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RESUMO

Apdbs um século da descoberta da doenca de Chagas existem aproximadamente seis milhdes
de pessoas infectadas com Trypanosoma cruzi, vivendo principalmente em paises do
continente Americano. No Brasil, estima-se que sejam trés milhdes de pessoas infectadas. Os
farmacos utilizados para o tratamento da doenca de Chagas sdo parcialmente eficazes na fase
aguda e ineficazes na fase cronica da doenca, além de provocarem efeitos adversos e
toxicidade sisttmica. Sabe-se que produtos naturais sdo uma fonte atrativa de compostos de
estruturas variadas que apresentam atividades bioldgicas potentes e desejaveis perfis
farmacologicos e esse fato tem sido evidenciado por diversas pesquisas que avaliam a acéo
anti Trypanosoma de diversos produtos oriundos de plantas. Neste trabalho foi avaliado o
efeito de extratos etanolicos 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 alteracdes morfoldgicas como aumento do flagelo, diminuicdo do cinetoplasto,
perimetro total e largura do parasita os quais sdo alvos promissores para busca de novos
quimioterapicos. O tratamento dos parasitas com extrato de G. kunthiana induziu a
permeabilizacdo da membrana citoplasmatica, alterando a viabilidade celular das células. Os
resultados sugerem a presenca de compostos com atividade anti-Trypanosoma nos extratos
avaliados.

Palavras chave: Doenca 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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INTRODUCAO

A doenca de Chagas, também conhecida como a tripanossomiase americana, € uma
doenca causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) (CHAGAS, 1909). Ocorre
principalmente na América Latina, porém nas Ultimas décadas tem aumentado o nimero de
casos principalmente nos Estados Unidos da América, Canada e muitos paises europeus. Isto
se deve principalmente a movimentos populacionais imigratérios (WHO, 2016; COURA;
VINAS, 2010).

O ciclo de vida de T. cruzi ocorre entre hospedeiros vertebrados mamiferos, por
exemplo, o0 homem e insetos hemipteros da familia Reduviidae, sub-familia Triatominae,
principalmente Rhodnius prolixus e Triatoma infestans (conhecidos popularmente como
barbeiros), os quais podem atuar como vetores. O parasita € transmitido aos seres humanos
por contato com as fezes e a urina desses insetos (BRIONES et al., 1999; COURA, 2007).

Embora o ciclo da doenca de Chagas tenha sido descrito entre 1909 e 1935, ndo ha
ainda uma estratégia quimioterapica efetiva para o seu tratamento, que vem sendo realizado
de forma muito mais sintomatica do que etioldgica (SOUZA; NAKAMURA; COREA, 2012).

Embora passados mais de cem anos da descoberta da doenca de Chagas, verifica-se
que os farmacos frequentemente utilizados para o tratamento sdo os mesmos ha mais de
quarenta anos. Os compostos nitroheterociclicos, Nifurtimox (Lampit® Bayer, 4[(5-
nitrofurfurilideno)amino]3-metiltiomorfolina-1,1-didxido) e Benzonidazol (Rochagan®
Roche, N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida) possuem varios efeitos colaterais como:
anorexia, nauseas, vomitos, alergia cutanea e neuropatia periférica (SOUZA; NAKAMURA,;
COREA, 2012; BOAINAIN; RASSI, 1972).

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas néo €
prioridade para a industria farmacéutica devido ao alto custo e a falta de um mercado
potencial e seguro nos paises em desenvolvimento, pois a doenga afeta principalmente setores
menos favorecidos da sociedade, desassistidos pelo poder publico e negligenciados. Por
razdes econdmicas, somente os esforcos e persuasao de pesquisadores no estabelecimento de
parcerias poderia mudar o cenério atual. Do total de 1.393 farmacos introduzidos no mercado
farmacéutico entre 1975 e 1999, menos de 1,1% foram dirigidos para as doencas tropicais, por
isso, hd necessidade de pesquisas envolvendo o desenvolvimento de novos farmacos no
combate & doenca de Chagas (COURA; CASTRO 2002; SOUZA; NAKAMURA; COREA,
2012).
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Aliado a isso, um dos grandes problemas também enfrentados na busca de um farmaco
eficiente para o tratamento da doenca de Chagas é o fato do parasita possuir um complexo
ciclo bioldogico (BOAINAIN; RASSI, 1979; SOUZA; NAKAMURA; COREA, 2012).

Os produtos naturais representam uma fonte atrativa de compostos de estruturas
variadas, com atividades bioldgicas potentes e desejaveis perfis farmacoldgicos. Esse fato tem
sido evidenciado por diversas pesquisas que avaliam a acgdo anti Trypanosoma de diversos
produtos oriundos de plantas (CACERES et al., 1998; DUSCHAK; COUTO,2007).

Varios estudos tém demostrado que plantas da familia Meliaceae possuem atividade
contra T.cruzi. Extratos e compostos isolados (flavonoides e limonoides) de Cipadessa
fruticosa apresentaram atividade sobre formas tripomastigotas de T.cruzi (LEITE et al.,
2010).

Nos membros da familia Lauraceae sdo encontradas varias lignanas, compostos que
apresentam atividade anti Trypanosoma e que também sdo conhecidas por apresentarem
atividades antitumoral, antiviral, antibacteriana e anticarcinogénica (OLIVEIRA, et al., 2005),
evidenciando a importancia de membros desta familia como fontes para novos
quimioterapicos.

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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REVISAO BIBLIOGRAFICA

DOENCAS NEGLIGENCIADAS

Doencas negligenciadas sdo aquelas enfermidades que ndo sO prevalecem em
condicdes de pobreza, mas também contribuem para a manutencdo do quadro de
desigualdades, ja que representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises (BRASIL,
2010).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), existem mais de um bilhdo
de pessoas portando uma ou mais doencas negligenciadas, representando um sexto da
populacdo mundial (BRASIL, 2010).

Com o objetivo de controlar ou erradicar dez doengas tropicais negligenciadas, dentre
elas a doenca de Chagas, representantes de diversos paises, inclusive do Brasil, elaboraram
uma proposta coletiva para proposi¢cdo de metas adicionais, identificacdo de ferramentas,
infraestrutura e recursos necessarios para atingir o objetivo global de controle efetivo dessas
enfermidades. A Declaracdo de Londres sobre Doencgas Tropicais Negligenciadas, lan¢ada 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 as doencas
negligenciadas, o conhecimento produzido ndo se reverte em avanc¢os terapéuticos, como
novos farmacos, métodos de diagndstico e vacinas (GARCIA et al., 2011; OMS, 2010).

A doenca de Chagas, também conhecida como a tripanossomiase americana, é uma
doenca potencialmente fatal causada pelo protozoario T. cruzi. Encontrada principalmente em
areas endémicas de 21 paises latino-americanos, sendo principalmente transmitida aos seres
humanos por contato com dejetos de triatomineos (GARCIA, et al., 2011; OMS, 2010; OMS,
2016; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).

Estima-se que cerca de seis milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo,
principalmente na Ameérica Latina, onde a doenca de Chagas é endémica. Porém nas Ultimas
décadas tem aumentado o nimero de casos principalmente nos Estados Unidos da América,
Canada e muitos paises europeus (Figura 1) (WHO, 2016; COURA,; VINAS, 2010).
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Figura 1-Distribuicéo de casos da infec¢do por Trypanosoma cruzi, com base em

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

HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS

Apbs a chegada a Lassance-MG em 1907, Carlos Chagas iniciou seu trabalho como
médico, identificando enfermos que apresentavam um quadro clinico caracterizado por
arritmias e sinais de insuficiéncia cardiaca. Além disso, chamou sua atencdo a frequente e
inexplicavel ocorréncia de morte subita naquela regido. Meses depois, em viagem a Pirapora,
soube, pelo engenheiro responsavel pelas obras da estrada de ferro, que havia na localidade
varios insetos hematdfagos (denominados popularmente de “barbeiros”, “chupdo” ou
“chupanga”) (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 contetdo intestinal do
inseto, identificou uma nova espécie de protozoario flagelado. Para verificar se aquele micro-
organismo era o causador do quadro nosologico encontrado em Lassance, Chagas enviou
alguns insetos para que Oswaldo Cruz infectasse primatas da espécie Callitrix penicillata
(saguis). Posteriormente, durante analises de amostras sanguineas dos animais, Carlos Chagas

constatou a presenca do protozodario. Ao retornar a Lassance, constatou também a infeccdo em
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cées, gatos, tatus e gambas, os dois Gltimos caracterizados como reservatorios do agente
(CORREA; SIQUEIRA-BATISTA, R; SIQUEIRA-BATISTA, R, 2007).

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoario flagelado pertencente ao reino
Protozoa, filum Euglenozoa e ordem Kinetoplastea. Esta ordem abrange protozoarios
flagelados que possuem uma estrutura singular, o cinetoplasto, onde se localiza 0 DNA
mitocondrial (MOREIRA et al., 2004; SHAPIRO; ENGLUND, 1995).

A familia Trypanosomatidae inclui varios géneros importantes: Blastocrithidia,
Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas, Phytomonas e
Trypanosoma. O género Trypanosoma € um dos mais importantes dentro da familia
Trypanosomatidae por incluir uma serie de espécies causadoras de doencas como
Trypanosoma cruzi, agente da doenca de Chagas em humanos nas Ameéricas, Trypanosoma
rhodesiense e Trypanosoma gambiense, agentes da doenca do sono em humanos na Africa
Oriental e Ocidental, respectivamente, Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum e

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

Estrutura de T.cruzi

Além das organelas tipicas da maioria das células eucarioticas, como nucleo, reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi e mitocdndria, os tripanosomatideos apresentam algumas
estruturas peculiares, como os microtdbulos subpeliculares, a estrutura paraflagelar, o
cinetoplasto, os glicossomos e o0s acidocalcissomos (DE SOUZA; SANT ANNA; CUNHA-E-
SILVA, 2009).

A superficie celular dos tripanosomatideos € composta pela membrana plasmatica, que
apresenta um grande nimero de macromoléculas. Imediatamente abaixo dela estd presente
uma camada de microtabulos subpeliculares, os quais conferem estabilidade e resisténcia a
célula. Estes se encontram distribuidos por todo o corpo celular, exceto na regido de ligacdo
do flagelo e na regido da bolsa flagelar (DE SOUZA, 1984, 2000, 2002).

Todos os membros da familia Trypanosomatidae apresentam um flagelo, que emerge
de uma érea de invaginagcdo da membrana plasmatica conhecida como bolsa flagelar. Devido
a localizacdo especifica de varios receptores acredita-se que a maior parte do trafego vesicular

e entrada de nutrientes ocorram nessa regido. Outra invaginacdo menor, localizada préxima a
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bolsa flagelar em amastigotas e epimastigotas, o citdstoma, também esta envolvido com a
absorcdo de nutrientes (DE SOUZA; SANT ANNA; CUNHA-E-SILVA, 2009; PORTO-
CARREIRO et al., 2007). O flagelo de T. cruzi apresenta uma estrutura basica 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, &cidas
denominadas reservossomos. OsS reservosomos possuem em Seu interior proteinases,
principalmente a cruzipaina, além de proteinas ingeridas, oriundas de bolsa flagelar e
citdstoma. Acredita-se que 0s reservosomos sejam compartimentos pré-lisossomais e que
durante a metaciclogénese participem como fonte de energia necessaria para esse processo
(SOARES; SOUTO-PADRON; DE SOUZA, 1992; SOARES; 1999).

T. cruzi, assim como todos os membros da familia Trypanosomatidae, apresenta uma
mitocdndria Unica e ramificada que se estende por toda a extensdo da célula. O material
genético mitocondrial, também denominado de kDNA ou DNA do cinetoplasto, encontra-se
concentrado em uma determinada regido da mitocéndria localizada logo abaixo do corpusculo
basal, dando origem a uma estrutura denominada de cinetoplasto (DE SOUZA, 2002;
SHAPIRO; ENGLUND, 1995).

Distribuidos no citoplasma estdo os glicossomos, um tipo especializado de
peroxissomo, delimitados por membrana, onde se acumulam algumas enzimas da via
glicolitica e da beta-oxidacdo de acidos graxos (HANNAERT et al., 2003; MICHELS et. al.,
2006; MICHELS; HANNAERT; BRINGAUD, 2000; MICHELS; OPPERDOES, 1991) e 0s
acidocalcissomos, provavelmente envolvidos em diversos processos biolégicos, tais como o
armazenamento de calcio e polifosfatos, manutencdo do pH intracelular e osmorregulacéo
(DO CAMPO et al., 2005; DO CAMPO; MORENO, 1999).

Em cada célula esta presente um unico aparelho de Golgi, localizado entre o nucleo e
o cinetoplasto (DE SOUZA, 2002).

O nucleo de T. cruzi apresenta uma organizacao estrutural similar a de outras células
eucaridticas. Possui um tamanho relativamente pequeno, medindo aproximadamente 2,5 pm,
e sua forma difere entre as diferentes formas do parasita. Em epimastigotas e amastigotas, €
ligeiramente esférico, enquanto que em tripomastigotas é alongado e se localiza na regido
central da célula. A posicdo do flagelo em relagdo ao nucleo e ao cinetoplasto também é
caracteristica 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 mamiferos, por
exemplo, o homem e insetos hemipteros da familia Reduviidae, subfamilia 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).

T. cruzi apresenta principalmente trés formas diferentes durante o ciclo de vida: forma
epimastigota que é a forma replicativa encontrada no tubo digestivo do vetor e também nas
glandulas anais de gambés; a forma amastigota que é a forma replicativa intracelular,
encontrada nos tecidos do hospedeiro vertebrado, ndo possui flagelo exteriorizado, nem
membrana ondulante e a forma tripomastigota que ndo possui capacidade replicativa,
corresponde a 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

Epimastigote

Amastigota: Forma intracelular de T. cruzi encontrada nos tecidos do hospedeiro
vertebrado, ndo possui flagelo exteriorizado nem membrana ondulante. Seu Unico movimento
é de rotacdo, medindo cerca de 4,0um de didametro. Multiplica-se por divisdo binaria
longitudinal a cada 12 horas, transformando-se em tripomastigota sanguineo,
aproximadamente 11 a 13 horas antes da ruptura da célula hospedeira.

Epimastigota: E a forma evolutiva que se localiza no tubo digestivo do triatomineo,
sendo também encontrada nas glandulas anais de alguns mamiferos como gambés. Apresenta
flagelo livre, cinetoplasto anterior ao nucleo e membrana ondulante pouco desenvolvida,
medindo entre 20 e 40 um, incluindo o flagelo livre. O nucléolo € esférico e ocupa, na maioria
das vezes, uma posicdo central no ndcleo. E bastante mével e apresenta intensa atividade
replicativa também por divisdo binéria longitudinal, havendo, em diversas ocasibes, a
formacdo de rosetas. Estas formas sdo incapazes de penetrar nas células do hospedeiro
vertebrado.

Tripomastigota: N&o possuem capacidade replicativa, e correspondem a forma
infectante, extracelular, localizada em ambos os hospedeiros. No vetor encontra-se a forma
tripomastigota metaciclica e no vertebrado tripomastigota sanguicola.

O triatomineo realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado (homem)
defecando proximo a regido da picada, o prurido despertado pela picada do inseto faz com
que o individuo coce a regido, carreando 0 agente juntamente com os dejetos do inseto para o
local da picada, possibilitando através da solugdo de continuidade formada, o acesso do

mesmo aos tecidos do hospedeiro. As formas tripomastigotas metaciclicas, presentes na
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circulagdo, poderdo penetrar nas células do sistema mononuclear fagocitario e diferenciar-se
em formas amastigotas, que apds multiplicacdo diferenciam-se em formas tripomastigotas
sanguicolas. Nesta etapa os parasitas provocam a ruptura da célula infectada e séo liberados
na corrente sanguinea. Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, o vetor
ingere as formas circulantes do parasita, que ao alcancarem o trato digestério do inseto sofrem
nova diferenciacdo, agora em formas epimastigotas. Epimastigotas se replicam por divisdo
binaria no intestino médio do vetor e ao atingirem a porcao final do seu intestino diferenciam-
se em formas tripomastigotas metaciclicas, podendo ser eliminadas na excreta do vetor
durante ou apds novo repasto sanguineo (Figura 4) (CHAGAS, 1909; DE SOUZA, 2002;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007).

Fases no inseto vetor

Fasesinomamifero’hospedeiro

Figura 4 - Ciclo bioldgico 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

2.4

24.1

19

DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ocorre principalmente na América Latina. No entanto, nas
ultimas décadas, novos casos de infeccdo tém sido detectados nos Estados Unidos da
América, Canada, muitos paises europeus e alguns paises do Pacifico Ocidental. Isto se deve
principalmente a mobilidade das populacdes entre tais regides do mundo (WHO, 2016).

Apesar de menos comum, a transmissdo por via oral € responsavel por um ndmero
significante de casos agudos da doenca, principalmente na regido norte do Brasil (COURA et
al., 2002) através da contaminacgdo por alimentos contendo o inseto-vetor ou seus detritos. De
menor impacto, ha a contaminacdo através de transplantes de Orgdos e acidentes de
laboratério (SCHMUNIS, 2000).

Fases da doenca

Podem ser reconhecidas, duas principais fases da doenca, a aguda e a crbnica
(COURA,; CASTRO, 2002).

A fase aguda tem a duracdo de cerca de dois meses apos a infec¢do. Durante a fase
aguda, um grande numero de parasitas circula no sangue, mas na maioria dos casos, 0S
sintomas estao ausentes ou leves. Um dos primeiros sinais visiveis pode ser uma lesao de pele
ou um inchaco arroxeado das palpebras (Chagoma ou sinal de Romafa). As pessoas
infectadas podem ainda apresentar febre, dor de cabeca, aumento dos ganglios linfaticos,
palidez, dor muscular, dificuldade em respirar, inchaco e dor abdominal ou no peito. Apés a
fase aguda, ha um longo periodo em que os individuos infectados apresentam-se reagentes em
testes soroldgicos e/ou parasitolégicos indiretos, mas ndo apresentam sintomatologia e por
isso sdo considerados como estando na forma indeterminada (cronica indeterminada) da
doenca (COURA; CASTRO, 2002; PRATA, 2001; WHO, 2016).

A fase cronica inicia com a diminuicdo da parasitemia, os parasitas podem ser
encontrados principalmente no tecido cardiaco e na musculatura lisa do trato digestério. Até
30% dos pacientes sofrem de disturbios cardiacos e até 10% sofrem de distarbios digestivos
(megaesofago ou megacolon) ou alteragdes neurologicas mistas. A evolugédo desta fase é lenta
e pode durar toda a vida do paciente, manifestando-se pela presenca da infecgdo associada a
auséncia de sintomatologia e a resultados normais ao exame clinico, eletrocardiogréafico e
radiologico (ANDRADE et al., 1992; COURA; CASTRO, 2002; DIAS, 2000; WHO, 2016).
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2.4.2 Tratamento

Embora todo o ciclo da doenca de Chagas tenha sido descrito entre 1909 e 1935, nao
ha ainda uma estratégia quimioterapica efetiva para o seu tratamento principalmente na fase
cronica, que vem sendo realizado de forma muito mais sintomatica do que etioldgica
(SOUZA, 2012).

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas nao é
prioridade das industrias farmacéuticas, devido ao alto custo dos investimentos e a falta de um
mercado potencial e seguro nos paises em desenvolvimento, pois a doenca afeta
principalmente setores menos favorecidos da sociedade, desassistidos pelo poder publico e
negligenciados. Dos 1.393 farmacos introduzidos no mercado farmacéutico entre 1975 e
1999, menos de 1% foram dirigidos para as doencas tropicais. Por isso, hd a necessidade de
pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos no combate a doenca de Chagas
(CASTRO 2002; COURA,; revisto por SOUZA, 2012).

Um dos grandes problemas enfrentados na busca de um farmaco eficiente para o
tratamento da doenca de Chagas é o fato do parasita possuir um complexo ciclo bioldgico,
outro problema estd relacionado com a diversidade genética do parasita, refletida na
heterogenidade das diferentes cepas ou isolados, 0 que pode ser observado nas distintas taxas
de multiplicacdo, tropismo tecidual e suscetibilidade ao tratamento quimioterapico
(BOAINAIN; RASSI, 1979; SOUZA; NAKAMURA; COREA, 2012; ZINGALES et al.,
2011).

Dois farmacos foram utilizados por mais de 40 anos no tratamento da doenca de
Chagas, sdo o0s compostos nitroheterociclicos, Nifurtimox (Lampit® Bayer, 4[(5-
nitrofurfurilideno)amino]3-metiltiomorfolina-1,1-diéxido) e Benznidazol (Rochagan® Roche,
N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamida), no entanto ambos causam varios efeitos colaterais
como anorexia, nauseas, vomitos, alergia cutdnea e neuropatia periférica (BOAINAIN;
RASSI, 1972; SOUZA; NAKAMURA; COREA, 2012), além de apresentarem maior efic4cia
na fase aguda da doenca. Atualmente, o Nifurtimox ndo é mais comercializado no Brasil,
Argentina e Chile (WHO, 2012).
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PRODUTOS NATURAIS

As plantas, desde os primddios dos tempos, sdo fundamentais tanto na alimentacéo
quanto na cura de enfermidades. A utilizacdo delas é uma pratica generalizada baseada na
crenca popular e nas vérias formagfes culturais que as usam como recursos terapéuticos.
Apesar do emprego empirico, as plantas medicinais continuam a ser usadas pela populacao e
jamais foram completamente substituidas pelos farmacos sintéticos. A natureza produz uma
grande variedade de produtos quimicos e o nimero total de produtos naturais produzidos por
plantas esta estimado em torno de 500.000 (NIERO, et al., 2003).

Sabe-se que os produtos naturais sdao uma fonte atrativa de compostos de estruturas
variadas que apresentam atividades bioldgicas potentes e desejaveis perfis farmacoldgicos, e
esse fato tem sido evidenciado por diversas pesquisas que avaliam a acdo 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
eficacia e muitos efeitos colaterais (SOUZA; NAKAMURA; COREA, 2012).

Atualmente, ndo sé no Brasil, mas também em diversos paises, um grande nimero de
vegetais vem sendo utilizados como fonte alternativa de medicamentos. Segundo anélise feita
pela Annual Reports of Medicinal Chemistry, cerca de 60% dos farmacos lancados no
mercado norte-americano entre 1985 e 1995 sdo de origem natural. Dos 250 medicamentos
considerados como basicos e essenciais pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 11% sdo
exclusivamente obtidos de plantas medicinais e um ndmero significativo de farmacos
sintéticos sdo obtidos a partir de fontes naturais. Considerando que o Brasil possui a flora
mais rica do mundo em matéria prima para a producdo de fitofArmacos e que apenas cerca de
8% foram estudadas, € de suma importancia que se busgue nestas plantas uma fonte
alternativa de medicamentos, visando no futuro a obtencdo de novos farmacos mais eficazes e
especificos (NIERO, et al., 2003).

Metabélitos secundarios

Ao se estudar uma planta com relacdo as suas caracteristias fitoquimicas, deve-se
considerar a existéncia de dois grupos distintos de metabdlitos, que sdo importantes para o seu
desenvolvimento: os metabolitos primarios e os metabdlitos secundarios. Metabdlitos

primarios sdo encontrados em todos 0s sistemas vivos, S&0 essenciais ao crescimento e a vida,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duschak%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18221162
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como 0s aminoécidos, monossacarideos, acidos carboxilicos, lipideos, &cidos nucléicos. Os
metabdlitos secundarios sdo produtos de metabolismo especifico, relacionados aos processos
adaptativos e sdo biossintetizados a partir de metabdlitos primarios. Apresentam distribuicédo
restrita a certas plantas, as vezes caracteristicos de um dado género ou espécie, como por
exemplo, os alcaloides, esterdides, terpendides, flavondides, dentre outros. (NIERO, et al.,
2003).

Durante muito tempo, os metabolitos secundarios foram considerados como produtos
de excrecao do vegetal. Hoje se sabe que muitos deles tém papéis vitais como mediadores em
interacOes ecoldgicas, como por exemplo, a defesa contra herbivoros e micro-organismos, a
protecdo contra os raios UV, a atracdo de polinizadores ou animais, dispersores de sementes e
em interacOes alelopéaticas. Os metabdlitos secundarios podem ser classificados de diferentes
maneiras, segundo suas caracteristicas quimicas, origem da planta ou origem biossintética
(NIERO, etal., 2003).

Guarea kunthiana

Guarea kunthiana A. Juss é uma planta nativa do Brasil pertencente a familia
Meliaceae, e encontra-se naturalmente distribuida em todo o territério nacional e em quase
todas as formacdes florestais. E uma arvore que varia de 4 a 25 metros de altura, conhecida
popularmente como figo-do-mato, jatuauba, peloteira, jité e canjambo (Figura 5) (LORENZI,
2002).

No Brasil, a familia Meliaceae estd representada por oito géneros e 84 espécies.
Muitas espécies tém importancia econdmica devido ao seu potencial madeireiro e a extracdo
de 6leos essenciais, ja outras espécies tém sido usadas ha muito tempo, principalmente na
india, como planta medicinal (SAKURAGUI, et al., 2013).

Ha relatos de atividade inseticida associada a terpendides isolados de inimeras
espécies da familia Meliaceae (SIMMONDS et al. 1992; TAN; LUO, 2011). A azadiractina é
0 composto mais eficiente extraido 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 véarias 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 limonoides 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 etanolico de G. kunthiana levou ao isolamento de um novo protolimonoide, o 3--
O-tiglolmelianol, que se revelou extremamente ativo contra fémeas (ingurgitadas) de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Extrato hexanico 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).

Aiouea trinervis

Aiouea trinervis ocorre na Regido Centro-Oeste do Brasil, sendo frequente no cerrado
do Mato Grosso do Sul. No municipio de Corumba, a espécie é encontrada no Campo
Rupestre na Morraria do Urucum, possuindo porte arbustivo, ja na floresta estacional
semidecidual da Morraria Santa Cruz apresenta porte arbéreo (Figura 6) (ALVES; ISHII,
2007).

Aiouea trinervis Meisn. popularmente conhecida como brinco-de-princesa, louro-de-
goias, uridol, urinosa e vergateza. A espécie apresenta caracteristicas adaptativas a seca, com
folhas relativamente espessas de margens rigidas. Floresce de junho a outubro e sua
frutificacdo inicia-se em junho e conclui-se em outubro. As folhas séo usadas em forma de
ch&, como afrodisiaco (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 familia Lauraceae tém distribuicdo pantropical, sendo bem representadas nas
Américas, Asia Tropical, Australia e Madagascar (QUINET et al., 2013). Com cerca de 50
géneros e provavelmente entre de 2.500 e 3.500 espécies (ROHWER, 1993).

No Brasil, ocorrem 24 géneros e 439 espécies que habitam os biomas Caatinga,
Cerrado e Pantanal, e concentram sua maior diversidade nas Florestas Pluviais da Amaz6nia e
da Mata Atlantica. A familia é representada por arvores ou arbustos (exceto Cassytha L., que
sdo trepadeiras) geralmente providos de 6leo essenciais e aroma caracteristicos.

Nos estados de Goias e Tocantins, a familia esta representada pelos géneros Aiouea,
Aniba, Cassytha, Cinnamomum, Cryptocarya, Endlicheria, Mezilaurus, Nectandra, Ocotea e
Persea, em areas de matas, cerrados, campo rupestres, e areas perturbadas (MORAES, 2005).

O género Ocotea Aubl., apontado como um dos mais representativos tanto em nimero
de individuos quanto em riqueza de tdxons nas florestas pluviais, esta entre os mais diversos
da flora brasileira. Destacam-se ainda os géneros Nectandra Rol. Ex Rotth., Aniba Aubl. e
Mezilaurus Taub. que, conjuntamente com o género Ocotea, englobam espécies de grande
interesse econdmico pela qualidade madeireira e pelos 6leos essenciais amplamente utilizados
na industria da perfumaria e de cosméticos. Essas espécies sdo conhecidas popularmente

como canelas, loureiros ou imbuias (QUINET et al., 2013).
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Mediante ao exposto, ressalta-se a importancia 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 acdo sobre o agente etiologico

da doenca de Chagas.
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OBJETIVOS

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

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar as alteracdes estruturais provocadas em epimastigotas de T.cruzi tratadas com
a ICsp dos extratos ativos;

Detectar o0 efeito dos extratos vegetais ativos sobre a integridade da membrana
plasmaética de formas epimastigotas de T.cruzi



4.1

4.2

4.3

27

MATERIAL E METODOS

PARASITA —T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi Dm28c cedidas gentilmente pelo Instituto Carlos
Chagas (ICC/Fiocruz-PR), foram cultivadas no Laboratério de Imunologia, Bioensaios e
Biologia Molecular (LablmunoBio) do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (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.
EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos vegetais utilizados neste estudo foram produzidos no laboratério de
Pesquisa de Produtos Naturais Bioativos, coordenado pelos pesquisadores Dra. Fernanda
Rodrigues Garcez e Dr. Walmir Silva Garcez (Instituto de Quimica/UFMS).

Extratos etandlicos 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 ICs, de 45,0pg/mL
e 10,27pg/mL, respectivamente (MAIER, 2016), foram utilizados para a realizagdo dos

ensaios de contagem, morfometria e citometria de fluxo, no LablmunoBio/CCBS/UFMS.
CONTAGEM E AVALIA(;AO DA MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA OPTICA

Aliquotas de cultura em fase exponencial de crescimento, na concentracéo de 1x10°
parasitas/mL foram incubadas a 28 °C durante 72h, na presenca da 1Cs, dos extratos vegetais
considerados ativos pelo ensaio do MTT (grupo tratado). Em paralelo, aliquotas da cultura
original foram incubadas nas mesmas condices, na presenca da ICsp do Benznidazol
(controle positivo) ou na presenca de 1% de DMSO (controle negativo). Todos os ensaios

foram realizados em quintuplicata.
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Apo6s o periodo de incubagdo foram realizadas contagens, em cdmara 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 aliquotas da quintuplicata
foram escolhidas aleatoriamente e foram utilizadas para a confeccao das laminas.

As culturas correspondentes a cada tratamento e controles foram ajustadas para a
concentracdo de 1x107 parasitas/mL e as células foram coletadas por centrifugacio 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 puL de cada suspensdo celular
sobre uma lamina de microscopia, fixados e corados pelo método de Giemsa 10% (GIEMSA,
1904). As laminas foram montadas em Permount® (Fisher Scientific) e examinadas sob
microscopia Optica de campo claro em magnitude de 1.000x (LEICA - DM5500 B).

O percentual de formas celulares alteradas foi estimado contando-se 50 parasitas (0s

mesmos utilizados na analise morfométrica).

AVALIACAO DA MORFOMETRIA

O estudo morfométrico foi realizado de acordo com Hoare (1972). A partir das
ldminas utilizadas para analises das formas alteradas morfologicamente descrito no ensaio
anterior, as amostras foram mensuradas a partir de 50 espécimes, das culturas tratadas e
controles, sob microscopia dptica de campo claro em magnitude de 1000x (LEICA - DM5500
B). As imagens capturadas (sistema Leica Application Suite versdo 4.0 (Build:877) e
digitalizadas foram utilizadas para analise morfométrica, com auxilio do software Motic
Images Plus versdo 2.0. Um micrébmetro é compativel com 26,87 pixels Laboratério de
captura de imagens do CCBS

Os parasitas foram identificados numericamente e posteriormente foram realizadas as
mensuracOes correspondentes a largura, comprimento, area e perimetro total das células, area

e perimetro do cinetoplasto.

ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre os parametros morfométricos e
morfoldgicos de formas epimastigotas de T. cruzi dos extratos ativos, utilizou-se o teste de
frequéncia (teste F) e para detectar a diferenca entre os tratamentos utilizou-se o teste de

Duncan. Para as analises foi utilizado o software SPSS 17.0.
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46 AVALIACAO DA EXPOSICAO DE FOSFATIDILSERINA E INTEGRIDADE DE
MEMBRANA PLASMATICA

Parasitas em fase exponencial de crescimento foram incubados a 28 °C durante 72h, na
presenca da ICsy dos extratos vegetais de A. trinervis e G. kunthiana. Em paralelo, foram
incubados parasitas na presenca da ICsp do Benznidazol (controle positivo) e na presenca de
1% de DMSO (controle negativo). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Ap0ls o periodo de incubagdo os parasitas foram centrifugados a 1.700 xg durante
10min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi resuspendido em uma concentracéo
de 1x10°parasitas/mL, lavado com PBS e incubado a 28 °C durante 15minutos com Anexina
V marcada com PE (Phycoerythrin) e 7-AAD (7-Amino-Actinomycin).

Apds a incubacdo as células foram imediatamente quantificadas no equipamento
FACS Canto Il 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 aquisi¢do de 10.000 eventos. Para a
analise dos dados utilizou-se o software Diva (Versdo 6.0 New Jersey, USA), considerando
somente ceélulas dentro da &rea determinada utilizando os pardmetros de tamanho e
granulosidade das células FSC (Forward Scatterl) x SSC (Side Scatter).
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RESULTADOS

EFEITOS DOS EXTRATOS VEGETAIS ATIVOS SOBRE FORMAS EPIMASTIGOTAS

Ao avaliar o numero de parasitas obtidos de culturas tratadas com a ICsq dos extratos
vegetais considerados ativos pelo ensaio do MTT pdde-se observar que houve uma reducéo

significativa no nimero de parasitas em relacéo as culturas ndo tratadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de parasitas apds tratamento com a ICsy dos extratos ativos,
Campo Grande - 2015

Controle negativo G. kunthiana A. trinervis
DMSO 1%
100% 46% 94%

Nota: DMSO Dimetilsulféxido ou sulfoxido de dimetilo.

MORFOMETRIA

Na tabela 2 pode se observar que o tratamento com o extrato etandlico dos frutos de A.
trinervis causou alteracbes no tamanho do flagelo (p<0,05) e na &rea do cinetoplasto
(p=0,036), com diferenca significativa entre as médias morfométricas dos parasitas tratados e
dos parasitas do controle.

O flagelo dos parasitas tratados apresentou-se aumentado em relacdo aos flagelos dos
parasitas ndo tratados (6,964 um) e dos tratados com Benznidazol (6,787 um). Cabe ressaltar
gue ndo houve diferenca significativa dessa variavel entre os parasitas dos controles positivo e
negativo.

Com relagdo as varidveis area e perimetro total dos parasitas, largura e comprimento
das células, o tratamento com 0 mesmo extrato ndo causou alteragdes significativas.

Com relacdo a area do cinetoplasto, observou-se que houve diferenca entre 0s
parasitas do controle positivo e do controle negativo. O tratamento com o extrato causou uma
diminuicdo da area do cinetoplasto, aproximando-se do efeito observado quando os parasitas
foram tratados com Benznidazol (Tabela 2).
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Tabela 2 — Média (x dp) de diferentes medidas morfométricas de epimastigotas de T. cruzi tratadas com a
IC5, dos extratos etandlicos de A. trinervis e G. kunthiana.

A. trinervis G. kunthiana

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

Formas normais % 50,0 84,0 34,0 40,0 98,0 440
Flagelo (um) 9,3240,35¢  6,96+0,35°  6,78+0,35° 6,8320,44° 9,14+0,44¢ 9,93+0,44¢
Area K (um?) 0,23+0,01  0,28+0,01° 0,27+0,01% 0,270,011 0,24+0,01¢ 0,210,011
Perimetro K (um) 3,37£0,15*  3,79+0,15* 3,650,157 3,57%0,16° 3,4120,16° 3,19+0,16°
Area Total (um?) 1,66£0,04°  1,69+0,04*  1,75+0,04° 1,66+0,05° 1,71£0,05 1,71£0,05¢
Perimetro Total (um) 13,77+0,30° 14,33+0,30° 14,22+0,30°  13,9740,38  15,62+0,38° 14,06+0,38¢
Largura (um) 2,30£0,14*  2,39+0,14*  2,43%0,14° 2,42+0,07¢ 2,040,07¢ 2,390,071
Comprimento (um) 5,71+0,19°  592+0,19° 5,50+0,19° 6,22+0,65¢ 7,59+0,65¢ 5,70%0,65¢

Nota: dp: desvio padrdo, C-: controle negativo, BNZ: Benznidazol (controle positivo), Area K: area do cinetoplasto, Perimetro K: perimetro do

cinetoplasto, letras diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica (

abc

. A. trinervis, ®', G. kunthiana).
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A andlise da morfologia dos parasitas revelou que houve redugdo da area do
cinetoplasto e aumento do tamanho do flagelo dos parasitas submetidos ao tratamento com
extrato etanolico de A. trinervis. Dados estes confirmados pela analise estatistica. Quando
comparados com o controle negativo observou-se que as células tratadas apresentaram-se
mais arredondadas, poréem considerando a media do comprimento celular, ndo houve

diferenca estatistica (Figura 7).
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Figura 7 — Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c corados com Giemsa. A e
B: Parasitas ndo tratados (Controle Negativo). C e D: Parasitas tratados com extrato
etanolico de A. trinervis. Microscopio Optico, 1000x.

Com relacdo aos dados obtidos nas analises morfométricas dos parasitas tratados com a
ICso do extrato de sementes de G. kunthiana, pdde-se observar que este extrato causou
relevantes alteracdes morfoldgicas nos parasitas, refletidas na diferenca entre as médias de
trés variaveis, quando comparados com 0s parasitas ndo tratados (Tabela 2).

Pode-se observar que o tratamento com 45 pg/mL do extrato etanolico de G.
kunthiana causou um aumento na largura da célula (p<0,05) em compara¢do com os parasitas
do controle negativo, com médias de 2,48 um e 2,04 um, respectivamente.

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

reducdo do tamanho do flagelo (p<0,05), o mesmo ndo foi constatado entre parasitas do
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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
diferenca de 2,31 um (Tabela 2).

Como se pode observar na tabela 2 houve também diferenca estatistica do perimetro
(p<0,05) dos parasitas tratados com o extrato de G. kunthiana em relacdo aos parasitas do
controle negativo. Verificou-se que o efeito do tratamento com o extrato e com o Benznidazol
foi similar, causando a reducdo do perimetro da célula.

Na figura 8 pode-se observar que 0s parasitas tratados com o extrato etanélico de G.
kunthiana apresentaram-se mais arredondados, consequentemente mais largos e com
alteracbes no contorno, quando comparados com o0s parasitas ndo tratados. Portanto, o
tratamento com o extrato de G. kunthiana causou maiores efeitos na morfologia e

morfometria das formas epimastigotas de T.cruzi.
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Figura 8 — Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi Dm28c corados com Giemsa. A e
B: Parasitas ndo tratados (Controle Negativo), C e D: Parasitas tratados com extrato
etandlico de G. kunthiana. Microscopio Optico, 1000x.
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53 AVALIACAO DA EXPOSICAO DE FOSFATIDILSERINA NA MEMBRANA
PLASMATICA POR CITOMETRIA DE FLUXO:

Como pode ser observado na figura 9, o extrato etandlico de A. trinervis (Figura 9B)
ndo induziu a exposicdo de fosfatidilserina, enquanto que nas células tratadas com o extrato
etandlico de G. kunthiana ocorreu a exposi¢do deste fosfolipideo em 7,1% das celulas (Figura
9C), em comparacdo com 0s parasitas ndo tratados (Figura 9A), onde somente 1,2% das
células foram marcadas. A exposicéo de fosfatidilserina associada a integridade de membrana
plasmaética sugere a ativacdo de mecanismos apoptéticos. 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 marcacao.
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Figura 9 - Exposicdo de fosfatidilserina por formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
Dm28c tratadas com ICsq de extratos etandlicos ativos analisados por citometria de fluxo. (A)
Parasitas ndo tratados; (B) Parasitas tratados com extrato etanolico de A. trinervis; (C)
Parasitas tratados com extrato etandlico de G. kunthiana.



37

DISCUSSAO

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 atencdo consideravel em pesquisas
que buscam alternativas para a terapia de doencas parasitarias e tem viabilizado a
identificacdo de muitos compostos com acéo tripanocida (DUSCHAK et al., 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho demostraram que o extrato etandlico de A.
trinervis é promissor para a busca de compostos com potencial atividade contra T. cruzi, pois
causou alteracdes na morfologia e na viabilidade do parasita.

Na literatura ndo ha relatos de atividade bioldgica de A. trinervis com T. cruzi.
Entretanto alguns estudos demonstraram a acdo de extratos e de metabolitos secundarios
isolados de membros da familia Lauraceae sobre diferentes formas de T. cruzi. Segundo Alves
et al. (2007), o extrato etandlico dos frutos de Ocotea paranapiacabensis (Lauraceae)
apresentou atividade tripanocida contra formas epimastigotas da cepa Bolivia de T. cruzi, com
ICs0 26,93 pg/mL.

Alguns estudos relatam que neolignanas de Occotea cymdarum Kunth e Nectrandra
glabrescens Benth causaram inibicdo do crescimento de formas epimastigotas e lise de formas
tripomastigotas de T.cruzi cepa Dm28 (CABRAL, et al., 2010; 1ZUMI, et al., 2011).

Os dados da analise de mofometria indicaram que o cinetoplasto dos parasitas tratados
com extrato etandlico de A. trinervis diminuiu de tamanho. Sabendo-se que o cinetoplasto
contém uma elevada concentracdo de DNA extranuclear, conhecido com k-DNA, e que
durante a multiplicacdo dos parasitas essa estrutura precisa ser duplicada (SIQUEIRA-
BATISTA et al.,, 2007), possivelmente o extrato tenha influenciado nos mecanismos de
replicacdo do material genético de T. cruzi.

Fernandes e colaboradores (2013) concluiram em sua pesquisa que a permeabilidade
da membrana e a morte celular de formas epimastigotas de T.cruzi estdo associados a
alteracdo na homeostase do Ca’*. Tais alteracdes, segundo os autores, se devem &
susceptibilidade da mitocondria do parasita.

Segundo Souza (2012), a agédo tripanocida de lignanas pode estar associada com a
disfungdo mitocondrial e danos oxidativos, desencadeando efeitos destrutivos sobre as

moléculas bioldgicas de T. cruzi, acarretando sua morte.
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Assim como observado em nossos resultados, outros estudos observaram alteragdes
nas estruturas celulares. Cabral e colaboradorres (2010), utilizando microscopia eletrénica de
transmissdo para avaliar o efeito de neolignanas sobre T. cruzi, observaram que o k-DNA
sofreu condensagdo com consequente desorganizacdo do cinetoplasto, além da
desorganizacdo das cristas mitocondriais e do complexo de Golgi.

O extrato de A. trinervis causou o aumento consideravel do tamanho do flagelo de
parasitas tratados, quando comparado com os parasitas do controle negativo. Nao ha relatos
na literatura sobre possiveis causas para 0 aumento do flagelo. No entanto, em Trypanosoma
brucei a estrutura paraflagelar estd envolvida em muitos processos celulares, como
manutencdo da polaridade, divisdo celular, evasdo do sistema imune do hospedeiro e trafego
de proteinas (SANTANA, 2014).

Os mecanismos de regulacdo de fons Ca®* em protozoarios parasitas diferem, em
varios aspectos, dos processos que ocorrem em outros organismos eucariotos, representando
um provavel alvo para novas terapias (MORENO; DOCAMPO, 2003). De Souza (2002)
sugere em seu trabalho que fons Ca®* sdo necesséarios para adesdo e desenvolvimento do
flagelo, ressaltando a importancia de mais estudos relacionados a esse evento. Diante disso
acredita-se que o extrato de A. trinervis possa ter causado alguma alteracao relacionada com
fons Ca?* e dessa forma, influenciado no desenvolvimento do flagelo. Porém mais estudos s&o
necessarios para que se comprove essa hipotese.

Huang e colaboradores (2013) identificaram uma proteina de membrana com funcao
de transportador de fons Ca®* na mitocondria de T. brucei. Sendo este o tnico canal utilizado
pelo protozoario na captacdo desse ion pela mitocéndria, é essencial para o crescimento in
vitro e in vivo, e tem papéis importantes na regulacdo da bioenergética celular nas principais
fases de vida investigadas.

Guterres e colaboradores (2014) verificaram uma baixa atividade citotdxica em extrato
etandlico de A. trinervis (Lauraceae), bem como auséncia de atividade genotdxica em seus
6leos essenciais, ao passo que os butonolideos isolados do referido extrato mostraram-se
genotoxicos. Entidades quimicas que foram isolados a partir de plantas e apresentam
atividades bioldgicas, tais como citotdxica, indutor de apoptose, antiproliferativa e
antitumoral, s@o promissores. Os autores também sugerem que alcaloides isoquinolinicos
(ocoteina e dicentrina) possuem elevadas atividades citotoxica e genotdxica, relacionadas com
as suas estruturas quimicas, que inibem a atividade das enzimas topoisomerase | e Il. Sabe-se
que a topoisomerase Il é essencial para tripanosomatideos, devido ao seu envolvimento na
replicacdo do DNA mitocondrial (kDNA) (SHAPIRO & ENGLUND, 1995). A inibi¢do da
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replicacdo do KDNA, pela supressdo da atividade da topoisomerase Il mitocondrial leva a
morte do parasita. Por se tratar de uma estrutura unica em tripanosomatideos, esta enzima
representa um importante alvo para a quimioterapia de doencas causadas por estes
protozoarios (SHAPIRO, 1993; CAVALCANTI et al., 2004).

Reforgando a importancia de se explorar a espécie A. trinervis em busca de novos
compostos com potencial acdo sobre o agente etioldgico da doenca de Chagas e considerando
o fato do parasita possuir organelas unicas, que foram alteradas pelo tratamento com esse
extrato, sugerem-se novos estudos para melhor compreender a biologia do parasita e eleger
possiveis alvos.

Diversos trabalhos publicados relatam a atividade biolégica de membros da familia
Meliaceae como importantes produtores de compostos com acgdo sobre organismos vivos. A
atividade inseticida talvez seja a mais difundida no meio cientifico, como observado por
alguns autores ao avaliarem os efeitos de extratos e de limondides sobre distintas fases do
ciclo de vida de importantes pragas. No entanto, ha diversos relatos sobre atividades
antigingica e antiviral, além da baixa toxicidade atribuida a extratos obtidos de géneros
pertencentes a essa familia (BORGONI, 2005; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005;
PERDOMO, 2011; TAN; LUO, 2011).

O 6leo de andiroba e uma fracdo rica em limonoides, 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 etandlico de G. kunthiana levou ao isolamento de um novo protolimonoide, o 3p-
O-tiglolmelianol que revelou-se extremamente ativo contra fémeas (ingurgitadas) de
Rhipicephalus  (Boophilus) microplus, representando um forte candidato para o
desenvolvimento de um agente de controle bioldgico.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que o extrato etandlico de G. kunthiana
foi eficiente em inibir a viabilidade de formas epimastigotas de T. cruzi. Observou-se que em
relacdo aos controles, a reducdo do numero de parasitas causada pelo tratamento com o
extrato de A. trinervis foi maior quando comparada com a reducdo 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 hexanico de G. kunthiana foi

capaz de inibir Leishmania amazonensis.
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Em nosso estudo, o extrato de G. kunthiana causou alteracBes em trés varidveis
morfométricas: tamanho do flagelo, largura e perimetro total do parasita. Os parasitas tratados
apresentaram-se mais largos (arredondados) em comparacdo aos parasitas do controle
negativo.

Alem de inibir o crescimento das formas epimastigotas em cultivo, o extrato de G.
kunthiana tambem causou alteragBes na membrana plasmatica do parasita, pois as células
apresentaram-se com contorno irregular, quando comparadas com o controle. Em anélise de
citometria de fluxo verificou-se que a permeabilidade da membrana foi alterada pela acéo do
extrato, corroborando com dados observados por outros autores ao avaliarem compostos de
origem vegetal (MENNA-BARRETO, 2007).

Provavelmente as alteragdes da membrana possam ter acarretado a reducdo do
perimetro total dos parasitas tratados. Vale ressaltar que a membrana plasmatica pode
representar um alvo promissor para novas drogas (SIQUEIRA-BATISTA, et al., 2007).

A indugdo da morte celular programada em T. cruzi € um mecanismo interessante para
a acdo de um farmaco antichagasico, uma vez que ndo desencadearia uma potente resposta
inflamatdria em seu hospedeiro, sugerindo possiveis alvos para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para controlar a doenca de Chagas (JIMENES, 2014).

A morte celular programada em organismos unicelulares tém sido bastante estudada e
acredita-se que possa representar um dos mecanismos adaptativos para o estabelecimento da
infeccdo em mamiferos. Foi demonstrada a existéncia de mecanismos semelhantes a morte
celular programada durante a fase estacionaria de crescimento em cultura axénica de T. cruzi,
provavelmente devido a privacdo de nutrientes (JIMENEZ et al., 2008). .

A discussdo sobre a denominacdo adequada desta nova forma de morte celular
programada permanece, mas a identificacdo de mecanismos distintos entre parasitas e
hospedeiros mamiferos representa uma grande oportunidade para explorar novos alvos

terapéuticos contra tripanosomatideos (JIMENEZ et al., 2008).

Com base nos resultados ndo é possivel afirmar que o extrato etandlico de G.
kunthiana induza mecanismos apoptéticos nos parasitas, mas certamente houve alteracdes
significativas na morfologia e viabilidade celulares. Ainda cabe ressaltar que durante os
estagios tardios do processo apoptotico ocorre a permeabilizacdo da membrana plasmatica
associada a exposicdo de fosfatidilserina. Ensaios suplementares sdo necessarios para avaliar

0S mecanismos e 0s componentes do extrato vegetal envolvidos nesse processo.
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Os dados gerados neste estudo podem estimular a investigacdo de alteragdes
estruturais nas demais formas de vida do parasita, como também com outros membros da

familia Meliaceae e Lauraceae na busca de atividade anti-Trypanosoma.
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CONCLUSOES

Os extratos etanolicos de A. trinervis e G. kunthiana inibiram o crescimento in vitro de
formas epimastigotas de T. cruzi.

O extrato etandlico de A. trinervis causou a redugdo da area do cinetoplasto e aumento
do tamanho do flagelo de formas de epimastigotas de T. cruzi.

O extrato etandlico de G. kunthiana causou a reducdo no tamanho do flagelo e
aumento na largura das células e perimetro total do parasita.

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

citoplasmatica de formas epimastigota de T. cruzi.
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