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RESUMO

Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenga de Chagas, ¢ um protozoario flagelado da
familia Trypanosomatidae que tem o seu ciclo de vida envolvendo hospedeiros vertebrados
(mamiferos) e invertebrados (triatomineos). As formas infectivas em mamiferos precisam
invadir as células hospedeiras para estabelecer o ciclo de replicacdo, propagando a infecgao e
ocasionando a doenga. O tratamento da forma aguda para os portadores da doenca consiste em
duas classes de farmacos nitrogenados: Nifurtimox e Benznidazol. Todavia, esses compostos
sdo parcialmente eficazes na fase aguda e ineficazes na fase cronica da doenga, além de
provocarem efeitos colaterais severos e toxicidade sistémica, quando ndo cancerigenos. H4 uma
grande dificuldade no desenvolvimento de um composto quimico de alta eficicia e
especificidade. Os produtos naturais sao uma fonte atrativa de compostos com potencial
terapéutico, pois apresentam atividades bioldgicas e perfis farmacoldgicos desejaveis. Nesse
contexto, o objetivo deste trabalho ¢ elucidar a agdo toxicologica de compostos naturais contra
o Trypanosoma cruzi extracelular in vitro. O presente estudo demonstrou os efeitos
quantitativos e morfologicos no processo de destruicdo e eliminagdo do Trypanosoma cruzi na
presenca dos extratos brutos aquosos de Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia hirta.
Para isso, diferentes tratamentos de compostos naturais contra formas extracelulares desse
parasito foram testados em trés concentragoes: 50 mg/mL, 80 mg/mL e 100 mg/mL e os dados
obtidos indicaram a inibi¢do do crescimento de epimastigotas de 7Trypanosoma cruzi. Assim,
este trabalho utilizou a microscopia Optica de campo claro para observar as alteragdes
morfologicas dos epimastigotas e as mudangas mais evidentes foram a perda de flagelo, corpo
arredondado e em dupla. Os resultados sugerem atividade tripanocida nos extratos avaliados,
um ponto de partida valioso para futuras investigagdes que exploram o potencial de extratos

como fonte de compostos bioativos, principalmente contra doengas negligenciadas.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Doenca de Chagas. Protozoario.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, is a flagellated protozoan of the
Trypanosomatidae family whose life cycle involves vertebrate (mammals) and invertebrate
(triatomines) hosts. Infectious forms in mammals need to invade host cells to establish the
replication cycle, propagating the infection and causing the disease. Treatment of the acute form
for those with the disease consists of two classes of nitrogen drugs: Nifurtimox and
Benznidazole. However, these compounds are partially effective in the acute phase and
ineffective in the chronic phase of the disease, in addition to causing severe side effects and
systemic toxicity, when not carcinogenic. There is great difficulty in developing a chemical
compound with high efficacy and specificity. Natural products are an attractive source of
compounds with therapeutic potential, as they have desirable biological activities and
pharmacological profiles. In this context, the objective of this work is to elucidate the
toxicological action of natural compounds against extracellular Trypanosoma cruzi in vitro. The
present study demonstrated the quantitative and morphological effects on the process of
destruction and elimination of Trypanosoma cruzi in the presence of aqueous crude extracts of
Trichilia casaretti, Trichilia lepidota and Trichilia hirta. For this, different treatments of natural
compounds against extracellular forms of this parasite were tested at three concentrations: 50
mg/mL, 80 mg/mL and 100 mg/mL and the data obtained indicated the inhibition of the growth
of Trypanosoma cruzi epimastigotes. Thus, this work used bright-field optical microscopy to
observe the morphological changes of epimastigotes and the most evident changes were the
loss of the flagellum, rounded body and double body. The results suggest trypanocidal activity
in the extracts evaluated, a valuable starting point for future investigations that explore the

potential of extracts as a source of bioactive compounds, especially against neglected diseases.

Keywords: Bioactive compounds. Chagas disease. Protozoan.
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1 INTRODUCAO

1.1 Breve relato sobre o Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

Os protozoarios da familia Trypanosomatidae sao agentes de doengas parasitarias que
tém uma incidéncia elevada e representam um impacto econdmico negativo nos paises em
desenvolvimento. Em relacdo a doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, estima-se que 6 a 8 milhdes de pessoas estejam infectadas nas Américas. Além disso,
cerca de 10 mil pessoas morrem a cada ano em consequéncia de complicagdes clinicas e,
aproximadamente, 75 milhdes de pessoas na regido correm o risco de contrai-la (PAHO, 2023).

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, ¢ uma
doencga potencialmente fatal encontrada, principalmente, em areas endémicas de 21 paises
continentais da América Latina, onde tem sido transmitida para humanos e outros mamiferos
pelo contato com fezes ou urina de insetos triatomineos (transmitidos por vetores), conhecidos
como barbeiros, entre muitos outros nomes populares, dependendo da area geografica (WHO,
2023).

A doencga recebeu este nome em homenagem ao Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
médico e pesquisador brasileiro que descobriu a doenga em 1909 (Figura 1 A). O pesquisador,
assistente do Instituto Oswaldo Cruz, mudou-se para a cidade de Lassance, interior de Minas
Gerais, com objetivo de combater a malaria que acometia os trabalhadores na construcdo dos
ramais da estrada de ferro central do Brasil. Neste periodo, Chagas utilizou o vagao de um trem
como moradia, laboratorio e consultorio. Devido a sua curiosidade cientifica, ele examinava
animais e pessoas, tendo contato com as doengas e a fauna daquela regido. Inclusive, a sua
dedicagdo o levou a descobrir um flagelado, o qual denominou 7rypanosoma minasense -
exclusivo de micos (SILVA, 2022).

Com mais estudos, o pesquisador identificou outro tripanossoma, diferente do anterior,
e detectou a presenca de um cinetoplasto extremamente denso e movimentagao intensa no tubo
digestivo de “barbeiros”, um inseto hematofago muito frequente em casas da regido e causador
de varias doengas (COSTA et al., 2013).

Diante da descoberta deste ultimo flagelado, enviou amostras de barbeiros infectados ao
laboratorio de Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro. Ao infectar micos, comprovaram a suspeita de
Chagas de que este tripanosoma deveria ser uma espécie nova que circularia entre barbeiros,
mamiferos e, talvez, humanos. Entdo, Carlos Chagas procurou o protozoario no sangue das

pessoas que moravam em casas infestadas por barbeiros para confirmar o diagnostico. A esta
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nova espécie € em homenagem a Oswaldo Cruz, Chagas a denominou de Trypanosoma cruzi e
desta forma descobriu uma nova doenca humana: a tripanossomiase americana ou doenca de
Chagas (CIMERMAN; CEMERMAN, 2008; KROPF; AZEVEDO; FERREIRA, 2000).

No dia 14 de abril de 1909, ao examinar o sangue de uma crianga febril, de dois anos de
idade, Berenice (Figura 1 B e C), Chagas identificou o protozoario. A mae de Berenice relatou
a Chagas que sua filha havia sido picada por um barbeiro e quais sintomas haviam manifestado
(COSTA et al., 2013). A partir desse fato, Chagas estudou o parasito, o ciclo evolutivo no
vertebrado e invertebrado, os insetos vetores, os reservatorios, a clinica inerente a fase aguda
da doenca, a patologia, a epidemiologia da doenga e a sintomatologia, o seu primeiro
diagndstico parasitologico (gota espessa) e as formas de tratamento. Além disso, tornou notavel

as autoridades a importancia médica e social da doenca (GILBER, 2007).

Figura 1. (A) Carlos Chagas no laboratério do Instituto Oswaldo Cruz. (B) Berenice: primeira paciente
diagnosticada com doenga de Chagas. (C) Jornal brasileiro relatando a historia da doenga de Chagas e de Berenice.
(Reproduzido a partir da homepage Casa de Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ e Adaptado de LIDANI et al., 2019).

1.2 Classificacao taxonomica

A espécie Trypanosoma cruzi pertence ao reino Protista, filo Euglenozoa, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastidiae, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma e
subgénero Schizotrypanum. O inseto vetor da doenga, pertence ao reino Animalia, filo
Arthropoda, classe Insecta, ordem Hemiptera, familia Reduviidae, géneros Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius (NEVES et al., 2005).

O género Trypanosoma ¢ um dos mais importantes dentro da familia Trypanosomatidae
por incluir uma série de espécies causadoras de doencas humanas, como o 7rypanosoma cruzi,
Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma gambiense, Trypanosoma brucei, Trypanosoma

equiperdum e Trypanosoma equinum (VOTYPKA, 2015).
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Com base no comportamento do parasito nos seus hospedeiros, principalmente no vetor,
o género Trypanosoma foi dividido em dois grupos: o primeiro grupo, chamado de Stercoraria,
inclui tripanosomas que se desenvolvem no tubo digestivo do vetor, progredindo no sentido da
porg¢ao intestinal com liberagao de formas infectantes pelas fezes, como o 7. cruzi e o T. lewisi;
o segundo grupo, chamado de Salivaria, inclui tripanosomas que se desenvolvem inicialmente
no tubo digestivo e que posteriormente atravessam o epitélio digestivo e atingem as glandulas
salivares onde podemos encontrar as formas infectantes que sdao inoculadas mecanicamente,
como o T. brucei, T. congolense e T. rangeli (KHALAFALLA; HUSSEIN; BORNSTEIN,
2021).

1.3 Morfologia e ultraestrutura

Uma das principais caracteristicas do 7. cruzi ¢ a existéncia de uma unica mitocondria,
regido rica em acido desoxirribonucleico e constituida por moléculas dupla-fita circulares,
denominada cinetoplasto (FIDALGO e GILLE, 2011). Durante o ciclo bioldgico, o protozoario
pode assumir trés principais formas evolutivas (Figura 2 e Figura 3 A, B e C), as quais sdo
identificadas morfologicamente através da posicao do cinetoplasto com relacdo ao nucleo da
célula e a emergéncia do flagelo (RODRIGUES et al., 2020).

A forma epimastigota ¢ alongada (20-40 um comprimento, 2-5 pm largura) e com
flagelo livre, extracelular e replicativa, encontrada no hospedeiro invertebrado; a forma
tripomastigota ¢ alongada (18 pm comprimento, 2-3 um largura) e com flagelo livre, ndo
replicativa, encontrada no sangue dos vertebrados e na regido distal do intestino do inseto vetor
e a forma amastigota ¢ esférica (4 um) e sem flagelo livre, a multiplicacdo ocorre no ambiente

intracelular dos hospedeiros vertebrados (TONELLI et al., 2010).

Amastigota Epimastigota Tripomastigotas

Figura 2. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. (Reproduzido de TAVARES et al., 2016).
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Figura 3. (A) Forma epimastigota. (B) Forma amastigota. (C) Forma tripomastigota. (Adaptado a partir da
homepage FIOCRUZ).

O T. cruzi apresenta organelas (Figura 4 A, B e C) que sdo tipicas de células eucariotas,
enquanto outras sdo peculiares. Essas organelas sdo importantes para a organizagao celular do
parasito e para a sua funcionalidade (DE CARVALHO, 2017).

A superficie celular é composta por diferentes glicoconjugados que auxiliam na
interagdo parasito-célula hospedeira (SOUZA, 2009); a membrana plasmatica desempenha
importante papel na separagdo entre o ambiente extracelular e o intracelular, atuando de uma
forma altamente seletiva e especifica (SOUZA, 2009); o citdstomo € uma porcao especializada
da membrana plasmatica que se invagina passando pelo nucleo, alcangando a bolsa flagelar e
internalizando macromoléculas necessarias para sobrevivéncia do parasito (SOUZA, 2009); o
reservossomo € uma organela pré-lisossomal, que estoca macromoléculas internalizadas pelo
citostomo. Estas moléculas estocadas sdo utilizadas a medida que os nutrientes se tornam
escassos ou nos processos de diferenciacdo como da forma epimastigota para a tripomastigota
(SOUZA et al., 2000); o flagelo tem a fungdo de locomogao e adesdo inicial do parasito as
c¢lulas hospedeiras. Esta organela origina-se na bolsa flagelar e ¢ formado por um conjunto de
9 pares de microtibulos periféricos e 2 pares de microtiibulos centrais, com seu comprimento

variando de acordo com o estagio morfolégico do parasito (SOUZA, 2009); o citoesqueleto ¢é
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composto pelos microtibulos subpeliculares, estabelecendo uma rigidez & membrana
plasmatica (SOUZA, 2009); os microtiibulos tém arranjos helicoidais e sdo capazes de manter
uma distancia especifica entre estes e a porcdo interna da membrana plasmatica (SOUZA,
2009); o acidocalcissoma ¢ uma organela vacuolar responsavel pela estocagem de ions e

compostos fosfatados como pirofosfatos e polifosfatos, manutencdo do pH e osmorregulagao

(DO CAMPO et al., 2005).

Tzl ﬂm

Figura 4. Representaco esquematica de amastigota (A), epimastigota (B) e tripomastigota (C) do Trypanosoma
cruzi. (Adaptado de TEIXEIRA et al., 2012).
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1.4 Ciclo biologico

O ciclo de vida do T. cruzi envolve um hospedeiro definitivo (insetos da subfamilia dos
Triatomineos) e como hospedeiro intermediario, diversas espécies de mamiferos (SANCHEZ
VALDEZ et al., 2013).

O parasito sofre modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas, inclusive, na expressao de
proteinas e moléculas de superficie como meio de se adaptar e garantir sua sobrevivéncia nos
diferentes ambientes dentro do seu ciclo de vida (CUERVO; DOMONT; DE JESUS, 2010).
Alguns mecanismos ativos e passivos sdo utilizados para invadir a célula hospedeira, como as
etapas de reconhecimento mediadas por moléculas presentes na superficie do parasito e da
célula hospedeira que funcionam como receptores-ligantes (YOSHIDA e CORTEZ, 2008). Em
seguida, uma série de cascatas de sinalizagdes ¢ desencadeada alterando a fisiologia ¢ a
estruturacao da célula para promover a penetragdo do 7. cruzi (BARRIAS et al., 2012; CALER
et al., 1998; WOOLSEY et al., 2003).

O ciclo de vida (Figura 5) compreende duas fases (estdgios de insetos e mamiferos) e
inclui trés formas de desenvolvimento - epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Como
formas replicativas, os epimastigotas estdo presentes no tubo digestivo do inseto vetor e
amastigotas, que podem ser observados no interior das células de mamiferos. Ja os
tripomastigotas metaciclicos, encontrados nas fezes e urina do inseto vetor, sdo as formas nao
replicativas e infectantes, assim como os tripomastigotas circulantes, que sdo encontrados no
sangue de mamiferos (SOUZA e BARRIAS, 2017).

Na fase do hospedeiro invertebrado, o 7. cruzi se transforma em epimastigotas e, no
intestino posterior, diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (metaciclogénese) os quais,
eliminados pelas fezes e urina do inseto vetor, sdo capazes de infectar o hospedeiro vertebrado.
O parasita nao penetra a pele intacta, ele infecta o hospedeiro via mucosa ou ferimentos na pele.
Nos mamiferos, os parasitos se desenvolvem no interior das células e sao liberados no sangue
circulante ap6s o rompimento das células do hospedeiro (SOUZA e BARRIAS, 2017).

Durante a alimentagdo do inseto, as formas tripomastigotas, encontradas no sangue do
hospedeiro vertebrado infectado, sdo ingeridas pelos insetos. Alguns dias apos a alimentagdo
do inseto, os parasitas se transformam em epimastigotas e esferomastigotas. Quando a infec¢do
¢ estabelecida no estdmago do inseto vetor, as formas epimastigotas do parasito se dividem por
divisdo binéria e aderem as membranas perimicrovilares das células intestinais. Em grande

quantidade, os epimastigotas se ligam a cuticula retal e se diferenciam em tripomastigotas
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metaciclicos, podendo assim ambas as formas (diferenciadas ou ndo) serem eliminadas pelas
fezes e urina (SOUZA e BARRIAS, 2017).

Na fase do hospedeiro vertebrado, o vetor tem o primeiro contato com o 7. cruzi na
forma tripomastigota metaciclica, que ¢ eliminada pelo inseto e entra em contato com mucosas
ou regides lesadas da pele desses hospedeiros. Estas formas sdo muito infectantes, podendo
invadir os primeiros tipos celulares que encontram, como macrofagos, fibroblastos, células
epiteliais, entre outras. Ao invadir estas células ocorre a proliferacao intracelular e liberagao de
formas tripomastigotas, assim como algumas formas intermedidrias e amastigotas (estas tltimas
em menor propor¢do) no espago intercelular. Estas formas podem invadir novas células
localizadas no sitio de infec¢do, mas podem atingir a corrente circulatéria e atingir todos os
tecidos do hospedeiro, onde vao invadir os mais diferentes tipos celulares (AZAMBUJA e
GARCIA, 2017).

O T. cruzi ndo apresenta um comportamento homogéneo, pois a cinética da infec¢ao
depende da variedade dos tecidos infectados, cepa do parasito, animal infectado, taxa de
crescimento, curvas de parasitemia, viruléncia, sensibilidade a drogas, perfil antigénico,
diferencia¢do (metaciclogénese) e tropismo tecidual. Essa diversidade pode explicar a ampla

patogénese observada nas infecgdes por 7. cruzi (AZAMBUIJA e GARCIA, 2017).
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Figura 5. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (Reproduzido a partir da homepage de SANAR).
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1.5 Epidemiologia e transmissao

ApoOs a descoberta, a doenca de Chagas permaneceu sendo considerada como uma
enfermidade exclusivamente rural associada a pobreza em areas da América Latina por muitas
décadas (PEREZ-MOLINA e MOLINA, 2018). Atualmente, a doenga esta associada a fatores
sociais € ambientais, além de apresentar distribuicdo em todo continente americano (OPAS,
2023).

Mesmo depois de cem anos de descoberta, esta doenga ainda ¢ abordada como um
problema de saude publica que atinge milhdes de pessoas. Ela ¢ origindria da América Latina
e presente em outros continentes, também pode ser considerada endémica em 21 paises latinos,
desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina e do Chile, e apresenta as maiores
prevaléncias na Bolivia (6,8%), Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%), Honduras (3,1%) e
Paraguai (2,5%) (RASSI e MARIN-NETO, 2010).

No inicio da década de 1990, os paises afetados se organizaram para combaté-la e
adotaram iniciativas a fim de controlar essa ameaca a saude publica na América Latina
(COURA, 2007). Juntamente com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), os
representantes de alguns paises idealizaram um plano de coopera¢do denominado: Iniciativas
Sub-regionais para Prevencgado e Controle da Doenga de Chagas, o qual abordava a tentativa de
interrup¢do da transmissdo vetorial em todo ou parte do territorio dos paises afetados (OPAS,
2023). Como consequéncia das medidas adquiridas, o numero aproximado de pessoas
infectadas pelo 7. cruzi no mundo reduziu de 30 milhdes em 1990 para 6 a 7 milhdes em 2010.
Ao longo desses 20 anos, a incidéncia anual diminuiu de 700.000 para 28.000 novos casos de
infeccao (OPAS, 2023).

No Brasil, durante a década de 70, a area correspondente a endemia por doenca de
Chagas incluia 18 estados com mais de 2.200 municipios, dentre os quais se constatou a
presenca do Triatoma infestans em 711 destes municipios (SESA, 2023). Porém, com o
desenvolvimento de campanhas de satde publica, investimentos financeiros e acdes de controle
da endemia, os resultados obtidos foram satisfatorios no aspecto epidemioldgico da transmissao
vetorial (ARAS et al., 2003).

Entao, o Brasil obteve pela Organizagdo Pan-Americana de Saude e pela OMS um
certificado da interrupgio da transmissio vetorial da infec¢io chagasica em 2006. E importante
destacar que essa certificagdo ndo significa o controle efetivo da doenga no Brasil, mas
representa em carater momentaneo, a exclusao da transmissao tipica pelo triatomineo da espécie

Triatoma infestans (ANDRADE et al., 2011).
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A transmissdo da doenga de Chagas pela via vetorial ¢ considerada a forma de
transmissdo com maior relevancia epidemioldgica, pois corresponde a 80% dos casos da doenga
(ARAS et al., 2003). Contudo, existem outros meios de transmissao, como a via congénita € as
vias de excecdo, as quais ndo representam valor significativo na saude publica, como a via oral,
acidental e transplantar, entre outras (MORAES-SOUZA e FERREIRA-SILVA, 2011).

A transmissdo vetorial ocorre quando a interacdo vetor-hospedeiro ¢ evidenciada, pois
o triatomineo possui habitos noturnos e apresenta em sua saliva propriedade anestésica e
anticoagulante, tornando a sua picada indolor. Durante ou logo apds o hematofagismo, o vetor
defeca e ocorre uma leve ardéncia ou coceira no local da picada, assim, quando a pessoa se
coga, propicia a penetracdo do parasito contido nas excre¢des do barbeiro no hospedeiro,
causando a infec¢cdo (COSTA et al., 2013).

A transmissdo congénita ocorre de forma vertical pela via transplacentaria, que pode
acontecer tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenca, podendo aparecer em qualquer
periodo da gestag¢do, sendo mais provavel no ultimo trimestre. Porém, a transmissdo também
pode ocorrer no canal do parto, através do contato de mucosas do feto com o sangue da mae
contaminado por 7. cruzi (TAKAMIYA et al., 2020).

A transmissdo oral ocorre pela ingestdo de alimentos contendo tripanossomos
provenientes de triatomineos ou suas dejegdes. Isso pode acontecer pela ingestdo de caldo de
cana, acai, carne crua ou malcozida, sucos de frutas silvestres e aleitamento materno
(FERREIRA; BRANQUINHO; LEITE, 2014).

A transmissdo acidental pode ocorrer em diversas circunstincias € na sua maioria sao
despercebidos ou ndo diagnosticados. Um conjunto de elementos como desconhecimento,
desatencdo, falta de capacitagdo ou mal uso de equipamentos de protecao individual sdo
considerados fatores de risco para a contaminagdo pelo 7. cruzi. Em laboratdrios com
individuos que manuseiam o parasito no sangue de animais, fezes de triatomineos, pessoas
contaminadas ou vetores infectados, a infeccdo pode ocorrer pelo contato do parasito com
alguma lesdo na pele, mucosa oral ou autoinoculacao (DIAS e AMATO, 2011).

A transmissao transplantar ¢ uma forma registrada na literatura cientifica e os primeiros
relatos de contaminag¢do datam no inicio de 1980 através de um transplante de rim. Essa
transmissao advém quando ndo hé triagem no processo de transplantes e a pessoa pode
desenvolver a fase aguda grave, pois o individuo transplantado e contaminado apresenta menor
resisténcia a infecc¢do, devido ao tratamento com imunossupressores (DE ALMEIDA, 2021).

A transmissdo transfusional ¢ uma forma de risco de transfusdo sanguinea e varios

fatores influenciam, como a presenga do parasito no sangue ou no hemocomponente
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transfundido; o tipo e o nimero de hemoderivados infectados transfundidos; o estado
imunoldgico do receptor; a qualidade da triagem clinico-epidemiologica; o nivel de cobertura
da triagem soroldgica de doadores e da sensibilidade dos testes sorologicos utilizados para

rastrear a doagdo de sangue (WENDEL, 2010).

1.6 Sintomatologia e tratamento

O T. cruzi induz uma infec¢do aguda que dura menos de trés meses com alta parasitemia
no sangue e os sintomas normalmente sdo leves ou nao especificos, o que torna o diagndstico
mais dificil. Mas, em alguns casos, a fase aguda pode ser fatal ou levar a quadros de miocardite
e meningoencefalite (BERN ez al., 2008).

No local da entrada do parasito pode ocorrer a formagdo de uma lesdo inflamatoria
(chagoma de inoculagdo). Se o local da infec¢ao for a mucosa ocular, o chagoma ¢ chamado de
Sinal de Romafia, um edema unilateral e bipalpebral. Dentro das células do hospedeiro, o
parasito comega a se multiplicar em ciclos assincronicos, promovendo destrui¢ao do tecido. A
fase aguda apresenta sintomas discretos em muitas pessoas, no entanto, quando ha
manifestagdes, estas ocorrem em um periodo de 7 a 14 dias e incluem febre,
hepatoesplenomegalia, nduseas, vOomito, diarreia, anorexia, irritagdo da meninge e conjuntivite.
Um pequeno numero de pacientes desenvolve miocardite, podendo ter taquicardia,
cardiomegalia e faléncia cardiaca. A fase aguda ¢ seguida por uma fase cronica na qual a
parasitemia ¢ reduzida, impedindo a detec¢do do protozodrio por exames de sangue direto
(TANOWITZ et al., 1992).

Na fase cronica da doenga, os parasitos ficam alojados principalmente no coracdo e
musculo liso do sistema digestdrio. A estimativa ¢ que cerca de 30% dos pacientes sofrem de
disturbios cardiacos e 10% sofrem de problemas no sistema digestivo (tipicamente alargamento
do esofago ou do colon), ou alteragdes neurologicas mistas. Nos anos posteriores a infecgao,
pode ocorrer morte subita ou insuficiéncia cardiaca causada por destruicdo progressiva do
musculo cardiaco e do seu sistema nervoso periférico (COURA, 2007).

O tratamento da doenca de Chagas acontece por meio de dois fArmacos ha mais de trés
décadas: Benznidazol N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida (Bz, LAFEPE e Abarax/ELEA) e
Nifurtimox 3-metil-4-(5 -nitrofurfurilidenoamino) tetrahidro-4H-1, 4-tiazina-1,1-di6xido (Nif,
LAMPIT/Bayer) (DE CASTRO e SOEIRO, 2017). O mecanismo de agdo destes compostos

ainda ndo ¢ totalmente elucidado (SALES et al., 2017). Acredita-se que o Benznidazol atue por
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via de estresse redutor envolvendo modificagao covalente de macromoléculas como DNA,
proteinas e lipidios (DOCAMPO, 1990). Além disso, os seus metabolitos podem afetar o
metabolismo do 7. cruzi, melhorar a fagocitose, aumentar a morte de tripanossomas por meio
da inducao de IFN-y e inibir a NADH fumarato redutase do protozoario (TURRENS et al.,
1996). O Nifurtimox, por sua vez, sofre uma reducdo a um radical, seguido de auto oxidagdo
deste radical, o que produz metabolitos de oxigénio altamente toxicos. O 7. cruzi, por ndo ter
mecanismos de desintoxicagdo metabodlica de oxigénio, ¢ altamente suscetivel aos produtos de
reducdo de oxigénio, principalmente ao perdxido de hidrogénio (DOCAMPO, 1990).

Atualmente, esses dois farmacos (Figura 6) sdo os unicos disponiveis no mercado com
a eficacia comprovada contra a doenga de Chagas. De acordo com as recomendagdes, o
tratamento com esses compostos ¢ indicado para todos os casos de infec¢do aguda, congénita e
reativada, bem como para todas as criangas com a infec¢ao e para pacientes com até 18 anos de
idade que estejam na fase cronica da doenga. O tratamento medicamentoso ¢ recomendado aos
adultos entre 19 e 50 anos sem cardiopatia chagésica avangada, e € opcional para os maiores de
50 anos, ja que o beneficio ndo foi comprovado nesta populacdo (BERN ef al., 2007).

Apesar de ter sido um avango para o tratamento da doenca de Chagas, esses dois
farmacos estdo longe de serem considerados ideais, pois um novo farmaco eficaz deveria ter
algumas caracteristicas incluindo efeito sobre as formas intracelulares e extracelulares
presentes nos mamiferos; alta atividade contra diversas cepas; ser eficaz em ambas as formas
da doenga; ter formulagdo oral e em poucas doses; baixa toxicidade; baixo custo; capacidade
de acumular nos tecidos e ter meia vida longa; baixo risco de toxicidade cardiaca e baixa
possibilidade de induzir resisténcia (NWAKA e HUDSON, 2006).

Neste sentido, o desenvolvimento de uma nova substancia antiparasitaria pode surgir
através de experimentos com produtos naturais ou sintéticos que tenham similaridade com
compostos com reconhecida atividade para outras doengas ou através de alvos metabolicos

especificos para um determinado parasito.
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Figura 6. Estrutura quimica do Benznidazol e do Nifurtimox. (Reproduzido a partir da homepage FioCruz).
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1.7 Tratamento com extratos naturais como opcao terapéutica

Os extratos naturais sao usados pela sociedade ha séculos e a busca por alivio e cura de
doencas pela ingestdo de ervas e folhas pode ter sido uma das primeiras formas de utilizagao
dos produtos naturais. A histéria do avango das civilizagdes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa. As civilizagdes Egipcia, Greco-romana e Chinesa ganharam destaque
(VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tanta eficiéncia que até hoje
espécies e extratos vegetais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de
acdo e principios ativos. As metodologias desenvolvidas e aplicadas no Egito para conservagao
de mumias ainda sdo um desafio para a quimica moderna. Na Idade Antiga, além de técnicas
medicinais, muitos venenos foram descobertos na natureza e utilizados para fins de defesa, caga
e mesmo ilicitos, como o uso do veneno de Hemlock (Conium maculatum) na execugdo de
prisioneiros, inclusive Socrates, durante o Império Grego (DEWICK, 2002).

A natureza sempre despertou no homem uma curiosidade, ndo s6 pelos recursos
oferecidos para sua alimentacdo e manuten¢do, mas por ser sua principal fonte de inspiracao e
aprendizado. A busca incessante pela compreensdo das leis naturais e o desafio de transpor
barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as doengas, levaram o homem ao atual estagio de
desenvolvimento cientifico, mesmo apds o avango tecnologico observado nos dias de hoje
(VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Segundo Niero (2010), os fitoterapicos equivalem cerca de 15% do capital da industria
farmacéutica no mundo. Desta maneira, as grandes industrias farmacéuticas sdo atraidas para
realizar alguns investimentos no desenvolvimento desses produtos. No Brasil, esse mercado ¢é
de aproximadamente US$ 160 milhdes por ano e o fator de atragdo ¢é o ritmo de crescimento
das vendas internas, mais de 15% anuais, contra 4% do que evoluem as vendas dos
medicamentos sintéticos (RABELO; PAULA; BARA, 2013).

De tantas familias de plantas existentes, a Meliaceae ¢ muito util ao homem,
principalmente por suas madeiras de alta qualidade e pela facilidade com que algumas espécies
podem ser cultivadas em plantagdes. Suas espécies ocorrem, muitas vezes, de forma visivel em
uma variedade de habitats, desde florestas tropicais até manguezais e semidesertos

(PENNINGTON, 1975).
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A familia Meliaceae tem se mostrado de grande interesse entre os fitoquimicos, seja por
conter plantas que produzem estruturas quimicas muito complexas, seja por sua atividade
biologica, principalmente contra insetos (PUPO et al., 2002).

O género Trichilia compreende cerca de 230 espécies distribuidas em toda a América
tropical, que sdo reconhecidas por sua importancia econdmica. O género € rico em terpenoides,
incluindo triterpenos, limonoides, esteroides e outros derivados de terpenos (VIEIRA et al.,

2010; VIEIRA et al., 2018).

1.7.1 Trichilia casaretti

Trichilia casaretti, conhecida popularmente como “Murta-vermelha”, ¢ uma espécie
arborea, terricola e pode atingir até 10 metros de altura. Seus frutos sdo cépsulas com 1-3
sementes ovaladas, de testa membranacea e recobertas parcialmente por um arilo vermelho-
alaranjado (PATRICIO; CERVI, 2005; LORENZI, 2009; PENNINGTON, 2016).

A plantacao de T. casaretti ¢ recomendada para a arborizacdo em areas urbanas e
reflorestamentos mistos, pois seu porte € pequeno e os frutos servem de alimentagdo para a
fauna (LORENZI, 2009). Outra utilidade desta espécie ¢ no controle bioldgico da lagarta-do-
cartucho (Spodoptera frugirpeda), principal praga do milho. Borgoni e Vendramim (2005)
demonstraram a eficicia do extrato das folhas de 7. casaretti em aumentar a mortalidade de

larvas em estagio final da lagarta.

1.7.2 Trichilia lepidota

Trichilia lepidota, conhecida popularmente como “Cedrinho”, ¢ uma arvore de 3 a 6
metros de altura. A madeira desta espécie é utilizada para a fabricagdo de méveis (PATRICIO;
CERVI, 2005). Investigagdes anteriores sobre os constituintes quimicos do extrato de
diclorometano das folhas desta espécie revelaram a presenga de misturas de hidrocarbonetos
(Ca9Heo, C31H 64 € Cs3 Heg), sesquiterpenos, esteroides, aminodcidos e outros compostos
derivados da via metabdlica dos terpenos (PUPO et al., 2002).

Espécies do género Trichilia sao conhecidas por possuirem estruturas limonoides
(tetranortriterpenodides) e outros metabdlitos terpénicos que sdo responsaveis por algumas
propriedades biologicas. Esses metabolitos possuem um amplo espectro de efeitos biologicos,
como potencial atividade antiviral, analgésica, inseticida e inibi¢do do crescimento de insetos

(SIMMONDS et al., 2001; PUPO et al., 1997). Investigagdes anteriores envolvendo limonoides
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isolados de outra espécie de Meliaceae, nomeadamente Melia azedarach, demonstraram
atividade antiproliferativa contra uma linhagem celular epitelial de adenocarcinoma A549
(NTALLI et al., 2010). Além disso, foi comprovado que os limonoides de frutas citricas
demonstraram in vitro a capacidade de induzir apoptose e inibir a proliferacao de células de

neuroblastoma (POULOSE; HARRIS; PATIL, 2005).

1.7.3 Trichilia hirta

Trichilia hirta, conhecida popularmente como “Catigud”, ¢ uma arvore de 5-10 m de
altura. Em condigdes umidas pode atingir 25 m. E uma planta com flores unissexuais produzidas
a0 menos duas vezes ao ano. E uma espécie tipicamente de florestas secas deciduas e pode ser
encontrada eventualmente em florestas imidas perenifélias, quando seus foliolos ficam maiores
e provavelmente deixam de ser deciduifolias (PENNINGTON, 1981).

As sementes sido ricas em 0leo, este ¢ comumente utilizado como creme de cabelo no
Sul do México e Guatemala e pode matar piolhos. A madeira serve para méveis (CNCFLORA,
2012). T. hirta é conhecida por sua propriedade medicinal antitumoral e anti-inflamatoria, além
de ser usada para tratar diferentes patologias associadas ao sistema respiratorio e Ulceras

externas (HERNANDEZ et al., 2013).
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2 RELEVANCIA DO TRABALHO

A doenca de Chagas ¢ endémica em 21 paises das Américas e afeta aproximadamente 6
milhdes de pessoas. Nas Ameéricas, a doenga de Chagas apresenta uma incidéncia anual de
30.000 novos casos em média, 12.000 mortes por ano e aproximadamente 9.000 recém-nascidos
sdo infectados durante a gestagdo. Estima-se que cerca de 70 milhdes de pessoas nas Américas
vivem em areas de exposi¢do e correm o risco de contrair esta doenga. No entanto, a maioria
das pessoas (7 em cada dez) desconhece sua condi¢ao devido a auséncia de sintomas clinicos
(PAHO, 2023).

Ha uma dificuldade no desenvolvimento de um composto quimico eficaz contra o
parasitismo intracelular no caso da Doenga de Chagas. Os fairmacos como Benznidazol (cujo
nome comercial ¢ Abarax) e Nifurtimox (cujo nome comercial ¢ Lampit), que sdo
eventualmente utilizados, apesar de serem eficazes na cura da doenga quando sao administrados
logo apos a infeccdo no inicio da fase aguda, promovem alguns efeitos colaterais severos como
nauseas, vomitos e colicas intestinais e carregam uma alta toxicidade.

Diante disso, o modelo de estudo da biologia da interagdo entre o parasito e a célula
hospedeira ¢ de extrema importancia para o conhecimento de alvos de interesse quimioterapicos
mais eficazes contra esses patogenos. O presente estudo colabora com as pesquisas relacionadas
ao Trypanosoma cruzi, estudando os possiveis meios de eliminagdo do patégeno extracelular e
os mecanismos envolvidos no processo. O estudo de compostos ¢ importante para dificultar o
surgimento de resisténcia do parasito contra um composto especifico, além de se obter um
composto eficaz contra mais de um tipo de patdgeno.

O cultivo axénico do Trypanosoma cruzi na forma epimastigota, assim como 0s meios
que induzem a diferenciacdo para as formas tripomastigotas e amastigotas, possibilita diversos
estudos que adicionam informagdes relevantes sobre a biologia celular deste protozoario e o
avango de pesquisas relacionadas a essa tematica ¢ essencial para tentar reduzir a viruléncia de
forma que o hospedeiro nao sofra tantos impactos fisioldgicos em decorréncia das complicagdes
de tratamento. Além disso, este processo metodoldgico também ¢ importante para o estudo de

outras protozooses.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a agdo anti-Trypanosoma cruzi dos extratos foliares de Trichilia casaretti, Trichilia

lepidota e Trichilia hirta.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a ag¢do dos trés extratos foliares em diferentes concentragdes e tempos de incubacao

contra a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi.

Analisar as alteragdes morfologicas de Trypanosoma cruzi tratados com os extratos foliares.
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4 METODOLOGIA

4.1 Cultivo do Trypanosoma cruzi (cepa DM28)

A forma epimastigota do 7. cruzi foi mantida em tubos de vidro estéreis contendo 5 mL
de meio de cultura LIT (Liver Infusion and Triptose — FLUKA E SIGMA) suplementado com
4% de Hemina (SIGMA) e 10% de soro fetal bovino (SFB - GIBCO) em estufa a 28° C. A cada
5 dias, uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi retirada e transferida para um novo tubo
estéril, e o volume foi completado para 5 mL com o meio de cultivo (DE CARVALHO e DE
MELO, 2017).

4.2 Preparo das solucoes

Os produtos naturais utilizados foram os extratos de folhas de trés plantas: Trichilia
casaretti (Murta-vermelha), Trichilia lepidota (Cedrinho) e Trichilia hirta (Catigud). Essas
espécies foram coletadas na Estacdo Ecologica Estadual de Guaxindiba, localizada em Sao
Francisco do Itabapoana/RJ.

As folhas de cada planta foram colocadas em infusdo com agua desmineralizada em
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) por 24 horas, sob protecio da luz. Apos 24
horas, o sobrenadante de cada planta foi filtrado em papel filtro convencional e armazenado em
vidraria para ser liofilizado no laboratério de bioquimica para obten¢ao do pd. O concentrado
foi diluido em PBS (GIBCO) e DMSO (MERCK) para a realizacao da solugdo estoque e filtrada
em seringas para obtenc¢ao da solucao esterilizada.

Entdo, as amostras foram adicionadas ao meio suplementado com 5% de SFB (GIBCO)
para obter as concentragdes finais de uso: 50 mg/mL, 80 mg/mL e 100 mg/mL. Em seguida
foram homogeneizadas e adicionadas as culturas para os testes nos seguintes tempos de

incubacdo: 0, 24, 48, 72 ¢ 96 h (MELO; VILELA; CARVALHO, 2011).

4.3 Analise da atividade tripanocida de extratos foliares

As culturas de parasitos (epimastigotas) foram tratadas com as solucdes dos extratos
brutos foliares das espécies de Trichilia quando atingiram, aproximadamente, 10° parasitas por
mL (3° dia da curva de crescimento) e incubadas com os tratamentos em tubos cOnicos estéreis

a 28°C em diferentes tempos - 0, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e concentragdes - 50 mg/mL, 80 mg/mL
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e 100 mg/mL (porque essas concentragdes). O controle foi realizado de forma que os parasitos
ficassem somente com o meio LIT nos tubos conicos estéreis. A contagem foi realizada por

meio da camara de Neubauer (DE CARVALHO e DE MELO, 2017).

4.4 Quantificacio e observacao estrutural por microscopia optica

No inicio e apoOs cada tratamento com os extratos foliares, cada amostra foi distribuida
em quatro campos nos tubos coOnicos estéreis, representando o controle e as respectivas
concentragdes para obter a contagem dos parasitas.

Para examinar e monitorar todas as preparagdes, as aliquotas de parasitas foram fixadas
em solucdo de formaldeido 4% (v/v) e contadas através da caAmara de Neubauer durante 5 dias
(0,24, 48,72 ¢ 96 h).

Cada amostra foi pesada e centrifugada por 3 minutos e os esfregagos foram realizados
em laminas de vidro. Para a secagem, as amostras foram deixadas por 20 minutos dentro da
estufa 56° C e, apos este tempo, foram coradas com solucdo de Giemsa (1:10) diluida em PBS
em overnight. No dia seguinte, as laminas foram lavadas com 4gua destilada.

As amostras foram observadas no microscopio Zeiss Axioplan, equipado com objetivas
de 20x e 40x utilizando Olympus DP74 camera com o software Analysis System para obtencao

das imagens (DE CARVALHO; HELD; DE MELO, 2020).
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5 RESULTADOS

5.1 Curva de crescimento do Trypanosoma cruzi

Para elucidar a acdo dos extratos foliares contra o Trypanosoma cruzi extracelular in
vitro, a cultura foi contada e, assim foi possivel observar, durante um periodo de 8 dias, o perfil
de crescimento das formas extracelulares (epimastigotas) para selecionar o momento ideal para
a incubagdo de diferentes tratamentos a partir da fase logaritmica (24 h). O final da fase
logaritmica foi no tempo 120 h, ja a fase estaciondria iniciou no tempo 120 h e o declinio iniciou

no tempo 144 h (Figura 7).
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Figura 7. Curva de crescimento do Trypanosoma cruzi durante 7 dias para a observagdo da multiplicagdo celular.

5.2 Analise quantitativa e morfologica de Trichilia casaretti contra epimastigota

Os efeitos do extrato bruto de Trichilia casaretti (Figura 8) foram avaliados em trés
diferentes concentragdes: 50 mg/mL, 80 mg/mL e 100 mg/mL, contra a forma epimastigota do
Trypanosoma cruzi.

Para a concentragao de 50 mg/mL, observamos que a contagem inicial de parasitas era
de 73 epimastigotas, a qual diminuiu para 33 epimastigotas no tempo 0 h. Apds 24 h, ocorre
uma reducdo de 148 para 71 epimastigotas; ao fim de 48 h, a contagem caiu de 255 para 28
epimastigotas. Nos intervalos subsequentes, verificou-se uma diminui¢do continua no nimero

de parasitas: de 327 para 51 epimastigotas apos 72 h e de 299 para 62 epimastigotas apds 96 h.
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Na concentragdo de 80 mg/mL, os resultados demonstraram uma diminui¢do similar no
nimero de parasitas. No tempo 0 h, a contagem era de 73 epimastigotas, diminuindo para 42
epimastigotas. Apos 24 h, ocorreu uma reducao de 148 para 41 epimastigotas; apos 48 h, a
contagem caiu de 255 para 17 epimastigotas. As observagdes posteriores indicaram uma
progressiva diminui¢ao no nimero de parasitas: de 327 para 4 epimastigotas apds 72 h e de 299
para 14 epimastigotas apds 96 h.

Avaliando a concentracao de 100 mg/mL, as observagdes mostraram uma tendéncia
semelhante de reducdo no numero de parasitas. Inicialmente, foram contados 73 epimastigotas,
que diminuiram para 37 apos 0 horas. Ap6s 24 horas, observou-se uma reducao de 148 para 69
epimastigotas; apos 48 horas, a contagem diminuiu de 255 para 15 epimastigotas. Em intervalos
posteriores, constatou-se uma diminui¢cdo gradual no numero de parasitas: de 327 para 52
epimastigotas apos 72 horas e de 299 para 54 epimastigotas apos 96 horas.

A andlise percentual (Tabela 1) indica a redugdo de parasitas em porcentagem apds o
tratamento com o extrato bruto de Trichilia casaretti nas respectivas concentragdes a partir de
24 h até 96 h.

As alteragdes morfoldgicas mais significativas no Trypanosoma cruzi (Figura 9) foram
identificadas através da microscopia Optica. Essas alteragdes incluem a observagdo de um corpo

arredondado, a auséncia de flagelo e a presenca de parasitas em configuracao dupla.
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Figura 8. Representagdo grafica do nimero médio de epimastigotas de Trypanosoma cruzi ap6s a incubagdo com diferentes

concentracdes (50, 80 e 100 mg/mL) do extrato foliar de Trichilia casaretti em diferentes tempos.



TRATAMENTOS TEMPO24H TEMPO48H TEMPO72H TEMPO 96 H
CONTROLE 148 (0%) 255 (0%) 327 (0%) 299 (0%)
50 mg/mL 52,0% 89,0% 84,4% 79,3%

80 mg/mL 72,3% 93,3% 98,8% 95,3%
100 mg/mL 53,4% 94,1% 84,1% 81,9%

Tabela 1. Anélise percentual da Trichilia casaretti sob os epimastigotas. A tabela indica a reducdo de parasitas em porcentagem
apos o tratamento com o extrato nas respectivas concentragdes a partir de 24 h.

Figura 9. Principais alteragdes morfoldgicas apos o tratamento com 7Trichilia casaretti. (A) Controle — 72 h. (B) Tratado — 100
mg/mL; 48 h. (C) Tratado — 100 mg/mL; 72 h. (D) Tratado — 100 mg/mL; 96 h. As setas vermelhas indicam as alteragdes

morfoldgicas.
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5.3 Analise quantitativa e morfologica de Trichilia lepidota contra epimastigota

Os efeitos do extrato bruto de Trichilia lepidota (Figura 10) foram avaliados em trés
diferentes concentragdes: 50 mg/mL, 80 mg/mL e 100 mg/mL, contra a forma epimastigota do
Trypanosoma cruzi.

Para a concentracdo de 50 mg/mL, observamos que a contagem inicial de parasitas era
de 36 epimastigotas, a qual diminuiu para 30 epimastigotas no tempo 0 h. Apds 24 h, ocorre
uma reducdo de 95 para 75 epimastigotas; ao fim de 48 h, a contagem caiu de 193 para 109
epimastigotas. Nos intervalos subsequentes, verificou-se uma diminui¢do continua no nimero
de parasitas: de 380 para 204 epimastigotas ap6s 72 h e de 484 para 164 epimastigotas apds 96
h.

Na concentra¢ao de 80 mg/mL, os resultados demonstraram uma diminuicao similar no
numero de parasitas. No tempo 0 h, a contagem era de 36 epimastigotas, diminuindo para 22
epimastigotas. Apos 24 h, ocorreu uma redugdo de 95 para 53 epimastigotas; apos 48 h, a
contagem caiu de 193 para 65 epimastigotas. As observagdes posteriores indicaram uma
progressiva diminui¢do no nimero de parasitas: de 380 para 59 epimastigotas apos 72 h e de
484 para 52 epimastigotas apos 96 h.

Avaliando a concentracao de 100 mg/mL, as observagdes mostraram uma tendéncia
semelhante de reducao no nimero de parasitas. Inicialmente, foram contados 36 epimastigotas,
que diminuiram para 24 apds 0 horas. Apds 24 horas, observou-se uma reducao de 95 para 25
epimastigotas; apds 48 horas, a contagem diminuiu de 193 para 21 epimastigotas. Em intervalos
posteriores, constatou-se uma diminui¢do gradual no numero de parasitas: de 380 para 21
epimastigotas ap6s 72 horas e de 484 para 21 epimastigotas apds 96 horas.

A andlise percentual (Tabela 2) indica a reducdo de parasitas em porcentagem apds o
tratamento com o extrato bruto de Trichilia lepidota nas respectivas concentragdes a partir de
24 h até 96 h.

As alteragdes morfologicas mais significativas no Trypanosoma cruzi (Figura 11)
foram identificadas através da microscopia Optica. Essas alteracdes incluem a observacgao de

um corpo arredondado, a auséncia de flagelo e a presenca de parasitas em configuracao dupla.
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Figura 10. Representacdo grafica do numero médio de epimastigotas de Trypanosoma cruzi apos a incubagdo com diferentes

concentragdes (50, 80 ¢ 100 mg/mL) do extrato foliar de Trichilia lepidota em diferentes tempos.

TRATAMENTOS TEMPO24H TEMPO48H TEMPO72H TEMPO 96 H

CONTROLE 95 (0%) 193 (0%) 380 (0%) 484 (0%)
50 mg/mL 21,05% 43,52% 46,32% 66,12%
80 mg/mL 44,21% 66,32% 84,47% 89,26%
100 mg/mL 73,68% 89,12% 94,47% 95,66%

Tabela 2. Analise percentual da Trichilia lepidota sob os epimastigotas. A tabela indica a redugdo de parasitas em porcentagem
apos o tratamento com o extrato nas respectivas concentragdes a partir de 24 h.



Figura 11. Principais alteragdes morfoldgicas ap6s o tratamento com Trichilia lepidota. (A) Controle — 96 h. (B) Tratado — 80

mg/mL; 48 h. (C) Tratado — 80 mg/mL; 72 h. (D) Tratado — 80 mg/mL; 96 h. As setas vermelhas indicam as altera¢des
morfoldgicas.
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5.4 Analise quantitativa e morfologica de Trichilia hirta contra epimastigota

Os efeitos do extrato bruto de Trichilia hirta (Figura 12) foram avaliados em trés
diferentes concentragdes: 50 mg/mL, 80 mg/mL e 100 mg/mL, contra a forma epimastigota do
Trypanosoma cruzi.

Para a concentracdo de 50 mg/mL, observamos que ndo houve redugdo de parasitas no
tempo 0 h. Apos 24 h, ocorre uma reducao de 212 para 126 epimastigotas; ao fim de 48 h, a
contagem caiu de 293 para 213 epimastigotas. Nos intervalos subsequentes, verificou-se uma
diminui¢ao continua no nimero de parasitas: de 408 para 215 epimastigotas apds 72 h e de 491
para 223 epimastigotas apos 96 h.

Na concentragdo de 80 mg/mL, os resultados ndo demonstraram uma diminui¢do no
numero de parasitas no tempo 0. Apoés 24 h, ocorreu uma redugdo de 212 para 153
epimastigotas; ap6s 48 h, a contagem caiu de 293 para 204 epimastigotas. As observagdes
posteriores indicaram uma progressiva diminui¢do no nimero de parasitas: de 408 para 189
epimastigotas apds 72 h e de 491 para 148 epimastigotas apds 96 h.

Avaliando a concentra¢do de 100 mg/mL, as observagdes ndo mostraram uma reducgao
no numero de parasitas no tempo 0. Apos 24 horas, observou-se uma redu¢do de 212 para 139
epimastigotas; apos 48 horas, a contagem diminuiu de 293 para 177 epimastigotas. Em
intervalos posteriores, constatou-se uma diminui¢do gradual no nimero de parasitas: de 408
para 105 epimastigotas apds 72 horas e de 491 para 52 epimastigotas apos 96 horas.

A andlise percentual (Tabela 3) indica a reducdo de parasitas em porcentagem apds o
tratamento com o extrato bruto de Trichilia hirta nas respectivas concentragdes a partir de 24 h
até 96 h.

As alteragdes morfoldgicas mais significativas no Trypanosoma cruzi (Figura 13)
foram identificadas através da microscopia optica. Essas alteragdes incluem a observagao de

um corpo arredondado, a auséncia de flagelo e a presenca de parasitas em configuracao dupla.
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Figura 12. Representagdo grafica do nimero médio de epimastigotas de Trypanosoma cruzi apés a incubagdo com diferentes

concentragdes (50, 80 e 100 mg/mL) do extrato foliar de Trichilia hirta em diferentes tempos.

TRATAMENTOS TEMPO24H TEMPO48H TEMPO72H TEMPO 96 H
CONTROLE 212 (0%) 293 (0%) 408 (0%) 491 (0%)
50 mg/mL 40,57% 27,30% 47,30% 54,58%

80 mg/mL 27,83% 30,38% 53,68% 69,86%
100 mg/mL 34,43% 39,59% 74,26% 89,41%

Tabela 3. Analise percentual da Trichilia hirta sob os epimastigotas. A tabela indica a redugdo de parasitas em porcentagem
apos o tratamento com o extrato nas respectivas concentragdes a partir de 24 h.
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Figura 13. Principais alteragdes morfologicas apos o tratamento com Trichilia hirta. (A) Controle — 24 h. (B) Tratado — 50
mg/mL; 24 h. (C) Tratado — 100 mg/mL; 72 h. (D) Tratado — 80 mg/mL; 96 h. As setas vermelhas indicam as alteragdes
morfoldgicas.
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6 DISCUSSAO

Diante da consideravel importancia médica e socioecondmica inerente a doenga de
Chagas e da urgente necessidade de novas abordagens terapéuticas, emerge a demanda por
avaliar extratos naturais com potencial para fortalecer a resposta imunolodgica ou operar através
de diferentes mecanismos terapéuticos. Dentro desse cendrio, suscita interesse a investigacao
do extrato derivado do género Trichilia, devido as suas propriedades abordadas na literatura,
que englobam atividades antimicrobianas, antivirais, antitumorais e anti-inflamatorias
(PASSOS et al., 2021).

A pesquisa de compostos naturais tem recebido crescente atengdo no ambito das
alternativas terapéuticas para doengas parasitarias, proporcionando a identificagdo de
substancias potencialmente tripanocidas (DUSCHAK, 2016). Com base nas propriedades
medicinais descritas para as diferentes espécies de Trichilia, este trabalho analisou trés extratos
foliares oriundos das espécies Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia hirta, frente aos
epimastigotas do Trypanosoma cruzi in vitro.

Diversos trabalhos publicados relatam a atividade bioldgica de membros da familia
Meliaceae como importantes produtores de compostos com acao antimicrobiana, como Bacillus
coagulans, Enterobater aerogenes, Proteus mirabillis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella typhi. Os experimentos executados com os extratos metanolicos de folhas,
cascas de raizes e caules de Horsfieldia helwigii e Melia azedarach demostraram um amplo
espectro de atividade antibacteriana. A atividade foi aumentada no fracionamento (gasolina,
diclorometano, acetato de etila), particularmente na fracao petrolifera das folhas de Horsfieldia
helwigii e na fragdo diclorometano da casca do caule de Melia azedarach (KHAN; KIHARA;
OMOLOSO, 2001).

A atividade inseticida ¢ a mais abordada no meio cientifico, como destacado por alguns
autores ao analisarem os efeitos dos extratos e de limonoides sobre diferentes fases do ciclo de
vida de algumas pragas (TAN e LUQO, 2011). No entanto, ha relatos sobre outras propriedades
medicinais, além da baixa toxicidade atribuida aos extratos de plantas obtidos dessa familia.
Dentre as espécies utilizadas como inseticida, o nim, Azadirachta indica (Meliaceae), € a
espécie popularmente mais conhecida e, cujo espectro de acao € bastante amplo tendo seu efeito
comprovado sobre aproximadamente 400 espécies de insetos (MARTINEZ, 2002).

Borgoni e Vendramim, (2005) avaliam o efeito de extratos aquosos de ramos e folhas
de seis espécies de Trichilia (T. casaretti, T. catigua, T. clausseni, T. elegans, T. pallens e T.

pallida), sobre o desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em condigdes de laboratorio. As
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folhas de milho foram imersas nos extratos a 1% (peso/volume) - 1 g de p6 em 100 mL de dgua
destilada e fornecidas a lagartas de primeiro instar. Os efeitos na sobrevivéncia, na duragio, no
peso de lagartas e pupas foram avaliados. Os extratos de ramos de 7. pallida ¢ de folhas de T.
pallens foram os mais eficientes dentre as seis espécies de Trichilia testadas, pois afetaram
todos os parametros avaliados. Embora os extratos de folhas de 7. pallida, T. catigua, T.
casaretti e T. elegans e os extratos de ramos de 7. clausseni e T. pallens também tenham afetado
o desenvolvimento do inseto.

Em outro estudo, a atividade biologica de extratos organicos de folhas, galhos e frutos
de Cedrela fissilis e de Cipadessa fruticosa (Meliaceae), além do caule e das raizes de Cedrela
fissilis, foi avaliada sobre Spodoptera frugiperda - desenvolvidas em condigdes laboratoriais.
Os extratos organicos foram incorporados a dieta artificial na proporcao de 100 mg de extrato
para 100 g de dieta e oferecidos a Spodoptera frugiperda durante o seu periodo larval. Os
parametros avaliados foram duragdo, peso das pupas e mortalidade das fases larval e pupal. O
extrato diclorometano de folhas de Cedrela fissilis apresentou maior atividade inseticida, no
qual ocorreu um alongamento da fase larval, seguido por uma diminui¢ao do peso pupal, além
de uma taxa de mortalidade larval de 63,3 % (MATOS et al., 2010).

O extrato etandlico dos frutos maduros de Melia azedarach também se mostrou
fungistatico (CIM 50 - 300 mg/mL) e fungicida (MFC 60 - 500 mg/mL) contra Aspergillus
flavus, Fusarium moniliforme, Microsporum canis € Candida albicans (CARPINELLA et al.,
1999).

Outra pesquisa descreve a atividade anti-muda observada no extrato metanolico bruto e
em diversas fracOes cromatograficas obtidas de sementes de Melia azedarach. Para isso, as
ninfas de quarto instar de Rhodnius prolixus, um triatomineo hematofago conhecido por ser o
segundo mais importante transmissor da doenca de Chagas, foram utilizadas e o material teste
foi dissolvido em EtOH-salina (1:4) e aliquotas foram adicionadas ao sangue para obter as
concentragdes finais desejadas, entre 10 e 100 mg/mL. Em concentracdes mais elevadas, o
extrato bruto apresentou fagoinibi¢do, o que impossibilitou o estudo da atividade anti-muda.
Em contrapartida, os resultados com as fragdes cromatograficas inibiram 100% da muda de
Rhodnius prolixus a 25 pg/mL de sangue e outras fracdes que continham, entre os constituintes
majoritarios, fitoesterois classicos (colesterol, campesterol e estigmasterol), quatro lignanas e
um triterpeno, todos eram desprovidos de atividade anti-muda (CABRAL ef al., 1996).

Segundo Nathan et al., (2006), o extrato de Melia azedarach apresenta eficacia contra
o vetor da malaria - Anopheles stephensi. Os extratos metanolicos de folhas e sementes do

cinamomo foram testados contra o mosquito vetor maduro e imaturo Anopheles stephensi em
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condi¢des de laboratorio e apresentaram forte atividade larvicida, pupicida, adulticida,
antioviposicional, repeléncia e dissuasdo de mordidas. Os extratos de sementes apresentaram
alta bioatividade em todas as doses, enquanto os extratos de folhas foram ativos apenas na dose
mais elevada. Os resultados obtidos mostraram que os extratos de sementes suprimiram a
atividade pupal e adulta de Anopheles stephensi, mesmo em doses baixas. Em geral, as larvas
de primeiro e segundo instares foram mais suscetiveis tanto as folhas quanto aos extratos de
sementes. Todo o desenvolvimento de Anopheles stephensi foi inibido pelo tratamento com
Melia azedarach.

Uma pesquisa demonstrou a atividade pediculicida e ovicida in vitro de extrato e dleo
de frutos de Melia azedarach, ambos os produtos vegetais e testados individualmente ou em
combinagdo. Os tratamentos em piolhos adultos com solugdes de extrato, 6leo e combinagdes
dos dois apresentaram valores de mortalidade significativamente maiores, variando de 62,9% a
96,5%, do que o respectivo controle, que apresentou 21,9% de mortalidade. J& o 6leo foi
ligeiramente mais eficaz do que o extrato de fruta nas mesmas concentragdes de teste, embora
ndo tenham sido observadas diferencas significativas em concentracdes mais baixas. A
formulacao elaborada com extrato ¢ 6leo a 10%, mais adigdo de emulsificante e conservante,
apresentou atividade pediculicida de 92,3%. Os produtos também tiveram sucesso em retardar
ou inibir a emergéncia de ninfas (CARPINELLA et al., 2007).

Um estudo realizado com os extratos brutos hidroalcdolicos das folhas, casca, semente
e caule de Passiflora cincinnata tiveram suas atividades antiparasitarias testadas frente
ao Trypanosoma cruzi e ndo apresentaram atividade relevante (DELMONDES et al., 2014). Ja
o extrato vegetal de Mentha arvensis apresentou atividade anti-trypanosoma e anti-leishmania
em testes in vitro e demonstrou promissora atividade contra as cepas, apresentando 65 e 47%
de inibicdo em Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis em 500 pg/mL, respectivamente.
Além disso, apresentou 25% de inibi¢do para Trypanosoma cruzi em uma concentracao de 100
png/mL, mas nesta concentracdo nao foi observada atividade contra Leishmania braziliensis.
Neste mesmo estudo, os autores testaram Turnera ulmifolia e os resultados foram de 29% e 9%
de inibicdo em Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis em 500 pg/mL, respectivamente.
No entanto, ndo houve atividade quando a concentragdo testada foi 100pg/mL (SANTOS et al.,
2012).

A partir do extrato da planta de Dracocephalum kotschyi foram obtidos metabdlitos
potencialmente ativos contra a forma epimastigota de Trypanosoma cruzi. Os glicosideos
monoterpénicos, juntamente com os terpendides e fitoesterol foram isolados e as suas estruturas

foram determinadas: limonen-10-al (1), geranial (2), neral (3), B-sitosterol (4), acido oleanolico
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(5), acido ursoélico (6), p-menta-8-en-1,2-diol (7), acido colosélico (8), limonen-10-ol 10-O--
D-glucopiranosideo 9) e  limonen-10-ol 10-O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-p-D-
glucopiranosideo (10). Os compostos 1 (3,1 uM), 2 (3,1 uM), 3 (3,1 uM), 5 (6,2 uM), 6 (6,2
uM) e 8 (6,2 uM) foram eficazes contra os epimastigotas de 7rypanosoma cruzi (SAEIDNIA
etal.,2004)

Em nosso laboratdrio, apresentamos os resultados de uma investigacao sobre a atividade
antiprotozoaria e antifungica de trés espécies de plantas do género Palicourea (Rubiaceae):
Palicoura marcgravii, Palicoura rudgeoides e Palicoura tetraphylla. Os testes foram
realizados in vitro em diferentes concentragdes (25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL) em 24 h contra:
epimastigotas de Trypanosoma cruzi, leveduras Candida albicans ¢ Candida tropicalis e
filamentos do fungo Fusarium solani. As folhas das plantas foram secas, pulverizadas e
submetidas a extracdo exaustiva com metanol e este extrato foi fracionado em acetato de etila,
agua, butanol, diclorometano e hexano. As fragdes produzidas por butanol, metanol e acetato
de etila de Palicourea rudgeoides foram os melhores na redu¢do de epimastigotas, pois o
crescimento dos epimastigotas foi inibido e a morfologia foi alterada, ocasionando retra¢do no
corpo do parasito devido a perda de contetdo citoplasmatico, além de causar enrugamento da
membrana plasmatica. Nenhum dos extratos exibiu atividade inibitoria no desenvolvimento de
leveduras e fungos filamentosos testados (ALEXANDRINO et al., 2016).

Outros trabalhos com extratos naturais também foram realizados contra Toxoplasma
gondii utilizando extratos aquosos de folhas de Azadirachta indica (nim) e Melia azedarach
(Santa Barbara ou canela) nas seguintes concentracdes: 0.15,0.3,0.5,1,2,3 e Smg mL" Apos
o tratamento com nim e canela por 24 h, a porcentagem de infeccdo e o nimero de taquizoitos
intracelulares decaiu drasticamente. Este efeito foi concentracdo-dependente. Durante a
incubacao dos extratos, uma progressiva desorganiza¢do morfologica e ultraestrutural levaram
a formacao de intensa vesiculacdo e completa destrui¢ao do parasita, que passou a uma estrutura
amorfa, antes da completa elimina¢cdo do meio intracelular. No entanto, durante o tratamento
com os extratos, efeitos morfologicos nao foram observados nas estruturas da célula hospedeira.
Resumidamente, o nim reduziu progressivamente a infec¢io em 2 mg mL™! (60%), 3 mg mL!
(75%) e 5 mg mL™' (85%), respectivamente. Essa diminuicdo da infec¢dio estd associada a
eliminagio de taquizoitos intracelulares. Em concentragdes mais baixas (0,1 e 1 mg mL™), ndo
foi observado efeito significativo na infeccdo ou redugdo de parasitas intracelulares (MELO;
VILELA; CARVALHO, 2011).

Um estudo investigou a acdo de um extrato proteico e de uma fra¢do enriquecida com

inibidor de protease da torta de sementes de Jathropa curcas no desenvolvimento de taquizoitos
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de células Vero infectadas com Toxoplasma gondii. O extrato proteico (Jc CE) foi obtido apos
solubilizacdo da torta de sementes de Jathropa curcas com tampao borato de sddio 100 mM,
pH 10, centrifugacdo e dialise do sobrenadante resultante com o tampao extrator. O extrato
proteico (Jc CE) foi utilizado para os ensaios in vitro de atividade anti-toxoplasma nas
concentragdes de 0,01, 0,1, 0,5, 1,5, 3,0 ¢ 5,0 mg/mL por 24 h. Os resultados mostraram que Jc
CE reduziu a porcentagem de infec¢do e o numero de parasitas intracelulares, mas nao teve
efeito na morfologia das células Vero até¢ 3,0 mg/mL. A fracdo enriquecida com inibidor de
cisteina protease reduziu o nimero de células infectadas por Toxoplasma gondii e o de parasitas
intracelulares. Estes resultados sugerem que o Jc CE ¢ a fracdo enriquecida com o inibidor de
cisteina protease interferem no crescimento intracelular de Toxoplasma gondii (SOARES et al.,
2015).

Outro estudo analisou a atividade de defensinas recombinantes e naturais de sementes
de Vigna unguiculata contra promastigota de Leishmania amazonensis. Os resultados mostram
que a Leshmania tratada com a defensina recombinante (Vu -Defr) levou a eliminagao de 54,3%
e 46,9% dos parasitas em 24 e 48 horas de incubagdo, respectivamente. Em contrapartida, a
semente natural (Vu -Def) eliminou 50% e 54,8% dos parasitas em 24 e 48 horas,
respectivamente. Ambos foram utilizados na concentragdo de 100 pg/mL. Estes resultados
sugeriram o potencial das defensinas vegetais para serem utilizadas como novas substincias
antiparasitarias (SOUZA et al., 2013).

Embora o mecanismo de agdo dessas espécies de Trichilias ndo seja conhecido e ainda
seja necessario mais estudos sobre a composicdo bioquimica dos compostos e andlises
ultraestruturais dos parasitos tratados com os extratos foliares, os resultados obtidos neste
trabalho revelaram que os extratos de Trichilia possibilitaram a inibicdo do crescimento de
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, pois as culturas submetidas aos tratamentos

apresentaram alteragcdes morfologicas e redu¢dao no nimero de parasitas.
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7 CONCLUSAO

Os extratos brutos de Trichilia inibiram o crescimento in vitro de formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi.

A testagem com os extratos brutos de Trichilia casaretti, Trichilia lepidota e Trichilia
hirta contra o epimastigota demonstrou alteragdes morfologicas, como um corpo arredondado,
a auséncia de flagelo e a presenca de parasitas em configuracao dupla.

As trés plantas utilizadas apresentaram um bom resultado na inibi¢ao do crescimento de

parasitas.
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