico. Nas formas
tripomastigotas o nudcleo € central e alongado, enquanto que nas formas
epimastigotas (FIGURA 8), e amastigotas apresenta-se arredondado e com nucléolo
evidente (DE SOUZA, 2002).
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Figura 8 - Estruturas celulares da forma epimastigota de T. cruzi

Fonte: Adaptado de DOCAMPO (et al., 2005).

2.4 Ensaios bioldgicos in vitro

Para a busca de compostos com potenciais atividades bioldgicas, os ensaios in
vitro sdo amplamente utilizados. Alguns ensaios biologicos sdo empregados para
avaliar a citotoxicidade em cultura de células ou medir células vidveis em alto
rendimento, sem a necessidade de contagens elaboradas, empregando alguns
parametros que variam de pequenas alteracdes morfolégicas até morte celular (VAN
MEERLOO et al., 2011).

Com a utilizacéo de ensaios in vitro é possivel avaliar um nimero muito grande
de amostras com varias concentracfes da droga ou composto a ser testado
demonstrando a capacidade de acdo dos compostos e restringindo o uso de animais
nas fases iniciais da pesquisa. Adicionalmente é possivel citar algumas outras
vantagens importantes como reprodutibilidade, sensibilidade e baixo custo, em
comparacao aos testes in vivo (FRESHNEY, 2005).

Os metabdlitos secundarios presentes nos extratos vegetais sdo compostos
complexos na sua maioria e sensiveis aos fatores ambientais, isto é, o periodo da
coleta do material botanico interfere na quantidade e variedade dos isolados
guimicos. Realizar o rastreamento biomonitorado dos extratos brutos através de
ensaios bioldgicos requer alguns cuidados quanto a escolha do processo
metodolégico para avaliar se o extrato inibiu efetivamente a viabilidade celular
(HENRIKSSON et al., 2006; SOUZA et al., 2011). Neste contexto a contagem celular
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e 0s ensaios colorimétricos podem determinar o real efeito dos produtos vegetais
sobre a inibicdo do crescimento celular.

O teste do MTT (Brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2 il)-2,5-difeniltetrazolio) € um
ensaio colorimétrico utilizado como ferramenta para determinar a viabilidade celular.
Baseia-se na quantificacdo do dano induzido por compostos quimicos, por exemplo,
(os presentes em extratos vegetais) no metabolismo celular (STOCKERT et al.,
2012). Ao ser acrescentado ao meio analisado durante um periodo pré-estabelecido,
o MTT é reduzido pela atividade metabdlica celular (NADH/NAD™) com a formacéo
de cristais insoluveis em meio aquoso (formazan) apresentando uma coloracao roxa.
A quantidade de formazan produzida é medida em um equipamento
espectrofotométrico. O resultado € expresso em absorbancia que é diretamente
proporcional a viabilidade celular (MOSSMAN, 1983; MUELAS-SERRANO et al.,
2000).

2.5 Espécies Botanicas

A familia Lauraceae Nees € composta por arvores e arbustos, distribuidos em
regides tropicais e subtropicais, nas Ameéricas, Asia, Austrdlia e com alguns
exemplares no sul da Africa. Tem grande importancia econdmica devido a qualidade
da madeira produzida, e a riqueza de O6leos essenciais. Aproximadamente 3.000
espécies de plantas distribuem-se em 50 géneros (BROTTO et al., 2009;
ALCANTARA et al., 2010). Segundo Lorenzi e Matos (2008), no Brasil sdo
encontrados 22 géneros com aproximadamente 400 espécies, algumas ameacadas
de extingéo.

Na literatura, varias espécies pertencentes a esta familia foram relatadas em
estudos etnobotanicos, devido a sua utilizacao na culinaria e na medicina tradicional,
como Persea americana (Abacate) e Cinnamomum zeylanicum (Canela) (BARATA-
SILVA; MACEDO; GOMES, 2005).

Diversas atividades biolégicas tém sido atribuidas a membros da familia
Lauraceae, como atividade antimicrobiana (CATAO et al., 2005), inseticida e
antifingica (PRIETO et al., 2010), antioxidante (GARCEZ et al., 2005; TOFOLI et al.,
2012) e larvicida no controle de Aedes aegypti (ARAUJO, 2012).

Os metabdlitos secundarios ocorrentes na familia Lauraceae pertencem as

classes dos alcaloides, lignanas, flavonoides, sesquiterpenos, pironas (GARCEZ et
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al., 2011), y-lactonas com potencial atividade biologica e farmacoldgica
(GUTERRES et al., 2014).

O género Aiouea é restrito a regido neotropical, com 25 espécies, sendo que
no Brasil sdo encontradas 16 espécies (BAITELLO, 2001). Entretanto, na regido
de Mato Grosso do Sul o género € representado por Aiouea trinervis Meisn
(FIGURA 9), conhecida como Brinco-de-princesa ou Louro-de-Goias. S&o arvores
ou arbustos com até 7 m de altura (ALVES; ISHII, 2007; GARCEZ et al., 2016).
Segundo Garcez (2005), o extrato etandlico das raizes, folhas e caules
subterraneos foram ativos no teste de letalidade contra Artemia salina. No estudo
fitoquimico foram isolados quatro butanolideos e lignanas com atividade

antiproliferativa.

Figura 9- Frutos de Aiouea trinervis Meisn

Fonte: www.myspecies.info, (2011).

Outro representante da familia Lauraceae, o género Aniba destaca-se pela sua
importancia econdémica na industria madeireira e devido a constituicdo de seus 6leos
essenciais, concentrados principalmente em sua casca, cuja propriedade
antimicrobiana e antifingica ja foi relatada (BAKKALI et al., 2008; TOFOLI et al.,
2012). Neste género estdo catalogadas aproximadamente 41 espécies vegetais,
localizadas nas Guianas e em diversas regides do Brasil (MORAES, 2005). Na
medicina tradicional plantas do género Aniba sao utilizadas como antimicrobiano e
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anti-inflamatério. Em estudo in vivo com modelos experimentais a espécie Aniba
apresentou atividade ansiolitica, anticonvulsivante e toxica contra cepas de Candida
albicans (MARQUES, 2001; MELO, 2006; CARVALHO, 2011).

No Brasil a espécie Aniba heringerii (FIGURA 10), conhecida popularmente por
Canela ou Pau-louro ocorre principalmente no cerrado e na caatinga. Na regiao de
Mato Grosso do Sul € a Unica representante do género (MORAES, 2005; ALVES;
ISHII, 2007). O composto espatulenol, um sesquiterpeno extraido da espécie A.

heringerii apresentou moderada atividade antitumoral (MARTINS, 2014).

Figura 10- Caule e folhas de Aniba heringerii Vattino-Gil
Fonte: Neotropical Plants, (2015).

A familia Apocynaceae tem 350 géneros divididos em cinco subfamilias
(ENDRESS; BRUYNS, 2000) e aproximadamente 3.700 espécies localizadas
principalmente em areas de clima tropical e subtropical (NOGUEIRA et al., 2004;
SANTOS et al.,, 2013). No Brasil ha 95 géneros catalogados, dos quais 32 sé&o
encontrados na regido Amazoénica (PEREIRA et al., 2007; SANTOS et al., 2013). As
plantas dessa familia sdo caracterizadas pela presenca de latex e podem ser
encontradas na natureza como arbustos, trepadeiras, arvores e raramente como
ervas (NOGUEIRA et al., 2004; MOROKAWA et al., 2013).

Estudos fitoquimicos identificaram compostos como alcaloides indolicos,
triterpenos que farmacologicamente apresentam propriedades leishmanicida e
tripanocida (MESQUITA et al.,, 2005), cicatrizante (CASTILHO et al., 2007) e

antimicrobiano contra cepas de Clostridium hystolyticum (NETO et al., 2002).
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Espécies do género Aspidosperma, como por exemplo, A. nittidum (Carapauna
preta) e A. auriculatum (Carapanauba) sdo amplamente utilizadas na medicina
tradicional indigena e cabocla para o tratamento da malaria (BRANDAO et al., 1992).

Os alcaloides indolicos de A. ramiflorum (Guatambu) foram ativos contra
formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (TANAKA et al., 2007).
Alcaloides isolados de Aspidospermas sdo metabdlitos secundarios com atividade
sobre o sistema nervoso central de efeito alucinégeno e toxico (LUCA; PIERRE,
2000).

Na Argentina, aproximadamente 273 espécies do género Aspidosperma foram
relatadas pelo seu uso medicinal como cicatrizante, antiasmatico e antipirético (DEL
VITTO; PETENATTI; PETENATTI, 1997). Ha relatos da atividade antimicrobiana
contra cepas de Escherichia coli, do extrato etandlico das folhas e caule de A.
ramiflorum (AGRIPINO et al.,, 2004). Alcaloides extraidos das raizes de
Aspidosperma ulei (Pitid) atuaram em mecanismos dopaminérgicos, auxiliando no
tratamento da disfungéo erétil em animais experimentais (CAMPOS et al., 2006).

Braekman e colaboradores (1969) isolaram de Aspidosperma verbascifolium
(FIGURA 11), conhecida popularmente como Peroba-do-campo ou Bolsinha
(PROENCA; OLIVEIRA; SILVA, 2006), alcaloides inddlicos kopsanona, kopsanol e
Na-formilkopsanol.

Levantamento bibliografico realizado nos anos de 1995-2010 sobre a
distribuicdo geografica e as propriedades quimicas, farmacolégicas e etnobotanicas
das espécies de Apocynaceae contextualizado no Brasil, relatou que dentre os
géneros com maior numero de espécies encontra-se 0 género Aspidosperma. As
espécies A. dispermum (Catingueira), A. parvifolium (Guatambu-oliva) e A.
macrocarpum (Guatambu-do-cerrado) apresentaram propriedades anticonceptiva e
anti-inflamatdria, efeito antidiabético, hipoglicemiante e tripanocida respectivamente
(RAPINI et al., 2010; SANTOS et al., 2013).
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Figura 11- Casca do caule de Aspidosperma verbascifolium Murll. Arg
Fonte: Lorenzi, (2002).

A familia Fabaceae ou Leguminosae esta dividida em trés subfamilias:
Papilionoideae (Faboideae), Caesalpinioideae e Mimosoideae (LORENZI, 1992;
KLITGARD; LEWIS, 2010). Compreendendo aproximadamente 727 géneros com
19.325 espécies descritas, esta entre as trés familias com maior distribuicdo
geografica dentre as Angiospermas (LEWIS et al., 2005).

No Brasil, foram catalogados aproximadamente 212 géneros e 2.732
espécies. As plantas da familia Fabaceae tem grande valor econémico, pois sao
utilizadas como fonte alimenticia e como plantas medicinais (VASUDEVA et al.,
2009; LIMA et al., 2013). Varias espécies sdo consideradas cosmopolitas, isto é, sdo
encontradas em diversos biomas e ecossistemas em regides de clima tropical e
subtropical e apresentam-se na forma de arbustos, arvores e trepadeiras lenhosas.

A espécie Bowdichia virgilioides (Figura 12) conhecida popularmente como
Sucupira ou Sucupira-preta € amplamente distribuida no Brasil. Sao arvores de porte
médio, resistentes ao clima seco e consideradas indicadores de vegetacao primaria,
sendo muito utilizada em ambientes de restauracdo de areas degradas por seu
crescimento rapido (ALBUQUERQUE; GUIMARAES, 2007; LORENZI; MATOS,
2008).

A casca e a raiz de B. virgilioides sdo utilizadas na medicina tradicional como
antireumatico, hipoglicemiante e adstringente (MACEDO; FERREIRA, 2004). Ja os
Oleos essenciais extraidos das folhas apresentam propriedade antimicrobiana
(ALMEIDA et al., 2006). O extrato etandlico bruto foi avaliado quanto a sua atividade
anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002) e antimalarico (DEHARO et al.,
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2001). Estudos fitoquimicos relatam o isolaramento de flavonoides (ARRIAGA,
GOMES; BRAZ-FILHO, 2000), benzofuranos (MELO et al.,, 2001), triterpenos e
alcaloides (BARBOSA-FILHO et al., 2004).

Figura 12 — Aspecto geral de Bowdichia virgilioides Kunth

Fonte: Lorenzi, (1992).

Dentro do bioma Cerrado, a familia Asteraceae tem relevancia em muitos
estudos fitoquimicos e ampla utilizacdo na medicina tradicional. As espécies
vegetais dessa familia sdo morfologicamente variadas, podendo se apresentar na
forma de arbustos, trepadeiras ou arbdreas. A familia Asteraceae é a maior dentro
do grupo das Angiospermas com aproximadamente 1.600 géneros pertencentes a
25.000 espécies. No Brasil foram catalogados aproximadamente 196 géneros e
cerca de 1.900 espécies (LORENZI, 2002).

Estudos fitoquimicos destacam os flavonoides como a classe de metabdlitos
secundarios com maior presenca dentro da familia Asteraceae sendo esta classe
alocada como marcador quimiotaxonédmico (VERDI et al., 2005; HATTORI;
NAKAJIMA, 2008).

O género Centratherum revisado por Kirkman (1981) compreende apenas duas
espécies: Centratherum confertum K. Kirkman e Centrathreum punctatum Cass.
(Figura 13), ambas distribuidas nas Américas Central e do Sul. Na regido Sul do
Brasil predomina a espécie C. confertum K. Kirkman, (KISSMANN; GROTH, 1999;
ALMEIDA; DEMATTEIS, 2014), enquanto a espécie C. punctatum encontra-se

amplamente distribuida no pais. Tais espécies sdo encontradas como ervas ou
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subarbustos popularmente conhecidos por Perpétua ou Perpétua-roxa (NAKAJIMA,
SEMIR, 2001).

Segundo Amanian e Brindha (2013), foram detectados em C. punctatum o
eugenol (fenilpropanoide), ativo contra o cancer do colo uterino, o espatulenol
(sesquiterpeno) imunomodulador e o0 esqualeno (triterpeno) antioxidante e

antitumoral dentre outros compostos.

Figura 13 — Partes aéreas de Centhraterum punctatum Cass

Fonte: Brazilian Buttom Flower, (2014).

O género Vernonia com cerca de 1.000 espécies distribuidas nas Ameéricas,
Africa e Asia esta dividido em dois subgéneros com quatro secdes delimitadas pela
presenca de substancias quimicas, em especial as lactonas sesquiterpénicas
(BUSKUHL et al., 2009). No Brasil existem aproximadamente 200 espécies (PAGNO
et al., 2006).

Dentre as atividades bioldgicas relatadas para espécies de Vernonias pode-se
citar as agbes anti-inflamatéria (MAZUMDER et al., 2003), citotoxica,
imunomoduladora (BUSKUHL et al., 2009), leishmanicida contra Leishmania (L.)
amazonensis e antifungica (BRAGA et al., 2007), assim como Seu uso no tratamento
da maléria (ABOSI; RASEROKA, 2003).
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A espécie Vernonia ferruginea (FIGURA 14), conhecida popularmente por
Assa-peixe € uma planta arbustiva ou arbérea com 4 m de altura aproximadamente
e folhas com pilosidades asperas na face ventral (KISSMANN; GROTH, 1999).

Estudos com extratos e compostos isolados de V. ferruginea relatam atividade
antiulcerogénica e anti-inflamatoria gastrointestinal em experimentos com animais,
sendo que esta atividade foi atribuida ao composto lupeol (triterpeno pentaciclico). A
espécie apresenta também flavonoides e outros terpenoides (BARBASTEFANO,
2007) e relato de atividade leishmanicida (MARQUES et al., 2013).

Figura 14 — Partes aéreas de Vernonia ferruginea Less

Fonte: Lorenzi (et al., 2002).

A espécie Vernonia rubricaulis (FIGURA 15), conhecida por Vernonia,
apresenta elevada toxicidade, causando mortes em rebanhos bovinos, causando
assim grandes prejuizos econbmicos para a pecuaria (BRUM et al., 2002).
Quimicamente foram isolados alguns compostos, como o lupeol (triterpeno
pentaciclico), o acido ursolico, o o-tocoferol, além de flavonoides dentre outros
(BOHRER et al., 2014).
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F
Figura 15— Folhas e inflorescéncias de Vernonia rubricaulis Humb & Bonpl

Fonte: Foto cedida gentilmente pelo Professor Marcos Barbosa Ferreira.

A familia Combretaceae compreende aproximadamente 20 géneros e 600
espécies com ampla distribuicdo geografica em regibes de clima tropical e
subtropical. O género Combretum tem importancia na inddstria madeireira com 250
espécies lenhosas, mas também sado utilizadas na medicina tradicional, como
cicatrizante, antinociceptivo, anti-inflamatorio e anticolinesterasico (FACUNDO et al.,
2005), anti-helminticos e anti-inflamatoérios (Mac GAW et al., 2001).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de triterpenos, flavonoides
glicosilados e quercetina nas folhas e raizes de Combretum leprosum conhecida
popularmente por Mofumbo (FACUNDO et al., 2005; PIETROVSKI et al., 2006). O
extrato etandlico dos frutos de C. leprosum inibiu o crescimento de formas
epimastigotas de T. cruzi na concentracao de 100 ug/mL (ALMEIDA, 2011). Teles e
colaboradores (2011) demonstraram atividade contra formas promastigotas de L.
amazonensis.

A espécie Combretum lanceolatum (FIGURA 16), conhecida por Pombeiro-
vermelho, ocorre de Norte a Sul do Brasil (MARQUETE; VALENTE, 2010). As
espécies da familia Combretaceae sdo muito apreciadas na Regido Pantaneira na
medicina tradicional (POTT et al., 2011; DECHANDT et al.,, 2013). O extrato
etanodlico das flores de C. lanceolatum tem como principal composto quimico a
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guercetina com atividade anti-hiperglicémica por meio de um mecanismo de acéo
semelhante a metformina (DECHANDT et al., 2013).

Figura 16 — Galhos e folhas de Combretum lanceolatum Pohl

Fonte: EMBRAPA, (2006).

A familia Euphorbiaceae compreende 317 géneros e aproximadamente 8.000
mil espécies vegetais, de ocorréncia em regides temperadas e tropicais. Satiro e
Roque (2008) realizaram um levantamento floristico na regido da caatinga e
catalogaram mais de 1.000 espécies em regifes arenosas. Os membros da familia
Euphorbiaceae possuem grande importancia econémica, alimenticia e medicinal.

A espécie Manihot esculenta (Mandioca) é fonte alimenticia apreciada em
varias regides brasileiras. Ja a espécie Hevea brasiliensis (Seringueira) € utilizada
na extracdo de latex para a producdo da borracha na regido Amazoénica (LORENZI,
MATOS, 2008), enquanto os Oleos extraidos da espécie Croton e Jatropha sao
usados em misturas de combustiveis. Na medicina popular as algumas espécies de
Croton s&o utilizadas na preparagdo de chas e infusdes (ABREU, 2001) como
agente antiviral, antioxidante (GUPTA et al., 2008) e hepatoprotetor (VEIGA JR et
al., 2005).

O género Croton representa cerca de 1.300 espécies distribuidas
geograficamente entre as Américas e a Asia. A espécie Croton urucurana (Figura
17) é representada por arvores de 6 a 8 metros de altura, com folhas em forma de
coracdo. Quando seu tronco é cortado libera uma seiva (latex) de cor avermelhada,

razao pela qual é nominada popularmente por sangra d’agua. O latex é utilizado
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como cicatrizante (PERES et al., 1997; LORENZI et al., 2003), além da comprovada
atividade antifungica (GURGEL et al., 2005).

A casca e a resina dessa espécie sao exportadas para a industria farmacéutica
dos Estados Unidos, indicados para o tratamento de doencas respiratérias. Os
principais constituintes quimicos isolados foram as lignanas (dimetilcedrusina) e
alcaloides (taspina) com propriedades cicatrizantes (LORENZI; MATOS, 2008) da
casca do caule o campesteol, B-sitosterol, estigmasterol, catequinas (PERES et al.,
1997). Os extratos metandlicos das folhas e da casca apresentam atividade
antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2008).

Figura 17 — Aspecto geral de Croton urucurana Baillon

Fonte: Arvores do Brasil (2010).

A familia Rubiaceae compreende aproximadamente 99 géneros distribuidos
nas regibes tropicais, Africa e Chile. Na América do Sul existem cerca de 1.300
espécies (LORENZI, 2002). No Brasil existem 101 géneros e mais de 1.000
espécies representadas por ervas, arbustos e arvores, com representatividade no
bioma Cerrado (BOLZANI et al., 2001). Os frutos da espécie Coffea arabica (Café)
sdo comestiveis e possuem grande importancia econdémica, enquanto que a espécie
Uncaria tomentosa, conhecida popularmente como Unha-de-gato, apresenta grande
potencial na medicina tradicional, sendo empregada no tratamento de artrite e
reumatismo (KEPLINGER et al., 1999). Alguns metabdlitos secundarios isolados das
rubiaceas séo os iridoides (MOURA et al., 2006), os alcaloides (HENRIQUES et al.,
2004), as antraquinonas (LING et al., 2002), as lignanas (SILVA et al., 2006),

flavonoides, derivados fendlicos, triterpenos, cumarinas (BOLZANI et al., 2001).

36



O género Galianthe (Rubiaceae) esta inserido no Bioma Cerrado onde algumas
de suas espécies sdo endémicas. Em Mato Grosso do Sul, na cidade de Bonito, as
raizes de plantas da espécie Galianthe thalictroides (Figura 18) s&o utilizadas como
anticancerigeno pela populacédo (FIGUEIREDO, 2010).

Segundo Cabral (2009), em seu estudo revisional sobre o subgénero
Galianthe, ha correlacdo entre suas caracteristicas morfoloégicas e genéticas ao
género Borreria, demonstrando que Schumann (1888) atribuiu a espécie Galianthe
thalictroides (Baicuru) o nome de Borreria thalictroides (sinonimia). Estudos
fitoquimicos do extrato etandlico das raizes de G. thalictroides demonstratam a
presenca de alcaloides indolicos responsaveis pela atividade antiproliferativa
(FIGUEIREDO, 2010; FERNANDES et al., 2013) além de outros constituintes, como
por exemplo antraquinonas, cumarinas e esteroides (DE OLIVEIRA FIGUEIREDO et
al., 2014). Segundo Cabral (2001), estudos fitoquimicos farmacoldgicos sobre os

espécimes vegetais sdo escassos na literatura cientifica (FIGUEIREDO et al., 2016).

Figura 18- Exsicata de Galianthe thalictroides K. Schum

Fonte: Fernandes, (2011).

7z

A familia Meliaceae é representada por aproximadamente 51 géneros e 550
espécies, representadas por arvores e arbustos distribuidos geograficamente em
diversos biomas de regides neotropicais. A madeira das espécies Cedrela fissilis
(Cedro-rosa) e Swietenia macrophylla (Mogno) representa uma importante fonte
econfmica para industria de moveis, além da extracdo de Oleos essenciais
(STEFANO et al., 2010).
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No Brasil sdo encontrados oito géneros e 86 espécies em varios biomas, como
Cerrado, Mata Atlantica e Caatinga. Na medicina popular as resinas produzidas pela
espécie Azadiracta indica, conhecida popularmente como Neem, apresentaram
compostos ativos conhecidos por limonoides utilizados como repelentes de insetos,
pesticida (GREGER et al., 2001; SIMMONDS et al., 2001) e bactericida (ABOUTALB
et al., 2000).

Garcez e colaboradores (2004) isolaram de plantas do género Guarea
compostos quimicos como diterpenos, sesquiterpenos e limonoide das folhas,
galhos e frutos. Das folhas de Guarea kunthiana conhecida popularmente como
Figo-do-mato, foram isolados principalmente diterpenos com esqueleto
diversificados e sesquiterpenos.

O extrato metandlico das folhas de G. rophalocarpa foi ativo contra as formas
promastigtas de Leishmania donovani e contra as formas tripomastigotas de
Trypanosoma brucei (CAMACHO, 2001). Ja o extrato etandlico das folhas de
Guarea kunthiana (FIGURA 19) apresentou atividade leishmanicida (LIMA, 2006). O
extrato dos frutos de G. kunthiana inibiu a postura de carrapatos bovinos
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (99,1% de inibicdo) o estudo quimico
biomonitorado revelou no isolamento de varios protolimonoides, sendo 3 B-O-
higloilmelianol o responséavel pela atividade (MIGUITA et al., 2015; GARCEZ et al.,
2016).

Figura 19 — Partes aéreas, caule e fruto de Guarea kunthiana A. Juss

Fonte: UNICENTRO, (2011).
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A familia Cucurbitaceae Juss compreende 118 géneros e aproximadamente
825 espécies, das quais 26 espécies sao cultivadas como horticolas distribuidas nos
tropicos umidos e aridos nos Continentes Asiatico, Europeu e Americano (LORENZI
et al., 2003).

Com relacdo ao género Momordica, ha relatos sobre suas atividades
farmacoldgicas, como exemplo, atividade imunomoduladora (TSOI et al., 2006) e
propriedades inseticidas (NARASIMHAN et al., 2005). Representantes desse género
vegetal sdo utilizados na medicina tradicional para o controle da glicemia, embora
seja considerada toxica, pois apresentam metabdlitos secundarios como glicosideos
cianogénicos (KUMAR et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010).

Momordica charantia (FIGURA 20) é uma planta herbacea (trepadeira)
originaria da india e cultivada na Asia, Africa e na regido Amazénica. No Brasil é
conhecida, popularmente como meldo-de-Sdo-Caetano e indicada na medicina
popular para tratamentos de cdlicas, doencas virais, infecgcdes microbianas (E. coli,
Streptococcus), com propriedades laxativas, afrodisiacas, anti-inflamatéria,
cicatrizantes e antialérgicas. Compde a lista de espécies vegetais, amplamente
utilizada na medicina tradicional brasileira (GROVER et al., 2002; BRASIL, 2010;
KUMAR et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010).

Diversos estudos fitoquimicos relataram o isolamento a partir de M. charantia
de alguns metabdlitos secundarios como alcaloides, triterpenos, taninos,
flavonoides, saponinas, catequinas, esteroides, acido linoleico carboidratos e
proteinas (BEGUM et al., 1997; RODRIGUES et al., 2010). A partir de analises
biomonitoradas foi possivel atribuir um amplo espectro de propriedades, tais como
atividade citoproterora (CHEN et al., 2010), hipoglicemiantes (SHIH et al., 2009),
antimicrobiana e anti-helmiltico (GROVER; YADAV, 2004), hepatoprotetor
(PEREIRA et al., 2010), anticarcinogénico (RAY et al.,, 2010) e leishmanicida
(SANTOS et al., 2008; GUPTA et al., 2010; MARQUES et al.; 2013).
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Figura 20- Fruto e partes aéreas de Mormordica charantia L

Fonte: Smithsonian Tropical Research Institute, (2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade biologica de extratos obtidos de plantas de Mato Grosso do
Sul, incluindo espécies consideradas medicinais, sobre o crescimento de

Trypanosoma cruzi.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Determinar a curva de crescimento de Trypanosoma cruzi em meio LIT

com e sem DMSO:;

3.2.2 Determinar a concentracdo dos extratos de quinze espécies vegetais
pertencentes a nove diferentes familias, capaz de inibir 50% da viabilidade celular

(ICs0) de epimastigotas de T. cruzi por meio do ensaio do MTT.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi, cepa Dm28c, originalmente isoladas de
gambas, Didelphis marsupialis (GOLDENBERG et al., 1984, CONTRERAS et al.,
1985), foram gentiimente cedidas pelo Instituto Carlos Chagas-Fiocruz/PR e
armazenadas no Laboratério de Imunologia, Bioensaios e Biologia Molecular
(LABIMUNOBIO) do Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Saude da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul de Campo Grande/MS. Os parasitas foram mantidos
em cultivo em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964), em estufa com
demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D), em temperatura de 28 °C. O meio de
cultura usado foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e com 1% de
hemina (Sigma). ApGs o quarto dia de incubacéo, o numero de parasitos foi obtido
por contagem em céamara de Neubauer. Para os experimentos foram utilizados

parasitos de culturas na fase exponencial 1x10° parasitas/mL.

4.2 Curva de Crescimento de T. cruzi em Meio LIT e em Meio Contendo
DMSO

Uma vez que o DMSO ¢ utilizado para a solubilizacdo dos compostos vegetais
a serem testados fez-se necessario a avaliacdo do efeito deste solvente sobre a
viabilidade dos parasitas.

Formas epimastigotas foram inoculadas no meio de cultivo a uma concentracao
de 1x10° parasitas/mL, na presenca de distintas concentracdes de DMSO (0,5%,
0,8% e 1%). Como controle, foram utilizados parasitas cultivados sem DMSO. A
concentragéo de parasitas na curva foi determinada a partir da contagem em camara
de Neubauer a cada 24 horas, durante 96 horas. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

4.3 Extratos Vegetais

As plantas descritas no Quadro 1, foram coletadas em municipios do Estado de
Mato Grosso do Sul, dentro de um programa amplo de coleta de espécies vegetais
do Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais Bioativos (LP1-Instituto de
Quimica-UFMS). As partes das plantas coletadas (cerca de 500g) foram secas a

temperatura ambiente, moidas e extraidas com etanol 95%, por maceragcdo, com
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excecdo do extrato de Croton urucurana, onde as cascas foram extraidas
separadamente com metanol e acetona 70%. Os extratos etandlicos obtidos foram
concentrados em rotavaporador, sob pressao reduzida.

Os extratos vegetais neste estudo foram produzidos e fornecidos pela equipe
do LP1, coordenada pelos pesquisadores Dra. Fernanda Rodrigues Garcez e Dr.
Walmir Silva Garcez (INQUI-UFMS).

Os extratos avaliados foram solubilizados em DMSO 100% para a obtencao de
uma solucao estoque na concentracdo de 10 mg/mL. A solucéo estoque foi utilizada
para a obtencdo das demais solugbes nas concentracdes a serem utilizadas no
ensaio do MTT. A concentracdo de DMSO nao ultrapassou 1% (v/v) em cada tubete,

por ensaio.

Quadro 1- Lista das plantas utilizadas no bioensaio in vitro de viabilidade para
atividade tripanocida sobre formas epimastigotas de T. cruzi

Familia Espécies das Plantas  Nome popular Parte das plantas  Local da Coleta Exsicatas
Lauraceae Aiouea trinervis Louro-de-goias Frutos Campo Grande CGMS 8810
Lauraceae Aniba heringerii Canela Caule Campo Grande WG 260
Lauraceae Aniba heringerii Canela Folhas Campo Grande WG 260
Aspidosperma
Apocynaceae verbascifolium Peroba-do-campo Casca Campo Grande WG 288
Fabaceae Bowdichia virgilioides Sucupira-do-cerrado Folhas Bonito WG 266
Centhraterum
Asteraceae punctatum Perpétua-roxa-do-mato  Aéreas Bonito WG 268
Combretaceae ~ Combretum lanceolatum Pombeiro-vermelho Folhas Corumba CGMS 49230
Combretaceae =~ Combretum lanceolatum Pombeiro-vermelho Galhos Corumba CGMS 49230
Euphorbiaceae  Croton urucurana Sangra d'agua Casca/metandlico** Campo Grande CGMS 30924
Euphorbiaceae  Croton urucurana Sangra d'agua Casca/acet. 70%* Campo Grande CGMS 30924
Rubiaceae Galianthe thalictroides Baicuru Raiz Bonito CGMS 29003
Meliaceae Guarea kunthiana Figo -do- mato Sementes Bonito CGMS 112217
Cucurbitaceae ~ Momordica charantia Meldo-de-S8o-caetano  Aéreas Bonito WG 273
Asteraceae Vernonia ferruginea Assa-peixe Folhas Bonito WG 276
Asteraceae Vernonia rubricaulis Verndnia Folhas Porto Murtinho CGMS 5432

Legenda: ** Extrato metandlico. * Extrato em acetona 70%

4.4 Ensaio de Viabilidade

O efeito da amostra testada sobre a viabilidade de formas extracelulares do
parasito foi determinado pelo ensaio do MTT adaptado (MUELAS-SERRANO et al.,
2000). O ensaio se baseia na reducdo do sal de tretrazdlio (MTT) em uma

substancia colorida insolivel em meio aquoso, o formazan, avaliando a atividade
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metabdlica ou a viabilidade em culturas de células, através da acdo da enzima
succinato desidrogenase das mitocondrias (DUTTA et al., 2005).

Parasitos em fase exponencial foram contados em camara de Neubauer e a
concentracdo foi ajustada para 1x10° parasitos/mL. As células foram incubadas por
72 horas na presenca de seis concentragbes (100 pg/mL até 3,125 pg/mL) dos
extratos e mantidos a 28 °C em estufa B.O.D. Em paralelo, para cada concentracao,
foram realizados ensaios em sistema livre de células (LIT+extrato). Apos a
incubacédo, foram adicionados 50 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL) a cada amostra
seguido por incubacdo de quatro horas a 37 °C em mini incubadora.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1.700 xg por 10 minutos e o
sobrenadante foi retirado e ao sedimento foi adicionado um volume de 50 pL de SDS
10%, para promover a lise das células. Apds agitacdo vigorosa acrescentou-se 150
pL de DMSO para promover a solubilizacdo dos cristais de formazan. Em seguida foi
transferida uma aliquota de 150 pL para microplaca de 96 cavidades e
posteriormente foi realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda de
570 nm em leitor de microplacas (uQuant). Todo o experimento foi realizado em
guintuplicata, utilizando como controle negativo parasitas tratados com DMSO 1% e
como controle positivo, parasitas tratados com Benznidazol 2,603 pg/mL.

Para a obtencdo dos resultados de viabilidade celular utilizou-se os valores de
absorbancia obtidos de cada tratamento subtraidos do valor da absorbancia dos
respectivos controles (LIT+Extrato = sistema livre de células). Considerou-se o
controle com DMSO como 100% de viabilidade. Os dados de viabilidade foram

utilizados para o calculo da ICsg

Os resultados foram expressos como a concentracdo da amostra capaz de
inibir a viabilidade dos parasitas em 50%, concentracdo inibitéria 50% (ICsp).
Compostos com ICsp < 50 pg/mL foram considerados ativos (MARQUES et al.,
2013).

4.5 Contagem das Formas Epimastigotas apds Tratamento com Extratos

Paralelamente ao ensaio do MTT foram realizadas contagens em camara de
Neubauer, das formas submetidas as concentracfes testadas, comparando-se entdo
com o crescimento da cultura controle ndo tratada. O experimento foi realizado em

triplicata, utilizando como controle negativo parasitas tratados com DMSO 1% e
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como controle positivo, parasitas tratados com Benznidazol 2,603 pg/mL. Os

resultados foram expressos em percentual de inibi¢ao.

4.6 Analise Estatistica

O célculo para a obtencéo do valor de ICs foi efetuado, utilizando-se a analise
de regressdo nao linear no programa Prisma® versao 5.01 (GraphPad Software

Incorporated, San Diego).
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5. RESULTADOS

A Figura 21 ilustra o crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi em meio
LIT sem DMSO e meio LIT com 1% DMSO. A andlise dos resultados revelou que
nao houve alteracdo do crescimento dos parasitos na presenca de DMSO 1%, com
isso 0 mesmo pbde ser utilizado na solubilizacdo dos compostos desde que nao

ultrapasse tal concentragao.
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Figura 21 — Crescimento das formas epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio
contendo LIT e LIT+DMSO 1%.

Quinze extratos obtidos a partir de 12 espécies vegetais pertencentes a nove
familias de plantas do Cerrado e Pantanal Sul-Mato-Grossenses foram avaliados in
vitro quanto ao seu potencial tripanocida contra as formas epimastigotas de T. cruzi
(TABELA 1).

Os extratos etanolicos dos frutos de Aiouea trinervis, das sementes de Guarea
kunthiana e das folhas de Vernonia ferruginea apresentaram atividade contra T.cruzi

com ICspde 10,22 pug/mL; 41,45 pg/mL e 34,32 pug/mL, respectivamente.
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Os mesmos extratos reduziram o crescimento de formas epimastigotas em
19,89 (¢1,18); 19,89 (+ 1,20) e 36,62 (+ 1,34), respectivamente.

Tabela 1 - Atividade tripanocida dos extratos, expressa em percentual de inibicao do

crescimento e ICso contra formas epimastigotas de T. cruzi.

Espécies vegetais

Partes das plantas

Inibicao do
crescimento (%)

ICso pg/mL (95% IC)

Aiouea trinervis Frutos 19,89+ 1,18 10,22 (8,8-11,9)
Aniba heringerii Caule 50,92 + 1,45 137,63 (43,2-438,2)
Aniba heringerii Folhas 33,31+1,75 446,02 (43,2-438,2)
Aspidosperma verbascifolium Casca 24,14 + 152 160,03 (50,2-314,0)
Bowdichia virgilioides Folhas 29,83 +1,33 388,74 (172,4-876,3)
Centhraterum punctatum Aéreas 19,12 + 1,59 124,63 (62,9-409,5)
Combretum lanceolatum Folhas 12,64 + 1,57 >450,0

Combretum lanceolatum Galhos 62,51+ 2,00 238,34 (56,0-397,1)
Croton urucurana Casca/metanol 40,32 £ 1,55 >450,0

Croton urucurana* Cascal/acet. 70% 36,44 + 1,46 114,02 (58,1-223,6)
Galianthe thalictroides Raiz 33,12+1,78 64,64 (30,8-135,5)
Guarea kunthiana Sementes 19,89 + 1,20 41,45 (20,0-55,3)
Momordica charantia Aéreas 19,10+ 1,21 75,91 (37,1-155,4)
Vernonia ferruginea Folhas 36,62 +1,34 34,32 (25,4-71,1)
Vernonia rubricaulis Folhas 59,64 + 1,47 >450,0

* Croton urucurana extrato acetona 70%; +, desvio padréo; IC, intervalo de confianca

Vale ressaltar que os resultados obtidos pela contagem dos parasitos e 0s
valores de ICsp obtidos no ensaio do MTT foram realizados em paralelo, com o intuito
de visualizar microscopicamente a presenca dos parasitos no bioensaio e calcular o
percentual de inibicdo do crescimento.

A Figura 22 ilustra a atividade tripanocida dos extratos biologicamente ativos
sobre a viabilidade de formas epimastigotas de T. cruzi. Observa-se que 0s extratos

causam uma inibicdo dose-dependente na viabilidade dos parasitos.
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Figura 22- Efeito dos extratos de A. trinervis, G. kunthiana e V. ferruginea sobre a
viabilidade de T. cruzi
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6. DISCUSSAO

Este trabalho avaliou o potencial efeito tripanocida de 15 extratos pertencentes
a nove familias de plantas, algumas de uso medicinal e outras descritas com
atividade fitoterapica de acordo com ensaio previsto na Farmacopéia Brasileira
(BRASIL, 2010; THOMAZZI et al., 2010).

A escolha das espécies vegetais incluidas no presente estudo foi baseada em
diversos trabalhos relatando o potencial farmacoldgico atribuido aos representantes
dos géneros e/ou familia por meio de suas atividades biolégicas com
tripanossomatideos publicados na literatura.

Para a solubilizacdo dos extratos foi utilizado o DMSO, um solvente com
caracteristicas anfipaticas e que é amplamente utilizado para solubilizar amostras
em bioensaios. No entanto, devido a sua alta penetrabilidade, pode apresentar certa
toxicidade quando utilizado em elevadas concentracbes ou em exposicoes
prolongadas (HUBALEK, 2003; SANTOS et al., 2003). Por essa razdo foi
necessario avaliar o efeito desse solvente sobre os parasitos e verificou-se que na
presenca de 1% de DMSO, nas condi¢cdes empregadas neste estudo, ndo houve
alteracao no crescimento dos parasitos.

Para a realizacéo da triagem dos extratos vegetais, utilizou-se como ferramenta
o teste colorimétrico do MTT, por apresentar boa reprodutibilidade e mostrar-se
eficiente por avaliar um nimero grande de amostras em diferentes concentracdes.
Este bioensaio baseia-se na quantificacdo da reducdo do sal de tretrazélio na
presenca do metabolismo celular.

Os bioensaios realizados neste estudo foram avaliados em paralelo, nas
mesmas condicdes de concentracdo, tempo e temperatura. Neste contexto, a
porcentagem da inibicdo do crescimento indicou que os parasitos utilizados estavam
vidveis na concentracdo de 1x10° parasitos/mL.

Vale ressaltar que os valores obtidos pela contagem dos parasitos em
camara de Neubauer e os valores de ICsy obtidos no ensaio do MTT n&o foram
concordantes, No entanto, por se tratar de métodos cujos parametros analisados sao
distintos, sua concordancia ndo necessariamente precisa ser estabelecida, uma vez
gue o ensaio do MTT revela o estado metabdlico dos parasitos e a contagem, o
numero efetivo de parasitos vivos na cultura. Mesmo com valores discordantes, as

analises demonstraram que o ensaio do MTT € uma ferramenta importante na
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triagem de compostos biologicamente ativos por se tratar de um método simples e
rapido, revelando o estado metabdlico geral da cultura tratada.

Dentre os extratos avaliados, trés apresentaram atividade biolégica sobre as
formas epimastigotas de T. cruzi. S&o eles: Aiouea trinervis frutos (Lauraceae),
Vernonia ferruginea folhas (Asteraceae) e Guarea kunthiana sementes (Meliaceae).

Utilizando formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c, verificou-se que o
extrato etanodlico de A. trinervis apresentou potente atividade biolégica in vitro, com
ICso= 10,22 pg/mL, com efeito dependente das concentracdes avaliadas. Ja os
extratos de V. ferruginea e G. kunthiana causaram uma inibicdo parcial, se
considerarmos o valor de corte que incluimos no presente estudo, que foi de ICsp <
50 pg/mL.

Utilizando a ICso do mesmo extrato vegetal de A. trinervis, Garcia e Padovani
(2015) avaliaram o perfil proteico de formas epimastigotas e verificaram alteracdes
significativas nas bandas eletroforéticas.

Algumas plantas da familia Lauraceae séo ricas em metabdlitos secundarios
como os alcaloides aporfinoides localizados na espécie Ocotea (ZANIN;
LORDELLO, 2007). Este demonstrou atividade biologica em Leishmania (L.)
amazonensis, afetando estruturas como o cinetoplasto e membrana plasmatica,
causando tumefacdo e condensacao da cromatina, além de danos mitocondriais. O
cinetoplasto é uma organela presente apenas nos protozoarios da familia
Trypanosomatidae, sendo um importante alvo para ensaios com drogas em
decorréncia de sua associacdo ao DNA mitocondrial (MORAES, 2014).

Ao avaliar a citotoxicidade de compostos isolados de A. trinervis frente a
linhagens de células neoplasicas, GARCEZ e colaboradores (2016) verificaram
atividade para butanolideos (ICsp= 5,96 pg/mL) e lignanas (ICsp= 4,95 pg/mL). No
entanto, o estudo utilizou caule subterraneo e raizes da planta, enquanto que neste
estudo foi avaliado o extrato etandlico dos frutos.

Cabral e colaboradores (2010) em estudo com duas espécies da familia
Lauraceae coletadas na Regidao Nordeste do Brasil demonstrou atividade tripanocida
sobre formas epimastigotas de T.cruzi cepa Dm28c. Os compostos conhecidos por
neolignanas (fenilpropanoides), Licarina A isolado de Nectandra glabrescens
(Canela preta) e Burchelina isolado de Ocotea cymbarum (Louro canela) foram

avaliados por meio do ensaio do MTT e microscopia eletrbnica de transmisséao.
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Detectaram alteracbes no complexo de Golgi, desorganizagéo da cromatina nuclear
e sinais de lise celular.

O extrato etandlico de V. ferruginea avaliado neste estudo apresentou
atividade tripanocida com ICsp= 34,32 pug/mL. Nao ha relatos de atividade desta
espécie vegetal contra T. cruzi, até o presente estudo. Marques e colaboradores
(2013) relatam em um estudo de screening que o extrato etandlico das folhas e
caule V. ferruginea foram ativos para Leishmania amazonensis. Ha relatos de outras
atividades, como anti-inflamatéria e anti-ulcerogénica (BARBASTEFANO, 2007).

O extrato etandlico das sementes de Guarea kunthiana apresentou atividade
tripanocida com ICso= 41,45 pug/mL. Ha relatos de atividade leishmanicida atribuida
aos componentes isolados de G. kunthiana (LIMA, 2006) e inseticida dos extratos
das folhas (PANDINI et al., 2015).

Do extrato bruto das folhas de Guarea kunthiana, foram isolados diterpenos,
sesquiterpenos, poliprenol e a- e &- tocoferdis (GARCEZ et al., 2004). Duas espécies
da familia Meliaceae, G. guidonia (sementes) conhecida popularmente por Talva e
G. polymera (folhas) nominada por Bombaca-da-terra, apresentaram atividade
antiprotozoario quando foram avaliadas com relacdo a seus efeitos in vitro sobre
Leishmania spp, Plasmodium falciparum e T. cruzi (cepa Tulahuem) (WENIGER et
al., 2001).

Embora a litertura relate a atividade tripanocida para espécies do género
Combretum (C. leprosun) e Aspidosperma (A. macrocarpum), 0os extratos de C.
lanceolatum e A. verbascifolium avaliados no presente trabalho ndo se mostraram
ativos frente a formas epimastigotas de T. cruzi.

O presente estudo ndo detectou atividade biologica do extrato etandlico das
folhas de Bowdichia virgilioides sobre T. cruzi, entretanto estudos utilizando as
sementes da planta indicaram atividade contra as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis (MARQUES et al., 2013; GARCEZ et al., 2016).

O extrato etandlico das partes aéreas de Momordica charantia ndo apresentou
atividade contra as formas epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c, entretanto na
contagem dos parasitos para o teste de inibicdo do crescimento, observou-se que
morfologicamente os protozodrios apresentaram moderada turgidez no tratamento

com concentracdes maiores que 6, 25 pg/mL.
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Todavia nos estudos de MESIA e colaboradores 2008 e SANTOS e
colaboradores 2012 detectaram atividade tripanocida para T. cruzi. Haja vista que as
cepas utilizadas, periodo de coleta bem como a parte da planta analisada podem ser
responsaveis por determinar tais diferencas (SOUZA et al., 2011). O mesmo extrato
etanolico das partes aéreas apresentou atividade contra as formas promastigotas de
Leishmania amazonensis com ICso= 6, 25 pg/mL (MARQUES et al., 2013; GARCEZ
et al., 2016).

Os resultados obtidos sugerem a realizacao de estudos futuros para determinar
o perfil quimico das partes de A. trinervis, de modo a se verificar se os butanolideos
e lignanas obtidos das outras partes da planta (GARCEZ et al., 2005) estdo também
presentes nos frutos, o que os tornaria potenciais candidatos a responsaveis pela
atividade tripanocida. Estes dados podem subsidiar estudos quimicos
biomonitorados a serem conduzidos por meio dos frutos desta espécie.

Com relacdo a G. kunthiana, os protolimonoides e/ou limonoides ocorrentes
nas sementes desta espécie (MIGUITA et al., 2014) podem ser responsaveis pela
atividade do extrato. Assim, estudos posteriores sobre a avaliagdo de suas
respectivas atividades tripanocidas devem, portanto, ser realizados, visando a
descoberta de novos agentes antichagasicos.

Da mesma forma, a investigacao quimica das folhas de V. ferruginea por meio
de fracionamento biomonitorado, para se isolar e caracterizar a(s) substancia (s)
mais ativa (s), também deve ser pesquisado.

Os compostos bioativos isolados das espécies supracitadas podem ser Uteis na

busca por novos agentes naturais antichagasicos mais efetivos e biodegradaveis.
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7. CONCLUSOES

e No presente estudo, os extratos etandlicos de Aiouea trinervis (frutos),
Vernonia ferruginea (folha) e Guarea kunthiana (sementes) apresentaram atividade
tripanocida frente a forma epimasigota de T. cruzi;

e O extrato etandlico de Aiouea trinervis apresentou melhor resultado;

e O percentual de inibicdo do crescimento € uma boa ferramenta auxiliar
adotada para este estudo, quantificando os parasitos nas diferentes concentracoes
dos extratos vegetais avaliados;

e Concluiu-se que o DMSO como solvente solubilizante na concentracéo de
1% nao interfere na viabilidade nem no crescimento dos parasitos;

e O teste colorimétrico do MTT como ferramenta de triagem dos extratos
vegetais demonstrou eficacia permitindo a identificacdo por meio da ICsop no

bioensaio proposto.
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