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RESUMO 

 

 

Após um século da descoberta da doença de Chagas existem aproximadamente seis milhões 

de pessoas infectadas com Trypanosoma cruzi, vivendo principalmente em países do 

continente Americano. No Brasil, estima-se que sejam três milhões de pessoas infectadas. Os 

fármacos utilizados para o tratamento da doença de Chagas são parcialmente eficazes na fase 

aguda e ineficazes na fase crônica da doença, além de provocarem efeitos adversos e 

toxicidade sistêmica. Sabe-se que produtos naturais são uma fonte atrativa de compostos de 

estruturas variadas que apresentam atividades biológicas potentes e desejáveis perfis 

farmacológicos e esse fato tem sido evidenciado por diversas pesquisas que avaliam a ação 

anti Trypanosoma de diversos produtos oriundos de plantas. Neste trabalho foi avaliado o 

efeito de extratos etanólicos de Aioueae trinervis e Guarea kunthiana sobre o crescimento, 

morfologia e integridade de membrana de formas epimastigotas de T.cruzi Dm28. Os dados 

obtidos revelaram que ambos os extratos inibem o crescimento dos parasitas. O tratamento 

causou alterações morfológicas como aumento do flagelo, diminuição do cinetoplasto, 

perímetro total e largura do parasita os quais são alvos promissores para busca de novos 

quimioterápicos. O tratamento dos parasitas com extrato de G. kunthiana induziu a 

permeabilização da membrana citoplasmática, alterando a viabilidade celular das células. Os 

resultados sugerem a presença de compostos com atividade anti-Trypanosoma nos extratos 

avaliados.  

 

 

Palavras chave: Doença de Chagas, Extratos vegetais, Meliaceae, Lauraceae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

 

After a century of Chagas disease discovery there are about six million people infected 

with Trypanosoma cruzi, mainly living in the American continent. In Brazil, is estimated 

to be three million people infected. The drugs used for the treatment of Chagas disease are 

partially effective in acute and ineffective in the chronic phase of the disease, and cause 

side effects and systemic toxicities. It is known that natural products are an attractive 

source compounds with many structures which display potent biological activities and 

pharmacological profiles and this fact has been shown by several studies to assess the 

anti-Trypanosoma action of several products from plants. This study evaluated the effect 

of ethanol extracts of Aioueae trinervis and Guarea kunthiana on growth, morphology 

and membrane integrity of epimastigotes forms of T. cruzi Dm28. The data revealed that 

both extracts inhibit the growth of the parasites caused dramatic morphological changes 

such as increased of flagellum length, reduction of kinetoplast area, reduction of the 

circumference and width of the cell. The treatment of parasites with G. kunthiana extract 

induced the membrane permeabilization, affecting the cell viability. These results suggest 

that there are compounds with anti-Trypanosome activities in the extracts evaluated. 

 

 

Keywords: Chagas disease, Plant Extract, Meliaceae, Lauraceae 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A doença de Chagas, também conhecida como a tripanossomíase americana, é uma 

doença causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (CHAGAS, 1909). Ocorre 

principalmente na América Latina, porém nas últimas décadas tem aumentado o número de 

casos principalmente nos Estados Unidos da América, Canadá e muitos países europeus. Isto 

se deve principalmente a movimentos populacionais imigratórios (WHO, 2016; COURA; 

VIÑAS, 2010). 

O ciclo de vida de T. cruzi ocorre entre hospedeiros vertebrados mamíferos, por 

exemplo, o homem e insetos hemípteros da família Reduviidae, sub-familia Triatominae, 

principalmente Rhodnius prolixus e Triatoma infestans (conhecidos popularmente como 

barbeiros), os quais podem atuar como vetores. O parasita é transmitido aos seres humanos 

por contato com as fezes e a urina desses insetos (BRIONES et al., 1999; COURA, 2007). 

 Embora o ciclo da doença de Chagas tenha sido descrito entre 1909 e 1935, não há 

ainda uma estratégia quimioterápica efetiva para o seu tratamento, que vem sendo realizado 

de forma muito mais sintomática do que etiológica (SOUZA; NAKAMURA; CORÊA, 2012). 

Embora passados mais de cem anos da descoberta da doença de Chagas, verifica-se 

que os fármacos frequentemente utilizados para o tratamento são os mesmos há mais de 

quarenta anos. Os compostos nitroheterocíclicos, Nifurtimox (Lampit


 Bayer, 4[(5-

nitrofurfurilideno)amino]3-metiltiomorfolina-1,1-dióxido) e Benzonidazol (Rochagan


 

Roche, N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) possuem vários efeitos colaterais como: 

anorexia, náuseas, vômitos, alergia cutânea e neuropatia periférica (SOUZA; NAKAMURA; 

CORÊA, 2012; BOAINAIN; RASSI, 1972). 

O desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da doença de Chagas não é 

prioridade para a indústria farmacêutica devido ao alto custo e a falta de um mercado 

potencial e seguro nos países em desenvolvimento, pois a doença afeta principalmente setores 

menos favorecidos da sociedade, desassistidos pelo poder público e negligenciados. Por 

razões econômicas, somente os esforços e persuasão de pesquisadores no estabelecimento de 

parcerias poderia mudar o cenário atual. Do total de 1.393 fármacos introduzidos no mercado 

farmacêutico entre 1975 e 1999, menos de 1,1% foram dirigidos para as doenças tropicais, por 

isso, há necessidade de pesquisas envolvendo o desenvolvimento de novos fármacos no 

combate à doença de Chagas (COURA; CASTRO 2002; SOUZA; NAKAMURA; CORÊA, 

2012). 
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Aliado a isso, um dos grandes problemas também enfrentados na busca de um fármaco 

eficiente para o tratamento da doença de Chagas é o fato do parasita possuir um complexo 

ciclo biológico (BOAINAIN; RASSI, 1979; SOUZA; NAKAMURA; CORÊA, 2012). 

Os produtos naturais representam uma fonte atrativa de compostos de estruturas 

variadas, com atividades biológicas potentes e desejáveis perfis farmacológicos. Esse fato tem 

sido evidenciado por diversas pesquisas que avaliam a ação anti Trypanosoma de diversos 

produtos oriundos de plantas (CACERES et al., 1998; DUSCHAK; COUTO,2007).   

Vários estudos têm demostrado que plantas da família Meliaceae possuem atividade 

contra T.cruzi. Extratos e compostos isolados (flavonoides e limonóides) de Cipadessa 

fruticosa apresentaram atividade sobre formas tripomastigotas de T.cruzi (LEITE et al., 

2010). 

Nos membros da família Lauraceae são encontradas várias lignanas, compostos que 

apresentam atividade anti Trypanosoma e que também são conhecidas por apresentarem 

atividades antitumoral, antiviral, antibacteriana e anticarcinogênica (OLIVEIRA, et al., 2005), 

evidenciando a importância de membros desta família como fontes para novos 

quimioterápicos.  

Nesta perspectiva de novos compostos oriundos de plantas, o objetivo deste trabalho 

foi avaliar os efeitos de extratos vegetais ativos de Aiouea trinervis e Guarea kunthiana sobre 

a estrutura e a integridade de membrana de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duschak%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18221162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duschak%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18221162
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 DOENÇAS NEGLIGENCIADAS 

 

Doenças negligenciadas são aquelas enfermidades que não só prevalecem em 

condições de pobreza, mas também contribuem para a manutenção do quadro de 

desigualdades, já que representam forte entrave ao desenvolvimento dos países (BRASIL, 

2010). 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), existem mais de um bilhão 

de pessoas portando uma ou mais doenças negligenciadas, representando um sexto da 

população mundial (BRASIL, 2010). 

Com o objetivo de controlar ou erradicar dez doenças tropicais negligenciadas, dentre 

elas a doença de Chagas, representantes de diversos países, inclusive do Brasil, elaboraram 

uma proposta coletiva para proposição de metas adicionais, identificação de ferramentas, 

infraestrutura e recursos necessários para atingir o objetivo global de controle efetivo dessas 

enfermidades. A Declaração de Londres sobre Doenças Tropicais Negligenciadas, lançada em 

2012 ressalta a necessidade atual de novas estratégias para o estudo e controle dessas 

importantes patologias (TARLETON et al., 2014). 

Apesar de existir financiamento para pesquisas relacionadas às doenças 

negligenciadas, o conhecimento produzido não se reverte em avanços terapêuticos, como 

novos fármacos, métodos de diagnóstico e vacinas (GARCIA et al., 2011; OMS, 2010).  

A doença de Chagas, também conhecida como a tripanossomíase americana, é uma 

doença potencialmente fatal causada pelo protozoário T. cruzi. Encontrada principalmente em 

áreas endêmicas de 21 países latino-americanos, sendo principalmente transmitida aos seres 

humanos por contato com dejetos de triatomíneos (GARCIA, et al., 2011; OMS, 2010; OMS, 

2016; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007). 

Estima-se que cerca de seis milhões de pessoas estejam infectadas em todo o mundo, 

principalmente na América Latina, onde a doença de Chagas é endêmica. Porém nas últimas 

décadas tem aumentado o número de casos principalmente nos Estados Unidos da América, 

Canadá e muitos países europeus (Figura 1) (WHO, 2016; COURA; VIÑAS, 2010).  
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Figura 1-Distribuição de casos da infecção por Trypanosoma cruzi, com base em  

estimativas oficiais e a transmissão vetorial em todo o mundo entre 2006-2009. 
Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_chagas_2009.png 

 

2.2 HISTÓRICO DA DOENÇA DE CHAGAS 

 

  Após a chegada a Lassance-MG em 1907, Carlos Chagas iniciou seu trabalho como 

médico, identificando enfermos que apresentavam um quadro clínico caracterizado por 

arritmias e sinais de insuficiência cardíaca. Além disso, chamou sua atenção a frequente e 

inexplicável ocorrência de morte súbita naquela região. Meses depois, em viagem a Pirapora, 

soube, pelo engenheiro responsável pelas obras da estrada de ferro, que havia na localidade 

vários insetos hematófagos (denominados popularmente de “barbeiros”, “chupão” ou 

“chupança”) (CHAGAS, 1909; REZENDE; RASSI, 2008; SIQUEIRA-BATISTA, et al., 

2007). 

Os barbeiros normalmente se alojavam nas frestas das paredes dos casebres de “pau-a-

pique”. Carlos Chagas recolheu alguns exemplares e, examinando o conteúdo intestinal do 

inseto, identificou uma nova espécie de protozoário flagelado. Para verificar se aquele micro-

organismo era o causador do quadro nosológico encontrado em Lassance, Chagas enviou 

alguns insetos para que Oswaldo Cruz infectasse primatas da espécie Callitrix penicillata 

(saguis). Posteriormente, durante análises de amostras sanguíneas dos animais, Carlos Chagas 

constatou a presença do protozoário. Ao retornar a Lassance, constatou também a infecção em 
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cães, gatos, tatus e gambás, os dois últimos caracterizados como reservatórios do agente 

(CORREA; SIQUEIRA-BATISTA, R; SIQUEIRA-BATISTA, R, 2007). 

  

2.3 Trypanosoma cruzi 

 

Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoário flagelado pertencente ao reino 

Protozoa, filum Euglenozoa e ordem Kinetoplastea. Esta ordem abrange protozoários 

flagelados que possuem uma estrutura singular, o cinetoplasto, onde se localiza o DNA 

mitocondrial (MOREIRA et al., 2004; SHAPIRO; ENGLUND, 1995).  

A família Trypanosomatidae inclui vários gêneros importantes: Blastocrithidia, 

Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Phytomonas e 

Trypanosoma. O gênero Trypanosoma é um dos mais importantes dentro da família 

Trypanosomatidae por incluir uma série de espécies causadoras de doenças como 

Trypanosoma cruzi, agente da doença de Chagas em humanos nas Américas, Trypanosoma 

rhodesiense e Trypanosoma gambiense, agentes da doença do sono em humanos na África 

Oriental e Ocidental, respectivamente, Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum e 

Trypanosoma equinum, agentes de tripanossomiases em bovinos e equinos (DUMAS, 2000). 

 

2.3.1 Estrutura de T.cruzi  

 

Além das organelas típicas da maioria das células eucarióticas, como núcleo, retículo 

endoplasmático, aparelho de Golgi e mitocôndria, os tripanosomatídeos apresentam algumas 

estruturas peculiares, como os microtúbulos subpeliculares, a estrutura paraflagelar, o 

cinetoplasto, os glicossomos e os acidocalcissomos (DE SOUZA; SANT´ANNA; CUNHA-E-

SILVA, 2009).  

A superfície celular dos tripanosomatídeos é composta pela membrana plasmática, que 

apresenta um grande número de macromoléculas. Imediatamente abaixo dela está presente 

uma camada de microtúbulos subpeliculares, os quais conferem estabilidade e resistência à 

célula. Estes se encontram distribuídos por todo o corpo celular, exceto na região de ligação 

do flagelo e na região da bolsa flagelar (DE SOUZA, 1984, 2000, 2002).  

Todos os membros da família Trypanosomatidae apresentam um flagelo, que emerge 

de uma área de invaginação da membrana plasmática conhecida como bolsa flagelar. Devido 

à localização específica de vários receptores acredita-se que a maior parte do tráfego vesicular 

e entrada de nutrientes ocorram nessa região. Outra invaginação menor, localizada próxima à 
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bolsa flagelar em amastigotas e epimastigotas, o citóstoma, também está envolvido com a 

absorção de nutrientes (DE SOUZA; SANT´ANNA; CUNHA-E-SILVA, 2009; PORTO-

CARREIRO et al., 2007). O flagelo de T. cruzi apresenta uma estrutura básica semelhante ao 

de outras células. Associado ao flagelo encontra-se um complexo arranjo de filamentos 

protéicos, denominado de estrutura paraflagelar (GULL, 1999).  

Na parte posterior da célula, existem organelas usualmente esféricas, ácidas 

denominadas reservossomos. Os reservosomos possuem em seu interior proteinases, 

principalmente a cruzipaína, além de proteínas ingeridas, oriundas de bolsa flagelar e  

citóstoma. Acredita-se que os reservosomos sejam compartimentos pré-lisossomais e que 

durante a metaciclogênese participem como fonte de energia necessária para esse processo 

(SOARES; SOUTO-PADRÓN; DE SOUZA, 1992; SOARES; 1999). 

T. cruzi, assim como todos os membros da família Trypanosomatidae, apresenta uma 

mitocôndria única e ramificada que se estende por toda a extensão da célula. O material 

genético mitocondrial, também denominado de kDNA ou DNA do cinetoplasto, encontra-se 

concentrado em uma determinada região da mitocôndria localizada logo abaixo do corpúsculo 

basal, dando origem a uma estrutura denominada de cinetoplasto (DE SOUZA, 2002; 

SHAPIRO; ENGLUND, 1995).  

Distribuídos no citoplasma estão os glicossomos, um tipo especializado de 

peroxissomo, delimitados por membrana, onde se acumulam algumas enzimas da via 

glicolítica e da beta-oxidação de ácidos graxos (HANNAERT et al., 2003; MICHELS et. al., 

2006; MICHELS; HANNAERT; BRINGAUD, 2000; MICHELS; OPPERDOES, 1991) e os 

acidocalcissomos, provavelmente envolvidos em diversos processos biológicos, tais como o 

armazenamento de cálcio e polifosfatos, manutenção do pH intracelular e osmorregulação 

(DO CAMPO et al., 2005; DO CAMPO; MORENO, 1999). 

Em cada célula está presente um único aparelho de Golgi, localizado entre o núcleo e 

o cinetoplasto (DE SOUZA, 2002).  

O núcleo de T. cruzi apresenta uma organização estrutural similar à de outras células 

eucarióticas. Possui um tamanho relativamente pequeno, medindo aproximadamente 2,5 µm, 

e sua forma difere entre as diferentes formas do parasita. Em epimastigotas e amastigotas, é 

ligeiramente esférico, enquanto que em tripomastigotas é alongado e se localiza na região 

central da célula. A posição do flagelo em relação ao núcleo e ao cinetoplasto também é 

característica de cada forma evolutiva (DE SOUZA, 2002). 

A figura 2 ilustra o aspecto geral da forma epimastigota de T. cruzi, indicando diversas 

estruturas e organelas importantes para biologia desse parasita. 
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      Figura 2 - Aspecto geral da forma epimastigota de T. cruzi 
        Fonte: Adaptado de DO CAMPO et al., 2005. 
 

 

2.3.2 Ciclo de vida do parasita 

 

O ciclo de vida de T. cruzi ocorre entre hospedeiros vertebrados mamíferos, por 

exemplo, o homem e insetos hemípteros da família Reduviidae, subfamília Triatomínae, 

principalmente Rhodnius prolixus e Triatoma infestans (conhecidos popularmente como 

barbeiros), os quais podem atuar como vetores. O parasita é transmitido aos seres humanos 

por contato com as fezes e a urina desses insetos (BRIONES et al., 1999; COURA, 2007). 

T. cruzi apresenta principalmente três formas diferentes durante o ciclo de vida: forma 

epimastigota que é a forma replicativa encontrada no tubo digestivo do vetor e também nas 

glândulas anais de gambás; a forma amastigota que é a forma replicativa intracelular, 

encontrada nos tecidos do hospedeiro vertebrado, não possui flagelo exteriorizado, nem 

membrana ondulante e a forma tripomastigota que não possui capacidade replicativa, 

corresponde à forma infectante do parasita (Figura 3) (BRENER,1997; CORREA; 

SIQUEIRA-BATISTA, R; SIQUEIRA-BATISTA, R, 2007; DE SOUZA, 2002). 
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Figura 3 - Principais formas evolutivas de T. cruzi. 
   Fonte:www.frontbiosci.org/2003/v8/e/948/fulltext.php?bframe=figures.htm 

 

Amastigota: Forma intracelular de T. cruzi encontrada nos tecidos do hospedeiro 

vertebrado, não possui flagelo exteriorizado nem membrana ondulante. Seu único movimento 

é de rotação, medindo cerca de 4,0µm de diâmetro. Multiplica-se por divisão binaria 

longitudinal a cada 12 horas, transformando-se em tripomastigota sanguíneo, 

aproximadamente 11 a 13 horas antes da ruptura da célula hospedeira. 

Epimastigota: É a forma evolutiva que se localiza no tubo digestivo do triatomíneo, 

sendo também encontrada nas glândulas anais de alguns mamíferos como gambás. Apresenta 

flagelo livre, cinetoplasto anterior ao núcleo e membrana ondulante pouco desenvolvida, 

medindo entre 20 e 40 µm, incluindo o flagelo livre. O nucléolo é esférico e ocupa, na maioria 

das vezes, uma posição central no núcleo. É bastante móvel e apresenta intensa atividade 

replicativa também por divisão binária longitudinal, havendo, em diversas ocasiões, a 

formação de rosetas. Estas formas são incapazes de penetrar nas células do hospedeiro 

vertebrado. 

Tripomastigota: Não possuem capacidade replicativa, e correspondem à forma 

infectante, extracelular, localizada em ambos os hospedeiros. No vetor encontra-se a forma 

tripomastigota metacíclica e no vertebrado tripomastigota sanguícola. 

O triatomíneo realiza o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado (homem) 

defecando próximo à região da picada, o prurido despertado pela picada do inseto faz com 

que o indivíduo coce a região, carreando o agente juntamente com os dejetos do inseto para o 

local da picada, possibilitando através da solução de continuidade formada, o acesso do 

mesmo aos tecidos do hospedeiro. As formas tripomastigotas metacíclicas, presentes na 
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circulação, poderão penetrar nas células do sistema mononuclear fagocitário e diferenciar-se 

em formas amastigotas, que após multiplicação diferenciam-se em formas tripomastigotas 

sanguícolas. Nesta etapa os parasitas provocam a ruptura da célula infectada e são liberados 

na corrente sanguínea. Durante o repasto sanguíneo em um hospedeiro infectado, o vetor 

ingere as formas circulantes do parasita, que ao alcançarem o trato digestório do inseto sofrem 

nova diferenciação, agora em formas epimastigotas. Epimastigotas se replicam por divisão 

binária no intestino médio do vetor e ao atingirem a porção final do seu intestino diferenciam-

se em formas tripomastigotas metacíclicas, podendo ser eliminadas na excreta do vetor 

durante ou após novo repasto sanguíneo (Figura 4) (CHAGAS, 1909; DE SOUZA, 2002; 

SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 4 - Ciclo biológico de T. cruzi. 
  Fonte: http://www.open.edu/openlearnworks/mod/page/view.php?id=40788 

 

 

 

 

http://www.open.edu/openlearnworks/mod/page/view.php?id=40788


19 

 

2.4 DOENÇA DE CHAGAS 

 

 

A doença de Chagas ocorre principalmente na América Latina. No entanto, nas 

últimas décadas, novos casos de infecção têm sido detectados nos Estados Unidos da 

América, Canadá, muitos países europeus e alguns países do Pacífico Ocidental. Isto se deve 

principalmente à mobilidade das populações entre tais regiões do mundo (WHO, 2016). 

Apesar de menos comum, a transmissão por via oral é responsável por um número 

significante de casos agudos da doença, principalmente na região norte do Brasil (COURA et 

al., 2002) através da contaminação por alimentos contendo o inseto-vetor ou seus detritos. De 

menor impacto, há a contaminação através de transplantes de órgãos e acidentes de 

laboratório (SCHMUÑIS, 2000). 

 

2.4.1 Fases da doença 

 

Podem ser reconhecidas, duas principais fases da doença, a aguda e a crônica 

(COURA; CASTRO, 2002). 

A fase aguda tem a duração de cerca de dois meses após a infecção. Durante a fase 

aguda, um grande número de parasitas circula no sangue, mas na maioria dos casos, os 

sintomas estão ausentes ou leves. Um dos primeiros sinais visíveis pode ser uma lesão de pele 

ou um inchaço arroxeado das palpebras (Chagoma ou sinal de Romaña). As pessoas 

infectadas podem ainda apresentar febre, dor de cabeça, aumento dos gânglios linfáticos, 

palidez, dor muscular, dificuldade em respirar, inchaço e dor abdominal ou no peito. Após a 

fase aguda, há um longo período em que os indivíduos infectados apresentam-se reagentes em 

testes sorológicos e/ou parasitológicos indiretos, mas não apresentam sintomatologia e por 

isso são considerados como estando na forma indeterminada (crônica indeterminada) da 

doença (COURA; CASTRO, 2002; PRATA, 2001; WHO, 2016).  

A fase crônica inicia com a diminuição da parasitemia, os parasitas podem ser 

encontrados principalmente no tecido cardíaco e na musculatura lisa do trato digestório. Até 

30% dos pacientes sofrem de distúrbios cardíacos e até 10% sofrem de distúrbios digestivos 

(megaesôfago ou megacólon) ou alterações neurológicas mistas. A evolução desta fase é lenta 

e pode durar toda a vida do paciente, manifestando-se pela presença da infecção associada à 

ausência de sintomatologia e a resultados normais ao exame clínico, eletrocardiográfico e 

radiológico (ANDRADE et al., 1992; COURA; CASTRO, 2002; DIAS, 2000; WHO, 2016).  
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2.4.2 Tratamento 

 

Embora todo o ciclo da doença de Chagas tenha sido descrito entre 1909 e 1935, não 

há ainda uma estratégia quimioterápica efetiva para o seu tratamento principalmente na fase 

crônica, que vem sendo realizado de forma muito mais sintomática do que etiológica 

(SOUZA, 2012). 

O desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento da doença de Chagas não é 

prioridade das indústrias farmacêuticas, devido ao alto custo dos investimentos e a falta de um 

mercado potencial e seguro nos países em desenvolvimento, pois a doença afeta 

principalmente setores menos favorecidos da sociedade, desassistidos pelo poder público e 

negligenciados. Dos 1.393 fármacos introduzidos no mercado farmacêutico entre 1975 e 

1999, menos de 1% foram dirigidos para as doenças tropicais. Por isso, há a necessidade de 

pesquisas para o desenvolvimento de novos fármacos no combate à doença de Chagas 

(CASTRO 2002; COURA; revisto por SOUZA, 2012). 

Um dos grandes problemas enfrentados na busca de um fármaco eficiente para o 

tratamento da doença de Chagas é o fato do parasita possuir um complexo ciclo biológico, 

outro problema está relacionado com a diversidade genética do parasita, refletida na 

heterogenidade das diferentes cepas ou isolados, o que pode ser observado nas distintas taxas 

de multiplicação, tropismo tecidual e suscetibilidade ao tratamento quimioterápico 

(BOAINAIN; RASSI, 1979; SOUZA; NAKAMURA; CORÊA, 2012; ZINGALES et al., 

2011). 

Dois fármacos foram utilizados por mais de 40 anos no tratamento da doença de 

Chagas, são os compostos nitroheterocíclicos, Nifurtimox (Lampit


 Bayer, 4[(5-

nitrofurfurilideno)amino]3-metiltiomorfolina-1,1-dióxido) e Benznidazol (Rochagan


 Roche, 

N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida), no entanto ambos causam vários efeitos colaterais 

como anorexia, náuseas, vômitos, alergia cutânea e neuropatia periférica (BOAINAIN; 

RASSI, 1972; SOUZA; NAKAMURA; CORÊA, 2012), além de apresentarem maior eficácia 

na fase aguda da doença. Atualmente, o Nifurtimox não é mais comercializado no Brasil, 

Argentina e Chile (WHO, 2012). 
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2.5 PRODUTOS NATURAIS 

 

 

As plantas, desde os primódios dos tempos, são fundamentais tanto na alimentação 

quanto na cura de enfermidades. A utilização delas é uma prática generalizada baseada na 

crença popular e nas várias formações culturais que as usam como recursos terapêuticos. 

Apesar do emprego empírico, as plantas medicinais continuam a ser usadas pela população e 

jamais foram completamente substituidas pelos fármacos sintéticos. A natureza produz uma 

grande variedade de produtos químicos e o número total de produtos naturais produzidos por 

plantas está estimado em torno de 500.000 (NIERO,  et al., 2003). 

Sabe-se que os produtos naturais são uma fonte atrativa de compostos de estruturas 

variadas que apresentam atividades biológicas potentes e desejáveis perfis farmacológicos, e 

esse fato tem sido evidenciado por diversas pesquisas que avaliam a ação anti Trypanosoma 

de diferentes produtos oriundos de plantas (CACERES et al., 1998; DUSCHAK; COUTO, 

2007), os quais podem no futuro, substituir muitos medicamentos atuais que apresentam baixa 

eficácia e muitos efeitos colaterais (SOUZA; NAKAMURA; CORÊA, 2012). 

Atualmente, não só no Brasil, mas também em diversos países, um grande número de 

vegetais vem sendo utilizados como fonte alternativa de medicamentos.  Segundo análise feita 

pela Annual Reports of Medicinal Chemistry, cerca de 60% dos fármacos lançados no 

mercado norte-americano entre 1985 e 1995 são de origem natural. Dos 250 medicamentos 

considerados como básicos e essenciais pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 11% são 

exclusivamente obtidos de plantas medicinais e um número significativo de fármacos 

sintéticos são obtidos a partir de fontes naturais. Considerando que o Brasil possui a flora 

mais rica do mundo em matéria prima para a produção de fitofármacos e que apenas cerca de 

8% foram estudadas, é de suma importância que se busque nestas plantas uma fonte 

alternativa de medicamentos, visando no futuro a obtenção de novos fármacos mais eficazes e 

específicos (NIERO,  et al., 2003). 

 

2.5.1 Metabólitos secundários 

 

Ao se estudar uma planta com relação as suas característias fitoquímicas, deve-se 

considerar a existência de dois grupos distintos de metabólitos, que são importantes para o seu 

desenvolvimento: os metabólitos primários e os metabólitos secundários. Metabólitos 

primários são encontrados em todos os sistemas vivos, são essenciais ao crescimento e à vida, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duschak%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18221162
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Couto%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18221162
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como os aminoácidos, monossacarídeos, ácidos carboxílicos, lipídeos, ácidos nucléicos. Os 

metabólitos secundários são produtos de metabolismo específico, relacionados aos processos 

adaptativos e são biossintetizados a partir de metabólitos primários. Apresentam distribuição 

restrita a certas plantas, às vezes característicos de um dado gênero ou espécie, como por 

exemplo, os alcalóides, esteróides, terpenóides, flavonóides, dentre outros. (NIERO,  et al., 

2003). 

Durante muito tempo, os metabólitos secundários foram considerados como produtos 

de excreção do vegetal. Hoje se sabe que muitos deles têm papéis vitais como mediadores em 

interações ecológicas, como por exemplo, a defesa contra herbívoros e micro-organismos, a 

proteção contra os raios UV, a atração de polinizadores ou animais, dispersores de sementes e 

em interações alelopáticas. Os metabólitos secundários podem ser classificados de diferentes 

maneiras, segundo suas características químicas, origem da planta ou origem biossintética 

(NIERO,  et al., 2003). 

 

2.6 Guarea kunthiana  

 

Guarea kunthiana A. Juss é uma planta nativa do Brasil pertencente à família 

Meliaceae, e encontra-se naturalmente distribuída em todo o território nacional e em quase 

todas as formações florestais. É uma árvore que varia de 4 a 25 metros de altura, conhecida 

popularmente como figo-do-mato, jatuauba, peloteira, jitó e canjambo (Figura 5) (LORENZI, 

2002). 

No Brasil, a família Meliaceae está representada por oito gêneros e 84 espécies. 

Muitas espécies têm importância econômica devido ao seu potencial madeireiro e à extração 

de óleos essenciais, já outras espécies têm sido usadas há muito tempo, principalmente na 

índia, como planta medicinal (SAKURAGUI, et al., 2013).  

Há relatos de atividade inseticida associada à terpenóides isolados de inúmeras 

espécies da família Meliaceae (SIMMONDS et al. 1992; TAN; LUO, 2011). A azadiractina é 

o composto mais eficiente extraído da planta Azadirachta indica A. Juss, com propriedades 

inseticidas e que afeta o crescimento de diversas espécies de insetos (MARTINEZ; VAN 

EMDEN, 2001). Ao avaliar várias espécies de Trichilia, Borgoni; Vendramin (2005) 

constataram atividade inseticida de seis extratos sobre uma importante praga do milho.  
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Figura 5 – Partes aéreas, caule e frutos de G. kunthiana 
Fonte: http://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/6729-2/ 

 

Diversos limonóides foram isolados de extratos de frutos e galhos de Cipadessa 

fruticosa e apresentaram atividade contra formas tripomastigotas de T.cruzi cepa Y, em 

ensaios in vitro (LEITE et al., 2010). 

Segundo estudos de Miguita e colaboradores (2015) o fracionamento biomonitorado 

de extrato etanólico de G. kunthiana levou ao isolamento de um novo protolimonoide, o 3-β-

O-tiglolmelianol, que se revelou extremamente ativo contra fêmeas (ingurgitadas) de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus. 

Extrato hexânico da madeira das raizes de G. kunthiana, bem como componentes 

isolados dessa planta foram relatados como capazes de inibir formas de Leishmania spp 

(LIMA, 2006; MESQUITA, et al., 2005).  

 

2.7 Aiouea trinervis  

 

Aiouea trinervis ocorre na Região Centro-Oeste do Brasil, sendo frequente no cerrado 

do Mato Grosso do Sul. No município de Corumbá, a espécie é encontrada no Campo 

Rupestre na Morraria do Urucum, possuindo porte arbustivo, já na floresta estacional 

semidecidual da Morraria Santa Cruz apresenta porte arbóreo (Figura 6) (ALVES; ISHII, 

2007). 

Aiouea trinervis Meisn. popularmente conhecida como brinco-de-princesa, louro-de-

goiás, uridol, urinosa e vergateza. A espécie apresenta características adaptativas à seca, com 

folhas relativamente espessas de margens rígidas. Floresce de junho a outubro e sua 

frutificação inicia-se em junho e conclui-se em outubro. As folhas são usadas em forma de 

chá, como afrodisíaco (MORAES, 2005). 
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Figura 6 –Partes aéreas e frutos de A. trinervis  

        Fonte:http://lauraceae.myspecies.info/category/lauraceaetaxonomy/lauraceae/aiouea-trinervis 

 

A família Lauraceae têm distribuição pantropical, sendo bem representadas nas 

Américas, Ásia Tropical, Austrália e Madagascar (QUINET et al., 2013). Com cerca de 50 

gêneros e provavelmente entre de 2.500 e 3.500 espécies (ROHWER, 1993).  

No Brasil, ocorrem 24 gêneros e 439 espécies que habitam os biomas Caatinga, 

Cerrado e Pantanal, e concentram sua maior diversidade nas Florestas Pluviais da Amazônia e 

da Mata Atlântica. A família é representada por árvores ou arbustos (exceto Cassytha L., que 

são trepadeiras) geralmente providos de óleo essenciais e aroma característicos.   

Nos estados de Goiás e Tocantins, a família está representada pelos gêneros Aiouea, 

Aniba, Cassytha, Cinnamomum, Cryptocarya, Endlicheria, Mezilaurus, Nectandra, Ocotea e 

Persea, em áreas de matas, cerrados, campo rupestres, e áreas perturbadas (MORAES, 2005).  

O gênero Ocotea Aubl., apontado como um dos mais representativos tanto em número 

de indivíduos quanto em riqueza de táxons nas florestas pluviais, está entre os mais diversos 

da flora brasileira. Destacam-se ainda os gêneros Nectandra Rol. Ex Rottb., Aniba Aubl. e 

Mezilaurus Taub. que,  conjuntamente com o gênero Ocotea, englobam espécies de grande 

interesse econômico pela qualidade madeireira e pelos óleos essenciais amplamente utilizados 

na indústria da perfumaria e de cosméticos. Essas espécies são conhecidas popularmente 

como canelas, loureiros ou imbuias (QUINET et al., 2013). 

http://lauraceae.myspecies.info/category/lauraceae
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Mediante ao exposto, ressalta-se a importância de explorar as espécies A. trinervis e 

G. kunthiana, com vistas a ampliar o conhecimento a respeito dessas plantas do cerrado Sul-

Mato-Grossense em busca de novos compostos com potencial ação sobre o agente etiológico 

da doença de Chagas. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos dos extratos de A. trinervis e G. kunthiana sobre a estrutura e a 

integridade de membrana de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Observar as alterações estruturais provocadas em epimastigotas de T.cruzi tratadas com 

a IC50 dos extratos ativos; 

Detectar o efeito dos extratos vegetais ativos sobre a integridade da membrana 

plasmática de formas epimastigotas de T.cruzi 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 PARASITA – T. cruzi 

 

Formas epimastigotas de T. cruzi Dm28c cedidas gentilmente pelo Instituto Carlos 

Chagas (ICC/Fiocruz-PR), foram cultivadas no Laboratório de Imunologia, Bioensaios e 

Biologia Molecular (LabImunoBio) do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde (CCBS), da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), mantidas a 28 °C em meio LIT (Liver 

Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). 

Para os experimentos foram utilizados parasitas de culturas em fase exponencial de 

crescimento. 

 

4.2 EXTRATOS VEGETAIS 

 

Os extratos vegetais utilizados neste estudo foram produzidos no laboratório de 

Pesquisa de Produtos Naturais Bioativos, coordenado pelos pesquisadores Dra. Fernanda 

Rodrigues Garcez e Dr. Walmir Silva Garcez (Instituto de Química/UFMS).  

Extratos etanólicos das sementes de Guarea kunthiana (Meliaceae), coletada em 

Bonito-MS, exsicata CGMS 112217 e dos frutos de Aiouea trinervis (Lauracea), coletada em 

Campo Grande-MS, exsicata CGMS8810, que apresentaram atividade tripanocida no ensaio 

do MTT (Brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2 il)-2,5-difeniltetrazolio), com IC50 de 45,0µg/mL 

e 10,27µg/mL, respectivamente (MAIER, 2016), foram utilizados para a realização dos 

ensaios de contagem, morfometria e citometria de fluxo, no LabImunoBio/CCBS/UFMS. 

 

4.3 CONTAGEM E AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA ÓPTICA  

 

Alíquotas de cultura em fase exponencial de crescimento, na concentração de 1x10
6 

parasitas/mL foram incubadas a 28 ºC durante 72h, na presença da IC50 dos extratos vegetais 

considerados ativos pelo ensaio do MTT (grupo tratado). Em paralelo, alíquotas da cultura 

original foram incubadas nas mesmas condições, na presença da IC50 do Benznidazol 

(controle positivo) ou na presença de 1% de DMSO (controle negativo). Todos os ensaios 

foram realizados em quintuplicata. 
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Após o período de incubação foram realizadas contagens, em câmara de Neubauer 

(KESSLER, 2013), das formas epimastigotas de T.cruzi de todas as culturas e foi calculada a 

média da quintuplicata de cada tratamento e dos controles. Duas alíquotas da quintuplicata 

foram escolhidas aleatoriamente e foram utilizadas para a confecção das lâminas. 

As culturas correspondentes a cada tratamento e controles foram ajustadas para a 

concentração de 1x10
7 

parasitas/mL e as células foram coletadas por centrifugação a 2.000xg 

por 5 minutos, lavadas uma vez em PBS (Phosphate Buffered Saline) e fixadas com 

paraformaldeido a 4% por 20 minutos.  Foram aplicados 10 µL de cada suspensão celular 

sobre uma lâmina de microscopia, fixados e corados pelo método de Giemsa 10% (GIEMSA, 

1904). As lâminas foram montadas em Permount
®
 (Fisher Scientific) e examinadas sob 

microscopia óptica de campo claro em magnitude de 1.000x (LEICA - DM5500 B).  

O percentual de formas celulares alteradas foi estimado contando-se 50 parasitas (os 

mesmos utilizados na análise morfométrica).  

 

4.4 AVALIAÇÃO DA MORFOMETRIA 

 

O estudo morfométrico foi realizado de acordo com Hoare (1972). A partir das 

lâminas utilizadas para análises das formas alteradas morfologicamente descrito no ensaio 

anterior, as amostras foram mensuradas a partir de 50 espécimes, das culturas tratadas e 

controles, sob microscopia óptica de campo claro em magnitude de 1000x (LEICA - DM5500 

B). As imagens capturadas (sistema Leica Application Suite versão 4.0 (Build:877) e 

digitalizadas foram utilizadas para análise morfométrica, com auxílio do software Motic 

Images Plus versão 2.0. Um micrômetro é compatível com 26,87 pixels Laboratório de 

captura de imagens do CCBS 

Os parasitas foram identificados numericamente e posteriormente foram realizadas as 

mensurações correspondentes à largura, comprimento, área e perímetro total das células, área 

e perímetro do cinetoplasto.  

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre os parâmetros morfométricos e 

morfológicos de formas epimastigotas de T. cruzi dos extratos ativos, utilizou-se o teste de 

frequência (teste F) e para detectar a diferença entre os tratamentos utilizou-se o teste de 

Duncan. Para as análises foi utilizado o software SPSS 17.0.  
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4.6 AVALIAÇÃO DA EXPOSIÇÃO DE FOSFATIDILSERINA E INTEGRIDADE DE 

MEMBRANA PLASMÁTICA  

 

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram incubados a 28 ºC durante 72h, na 

presença da IC50 dos extratos vegetais de A. trinervis e G. kunthiana. Em paralelo, foram 

incubados parasitas na presença da IC50 do Benznidazol (controle positivo) e na presença de 

1% de DMSO (controle negativo). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

Após o período de incubação os parasitas foram centrifugados a 1.700 xg durante 

10min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi resuspendido em uma concentração 

de 1x10
6
parasitas/mL, lavado com PBS e incubado a 28 ºC durante 15minutos com Anexina 

V marcada com PE (Phycoerythrin) e 7-AAD (7-Amino-Actinomycin). 

Após a incubação as células foram imediatamente quantificadas no equipamento 

FACS Canto II Becton-Dickinson (San Jose, CA, USA), usando os filtros de 585/42 nm e 670 

nm para leitura de PE e 7-AAD, respectivamente, com a aquisição de 10.000 eventos. Para a 

análise dos dados utilizou-se o software Diva (Versão 6.0 New Jersey, USA), considerando 

somente células dentro da área determinada utilizando os parâmetros de tamanho e 

granulosidade das células FSC (Forward Scatterl) x SSC (Side Scatter). 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 EFEITOS DOS EXTRATOS VEGETAIS ATIVOS SOBRE FORMAS EPIMASTIGOTAS 

 

Ao avaliar o número de parasitas obtidos de culturas tratadas com a IC50 dos extratos 

vegetais considerados ativos pelo ensaio do MTT pôde-se observar que houve uma redução 

significativa no número de parasitas em relação às culturas não tratadas (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Porcentagem de parasitas após tratamento com a IC50 dos extratos ativos,                                                                                

Campo Grande - 2015 

Controle negativo 

DMSO 1%  

G. kunthiana 

 

A. trinervis 

 

100%
 

46%
 

94%
 

Nota: DMSO Dimetilsulfóxido ou sulfóxido de dimetilo. 

 

5.2 MORFOMETRIA 

 

Na tabela 2 pode se observar que o tratamento com o extrato etanólico dos frutos de A. 

trinervis causou alterações no tamanho do flagelo (p<0,05) e na área do cinetoplasto 

(p=0,036), com diferença significativa entre as médias morfométricas dos parasitas tratados e 

dos parasitas do controle.  

O flagelo dos parasitas tratados apresentou-se aumentado em relação aos flagelos dos 

parasitas não tratados (6,964 µm) e dos tratados com Benznidazol (6,787 µm). Cabe ressaltar 

que não houve diferença significativa dessa variável entre os parasitas dos controles positivo e 

negativo. 

Com relação às variáveis área e perímetro total dos parasitas, largura e comprimento 

das células, o tratamento com o mesmo extrato não causou alterações significativas.  

Com relação à área do cinetoplasto, observou-se que houve diferença entre os 

parasitas do controle positivo e do controle negativo. O tratamento com o extrato causou uma 

diminuição da área do cinetoplasto, aproximando-se do efeito observado quando os parasitas 

foram tratados com Benznidazol (Tabela 2). 
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 Tabela 2 – Média (± dp) de diferentes medidas morfométricas de epimastigotas de T. cruzi tratadas com a 

IC50 dos extratos etanólicos de A. trinervis e G. kunthiana. 

 

 A. trinervis G. kunthiana 

Medidas 10 µg/mL C- BNZ 45 µg/mL C- BNZ 

Formas normais % 50,0 84,0 34,0 40,0 98,0 44,0 

Flagelo (µm) 9,32±0,35a 6,96±0,35b 6,78±0,35b 6,83±0,44d 9,14±0,44e 9,93±0,44e 

Área K (µm2) 0,23±0,01a 0,28±0,01b 0,27±0,01ab 0,27±0,01d 0,24±0,01d 0,21±0,01d 

Perímetro K  (µm) 3,37±0,15a 3,79±0,15a 3,65±0,15a 3,57±0,16d 3,41±0,16d 3,19±0,16d 

Área Total  (µm2) 1,66±0,04a 1,69±0,04a 1,75±0,04a 1,66±0,05d 1,71±0,05d 1,71±0,05d 

Perímetro Total  (µm) 13,77±0,30a 14,33±0,30a 14,22±0,30a 13,97±0,38d 15,62±0,38e 14,06±0,38d 

Largura (µm) 2,30±0,14a 2,39±0,14a 2,43±0,14a 2,42±0,07d 2,04±0,07e 2,39±0,07d 

Comprimento (µm) 5,71±0,19a 5,92±0,19a 5,50±0,19a 6,22±0,65d 7,59±0,65d 5,70±0,65d 

Nota: dp: desvio padrão, C-: controle negativo, BNZ: Benznidazol (controle positivo), Área K: área do cinetoplasto, Perímetro K: perímetro do 

cinetoplasto, letras diferentes entre as colunas indicam diferença estatística (
abc

, A. trinervis, 
def

, G. kunthiana).  
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A análise da morfologia dos parasitas revelou que houve redução da área do 

cinetoplasto e aumento do tamanho do flagelo dos parasitas submetidos ao tratamento com 

extrato etanólico de A. trinervis. Dados estes confirmados pela análise estatística. Quando 

comparados com o controle negativo observou-se que as células tratadas apresentaram-se 

mais arredondadas, porém considerando a média do comprimento celular, não houve 

diferença estatística (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c corados com Giemsa. A e 

B: Parasitas não tratados (Controle Negativo). C e D: Parasitas tratados com extrato 

etanólico de A. trinervis. Microscópio Óptico, 1000x. 

 

Com relação aos dados obtidos nas análises morfométricas dos parasitas tratados com a 

IC50 do extrato de sementes de G. kunthiana, pôde-se observar que este extrato causou 

relevantes alterações morfológicas nos parasitas, refletidas na diferença entre as médias de 

três variáveis, quando comparados com os parasitas não tratados (Tabela 2).   

Pode-se observar que o tratamento com 45 µg/mL do extrato etanólico de G. 

kunthiana causou um aumento na largura da célula (p<0,05) em comparação com os parasitas 

do controle negativo, com médias de 2,48 µm e 2,04 µm, respectivamente.  

O efeito do tratamento dos parasitas com extrato etanólico de G. kunthiana causou 

redução do tamanho do flagelo (p<0,05), o mesmo não foi constatado entre parasitas do 

A

DC

B
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controle negativo e do controle positivo. A média do tamanho do flagelo dos parasitas 

tratados diminuiu drasticamente quando comparado com a média dos controles, com 

diferença de 2,31 µm (Tabela 2). 

Como se pode observar na tabela 2 houve também diferença estatística do perímetro 

(p<0,05) dos parasitas tratados com o extrato de G. kunthiana em relação aos parasitas do 

controle negativo. Verificou-se que o efeito do tratamento com o extrato e com o Benznidazol 

foi similar, causando a redução do perímetro da célula.  

Na figura 8 pode-se observar que os parasitas tratados com o extrato etanólico de G. 

kunthiana apresentaram-se mais arredondados, consequentemente mais largos e com 

alterações no contorno, quando comparados com os parasitas não tratados. Portanto, o 

tratamento com o extrato de G. kunthiana causou maiores efeitos na morfologia e 

morfometria das formas epimastigotas de T.cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c corados com Giemsa. A e 

B: Parasitas não tratados (Controle Negativo), C e D: Parasitas tratados com extrato 

etanólico de G. kunthiana. Microscópio Óptico, 1000x. 
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5.3 AVALIAÇÃO DA EXPOSIÇÃO DE FOSFATIDILSERINA NA MEMBRANA 

PLASMÁTICA POR CITOMETRIA DE FLUXO: 

 

Como pode ser observado na figura 9, o extrato etanólico de A. trinervis (Figura 9B) 

não induziu a exposição de fosfatidilserina, enquanto que nas células tratadas com o extrato 

etanólico de G. kunthiana ocorreu a exposição deste fosfolipídeo em 7,1% das células (Figura 

9C), em comparação com os parasitas não tratados (Figura 9A), onde somente 1,2% das 

células foram marcadas. A exposição de fosfatidilserina associada à integridade de membrana 

plasmática sugere a ativação de mecanismos apoptóticos. No entanto, neste caso, a viabilidade 

celular também foi alterada, como pode ser observado no quadrante 2 da figura 9C, onde 

7,1% das células apresentaram dupla marcação.  

 

 

 
Figura 9: Exposição de fosfatidilserina por formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi  

 

 

 

 

Figura 9 - Exposição de fosfatidilserina por formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi 

Dm28c tratadas com IC50 de extratos etanólicos ativos analisados por citometria de fluxo. (A) 

Parasitas não tratados; (B) Parasitas tratados com extrato etanólico de A. trinervis; (C) 

Parasitas tratados com extrato etanólico de G. kunthiana. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Neste trabalho pesquisamos os efeitos dos extratos de A. trinervis (Lauraceae) e G. 

kunthiana (Meliaceae) sobre o crescimento e a morfometria de formas epimastigotas de T. 

cruzi. 

O estudo de compostos naturais tem recebido uma atenção considerável em pesquisas 

que buscam alternativas para a terapia de doenças parasitárias e tem viabilizado a 

identificação de muitos compostos com ação tripanocida (DUSCHAK et al., 2007).  

Os resultados obtidos neste trabalho demostraram que o extrato etanólico de A. 

trinervis é promissor para a busca de compostos com potencial atividade contra T. cruzi, pois 

causou alterações na morfologia e na viabilidade do parasita. 

Na literatura não há relatos de atividade biológica de A. trinervis com T. cruzi. 

Entretanto alguns estudos demonstraram a ação de extratos e de metabólitos secundários 

isolados de membros da família Lauraceae sobre diferentes formas de T. cruzi. Segundo Alves 

et al. (2007), o extrato etanólico dos frutos de Ocotea paranapiacabensis (Lauraceae) 

apresentou atividade tripanocida contra formas epimastigotas da cepa Bolívia de T. cruzi, com 

IC50 26,93 µg/mL.  

Alguns estudos relatam que neolignanas de Occotea cymdarum Kunth e Nectrandra 

glabrescens Benth causaram inibição do crescimento de formas epimastigotas e lise de formas 

tripomastigotas de T.cruzi cepa Dm28 (CABRAL, et al., 2010; IZUMI, et al., 2011). 

Os dados da análise de mofometria indicaram que o cinetoplasto dos parasitas tratados 

com extrato etanólico de A. trinervis diminuiu de tamanho. Sabendo-se que o cinetoplasto 

contém uma elevada concentração de DNA extranuclear, conhecido com k-DNA, e que 

durante a multiplicação dos parasitas essa estrutura precisa ser duplicada (SIQUEIRA-

BATISTA et al., 2007), possivelmente o extrato tenha influenciado nos mecanismos de 

replicação do material genético de T. cruzi.  

Fernandes e colaboradores (2013) concluíram em sua pesquisa que a permeabilidade 

da membrana e a morte celular de formas epimastigotas de T.cruzi estão associados à 

alteração na homeostase do Ca
2+

. Tais alterações, segundo os autores, se devem à 

susceptibilidade da mitocôndria do parasita.  

Segundo Souza (2012), a ação tripanocida de lignanas pode estar associada com a 

disfunção mitocondrial e danos oxidativos, desencadeando efeitos destrutivos sobre as 

moléculas biológicas de T. cruzi, acarretando sua morte.   
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Assim como observado em nossos resultados, outros estudos observaram alterações 

nas estruturas celulares. Cabral e colaboradorres (2010), utilizando microscopia eletrônica de 

transmissão para avaliar o efeito de neolignanas sobre T. cruzi, observaram que o k-DNA 

sofreu condensação com consequente desorganização do cinetoplasto, além da 

desorganização das cristas mitocondriais e do complexo de Golgi.  

O extrato de A. trinervis causou o aumento considerável do tamanho do flagelo de 

parasitas tratados, quando comparado com os parasitas do controle negativo. Não há relatos 

na literatura sobre possíveis causas para o aumento do flagelo.  No entanto, em Trypanosoma 

brucei a estrutura paraflagelar está envolvida em muitos processos celulares, como 

manutenção da polaridade, divisão celular, evasão do sistema imune do hospedeiro e tráfego 

de proteínas (SANTANA, 2014).  

Os mecanismos de regulação de íons Ca
2+

 em protozoários parasitas diferem, em 

vários aspectos, dos processos que ocorrem em outros organismos eucariotos, representando 

um provável alvo para novas terapias (MORENO; DOCAMPO, 2003). De Souza (2002) 

sugere em seu trabalho que íons Ca
2+

 são necessários para adesão e desenvolvimento do 

flagelo, ressaltando a importância de mais estudos relacionados a esse evento. Diante disso 

acredita-se que o extrato de A. trinervis possa ter causado alguma alteração relacionada com 

íons Ca
2+ 

e dessa forma, influenciado no desenvolvimento do flagelo. Porém mais estudos são 

necessários para que se comprove essa hipótese. 

Huang e colaboradores (2013) identificaram uma proteína de membrana com função 

de transportador de íons Ca
2+

 na mitocôndria de T. brucei. Sendo este o único canal utilizado 

pelo protozoário na captação desse íon pela mitocôndria, é essencial para o crescimento in 

vitro e in vivo, e tem papéis importantes na regulação da bioenergética celular nas principais 

fases de vida investigadas. 

Guterres e colaboradores (2014) verificaram uma baixa atividade citotóxica em extrato 

etanólico de A. trinervis (Lauraceae), bem como ausência de atividade genotóxica em seus 

óleos essenciais, ao passo que os butonolídeos isolados do referido extrato mostraram-se 

genotóxicos. Entidades químicas que foram isolados a partir de plantas e apresentam 

atividades biológicas, tais como citotóxica, indutor de apoptose, antiproliferativa e 

antitumoral, são promissores.  Os autores também sugerem que alcaloides isoquinolínicos 

(ocoteina e dicentrina) possuem elevadas atividades citotóxica e genotóxica, relacionadas com 

as suas estruturas químicas, que inibem a atividade das enzimas topoisomerase I e II. Sabe-se 

que a topoisomerase II é essencial para tripanosomatídeos, devido ao seu envolvimento na  

replicação do DNA mitocondrial (kDNA) (SHAPIRO & ENGLUND, 1995). A inibição da 
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replicação do kDNA, pela supressão da atividade da topoisomerase II mitocondrial leva a 

morte do parasita. Por se tratar de uma estrutura única em tripanosomatídeos, esta enzima 

representa um importante alvo para a quimioterapia de doenças causadas por estes 

protozoários (SHAPIRO, 1993; CAVALCANTI et al., 2004). 

Reforçando a importância de se explorar a espécie A. trinervis em busca de novos 

compostos com potencial ação sobre o agente etiológico da doença de Chagas e considerando 

o fato do parasita possuir organelas únicas, que foram alteradas pelo tratamento com esse 

extrato, sugerem-se novos estudos para melhor compreender a biologia do parasita e eleger 

possíveis alvos. 

Diversos trabalhos publicados relatam a atividade biológica de membros da família 

Meliaceae como importantes produtores de compostos com ação sobre organismos vivos. A 

atividade inseticida talvez seja a mais difundida no meio científico, como observado por 

alguns autores ao avaliarem os efeitos de extratos e de limonóides sobre distintas fases do 

ciclo de vida de importantes pragas. No entanto, há diversos relatos sobre atividades 

antigúngica e antiviral, além da baixa toxicidade atribuída a extratos obtidos de gêneros 

pertencentes a essa família (BORGONI, 2005; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005; 

PERDOMO, 2011; TAN; LUO, 2011).  

O óleo de andiroba e uma fração rica em limonóides, ambos derivados de Carapa 

guianensis (Meliaceae), mostraram atividade significativa contra dois clones de Plasmodium 

falciparum (MIRANDA JUNIOR et al., 2012). 

Segundo estudos de Miguita e colaboradores (2015), o fracionamento biomonitorado 

de extrato etanólico de G. kunthiana levou ao isolamento de um novo protolimonoide, o 3β-

O-tiglolmelianol que revelou-se extremamente ativo contra fêmeas (ingurgitadas) de 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, representando um forte candidato para o 

desenvolvimento de um agente de controle biológico. 

 Os resultados obtidos neste estudo revelam que o extrato etanólico de G. kunthiana 

foi eficiente em inibir a viabilidade de formas epimastigotas de T. cruzi. Observou-se que em 

relação aos controles, a redução do número de parasitas causada pelo tratamento com o 

extrato de A. trinervis foi maior quando comparada com a redução causada pelo tratamento 

com o extrato de G. kunthiana.  

Segundo Leite (2010), extratos de galhos e folhas de Cipadessa fruticosa (Meliaceae) 

apresentaram atividade tripanocida contra formas tripomastigotas de T. cruzi. 

Em outro estudo, Lima (2006) verificou que o extrato hexânico de G. kunthiana foi 

capaz de inibir Leishmania amazonensis.  
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Em nosso estudo, o extrato de G. kunthiana causou alterações em três variáveis 

morfométricas: tamanho do flagelo, largura e perímetro total do parasita. Os parasitas tratados 

apresentaram-se mais largos (arredondados) em comparação aos parasitas do controle 

negativo. 

Alem de inibir o crescimento das formas epimastigotas em cultivo, o extrato de G. 

kunthiana tambem causou alterações na membrana plasmática do parasita, pois as células 

apresentaram-se com contorno irregular, quando comparadas com o controle. Em análise de 

citometria de fluxo verificou-se que a permeabilidade da membrana foi alterada pela ação do 

extrato, corroborando com dados observados por outros autores ao avaliarem compostos de 

origem vegetal (MENNA-BARRETO, 2007). 

Provavelmente as alterações da membrana possam ter acarretado a redução do 

perimetro total dos parasitas tratados. Vale ressaltar que a membrana plasmática pode 

representar um alvo promissor para novas drogas (SIQUEIRA-BATISTA, et al., 2007). 

A indução da morte celular programada em T. cruzi é um mecanismo interessante para 

a ação de um fármaco antichagásico, uma vez que não desencadearia uma potente resposta 

inflamatória em seu hospedeiro, sugerindo possíveis alvos para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas para controlar a doença de Chagas (JIMENES, 2014). 

A morte celular programada em organismos unicelulares têm sido bastante estudada e 

acredita-se que possa representar um dos mecanismos adaptativos para o estabelecimento da 

infecção em mamíferos. Foi demonstrada a existência de mecanismos semelhantes à morte 

celular programada durante a fase estacionária de crescimento em cultura axênica de T. cruzi, 

provavelmente devido a privação de nutrientes (JIMENEZ et al., 2008). .  

A discussão sobre a denominação adequada desta nova forma de morte celular 

programada permanece, mas a identificação de mecanismos distintos entre parasitas e 

hospedeiros mamíferos representa uma grande oportunidade para explorar novos alvos 

terapêuticos contra tripanosomatídeos (JIMENEZ et al., 2008).  

 

Com base nos resultados não é possível afirmar que o extrato etanólico de G. 

kunthiana induza mecanismos apoptóticos nos parasitas, mas certamente houve alterações 

significativas na morfologia e viabilidade celulares. Ainda cabe ressaltar que durante os 

estágios tardios do processo apoptótico ocorre a permeabilização da membrana plasmática 

associada à exposição de fosfatidilserina. Ensaios suplementares são necessários para avaliar 

os mecanismos e os componentes do extrato vegetal envolvidos nesse processo.  
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Os dados gerados neste estudo podem estimular a investigação de alterações 

estruturais nas demais formas de vida do parasita, como também com outros membros da 

família Meliaceae e Lauraceae na busca de atividade anti-Trypanosoma. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Os extratos etanólicos de A. trinervis e G. kunthiana inibiram o crescimento in vitro de 

formas epimastigotas de T. cruzi. 

O extrato etanólico de A. trinervis causou a redução da área do cinetoplasto e aumento 

do tamanho do flagelo de formas de epimastigotas de T. cruzi. 

O extrato etanólico de G. kunthiana causou a redução no tamanho do flagelo e 

aumento na largura das células e perímetro total do parasita. 

O extrato etanólicos de G. kunthiana alterou a permeabilidade da membrana 

citoplasmática de formas epimastigota de T. cruzi. 
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