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RESUMO

O protozodrio hemoflagelado, Trypanosoma cruzi, transmitido principalmente pelo inseto
triatomineo, por infec¢do congénita ou por transfusdo sanguinea, causa a tripanossomiase
americana ou doenca de Chagas, como é mais conhecida. Essa € uma séria doenga parasitaria
que ocorre na América Latina, com considerdvel impacto social e econdmico. Dois
medicamentos, nifurtimox e benzonidazol, sdo indicados no tratamento de pessoas infectadas,
mas sdo pouco eficientes na fase aguda e praticamente ineficientes na fase cronica. Devido a
esses fatores, ¢ de extrema importincia que se encontre um novo e eficiente agente
quimioterdpico e/ou quimiopreventivo. Neste trabalho, foi investigada a atividade de extratos,
fragdes, substincias puras e semi-sintéticas de diferentes espécies da Familia Piperaceae na
presenca das formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi; as substancias que se apresentaram
ativas, também foram analisadas nas cepas NCS e Bolivia. Além disso, observaram-se as
possiveis modificagdes morfoldgicas que essas substincias poderiam causar nos parasitos,
bem como um possivel local de sua atuagdo e uma andlise preliminar de sua citotoxicidade,
quando na presenca de macréfagos de camundongos isogénicos. A eficdcia dessas substancias
foi avaliada pelo método colorimétrico utilizando a redu¢do do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] em formazan, produzido pela atividade da enzima
succinato desidrogenase da mitocondria. Os cristais de formazan formados, depois de
dissolvidos, foram determinados espectrofotometricamente. Os resultados encontrados foram
proporcionais as atividades metabdlicas das células (parasitos e/ou macréfagos), sendo o ICsq
(metade da concentracdo inibitéria médxima) calculado por regressdo linear para cada
substincia. Intensas modificacdes morfoldgicas foram observadas nos parasitos apOs
determinado periodo de incubag@o, confirmando a atividade téxica de algumas das
substancias. Entretanto, aparentemente, ndo houve correlacdo direta entre as modificagdes

morfoldgicas nos parasitos e os valores de ICsy encontrados.

Palavras chaves: Trypanosoma cruzi, Familia Piperaceae, MTT, macréfagos, modifica¢des

morfoldgicas.



ABSTRACT

The hemoflagellate protozoan, Trypanosoma cruzi, transmitted by triatominae bugs,
congenital route or blood transfusion, causes American trypanosomiasis or Chagas’ disease,
as it is more known. This is a serious parasitic disease which occurs in Latin America, as a
considerable social and economic impact. Two drugs, nifurtimox and benznidazol, had been
evaluated in the treatment of infected people, but they have low tolerance in the acute phase
and practically inefficient in the chronic phase. Because of these considerations, it is
important to search for new more efficient chemopreventive and chemotherapeutic agents. In
this work, we have been investigating the activity of crude extracts, fractions, pure and half-
synthetic substances from different species of the Piperaceae Family in the presence of the
epimastigote forms from 7. cruzi Y strain; the samples which presented some activity also
were analyzed in NCS and Bolivia strains. Moreover, we observed morphological
modifications that some samples can make in the parasites, as well as a possible action site
and a preliminary analysis of their citotoxicity, when in the presence of isogenic mice
macrophages (Balb/c and C57/Black). The efficacy of these samples was also measured using
the reduction of MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] into a
stained formazan product by the mitochondrial enzyme succinate dehydrogenises activity.
The crystals of formazan formed, after dissolved, had been determined
spectrophotometrically. The results were proportional to the metabolic activity of the cells
(parasites and/or macrophages), being the ICsy (half of the maximum inhibitory
concentration) calculated by linear regression for each sample. Intense morphological
modifications were observed in the parasites after a determined time of incubation,
confirming the toxic activity of some substances. However, it seems that there was no any

direct correlation between these parasite morphological findings and the ICso.

Key words: Trypanosoma cruzi, Piperaceae Family, MTT, macrophages, morphologic
modifications.
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1) INTRODUCAO

A prevencao de certas doencas parasitdrias depende da associacdo de diversos fatores,
tais como, medidas ecoldgicas, sanitdrias e emprego de fadrmacos eficazes e seguros (Frayha et
al., 1997). A eficacia do tratamento depende, por sua vez, do conhecimento detalhado do ciclo
de vida, metabolismo e biologia dos parasitos. Com o avango tecnolégico e do conhecimento
cientifico para o entendimento de quase todos os ciclos de vida dos parasitos no homem,
tornou-se possivel a realizacdo do processo de planejamento de firmacos de maneira mais
racional, enfatizando o mecanismo de agdo, com o intuito de atingir alvos especificos e

essenciais dos parasitos, minimizando os efeitos deletérios das substancias para o homem.

1.1)Como tudo comecou

Baseado no livro Histéria da Doenga de Chagas de Milton Carneiro, deve-se retornar
um pouco ao ano de 1908 para averiguar como Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas
observou pela primeira vez os tripanosomas e a doenca.

No ano de 1908, estava sendo construida a Estrada de Ferro Central do Brasil na
regido norte de Minas Gerais e a maldria impedia o andamento dessa construg@o. Para acabar
com esse problema, o engenheiro-chefe da construtora, Dom Cantarino Mota entrou em
contato com Oswaldo Cruz, que designou Carlos Chagas, assistente do Instituto de
Manguinhos para ir a Lassance, norte de Minas e dirigir o combate a doenca.

Em uma conversa com o engenheiro Cantarino Mota, ja em Lassance, foi sugerido a
Carlos Chagas que fizesse um estudo sobre o "barbeiro" uma vez que esse vivia nas casas de
pau-a-pique e chupava sangue de pessoas e animais.

Chagas dissecou diversas vezes o barbeiro e, dentro de seu tubo digestivo encontrou
"flagelados com caracteres de critidias", como ele proprio disse. Remeteu, entdo, alguns
exemplares do barbeiro a Oswaldo Cruz que fez as mesmas observacgdes. Para o estudo do
ciclo evolutivo, inocularam os tripanosomas em sagiiis, coelhos e caes.

Chagas deu o nome ao tripanosoma de Trypanosoma cruzi (Trypanosoma que
significa corpo em verruma e cruzi em homenagem a Oswaldo Cruz).

Em um exame a fresco de sangue de uma crianga gravemente enferma em 23 de abril
de 1909, encontrou alguns flagelados que apresentaram morfologia idéntica a do tripanosoma
presente no sangue de animais. A menina se chamava Berenice e se tornou mundialmente

conhecida, pois a cepa do parasito isolado foi dado seu nome.
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A primeira noticia cientifica da descoberta da autoria de Carlos Chagas foi publicada
em 1909, no "Memorias do Instituto Oswaldo Cruz" e, em 1912, apareceu pela primeira vez
em uma divulgacio ndo cientifica no "Almanaque Brasileiro Garnier".

Além desse trabalho, Chagas publicou outros relacionados a sua descoberta. Os mais
importantes foram: "Nova tripanosomose humana" (1909); "Aspecto clinico geral da nova
entidade mérbida produzida pelo Schizotrypanum cruzi" (1910); "O ciclo do Schizotrypanum
cruzi no homem e nos animais de laboratério” (1911); "Sobre um tripanosoma do tatu"
(1912); "Formas nervosas de uma nova tripanosomose”" (1913); "Revista do ciclo do
Trypanosoma cruzi" (1913) e "Descoberta do Trypanosoma cruzi e da tripanosomose

americana. Retrospecto histérico" (1922).

1.2) Doenca de Chagas

A tripanossomiase americana, esquizotripanose ou doenca de Chagas, é uma zoonose
causada pelo hemoflagelado denominado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi e transmitida
pelo inseto triatomineo (hemiptero hemat6fago da familia Reduviidae). Esse protozodrio
pertence ao subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Trypanosoma (Chagas 1909; Lana & Tafuri 2000; Schmuiiis 2000; Rey 2001).

Em um estudo feito pelo World Bank em 1993, a doenca de Chagas na América Latina
chegou a ocupar o primeiro lugar das doengas tropicais e o quarto das doengas transmissiveis,
ficando atrds apenas das doencas respiratdrias agudas, diarréia e Aids (Schumuiiis 1997). Em
um outro estudo, agora realizado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em 1997, a
doenga de Chagas se mostrou endémica na América Latina, afetando de 16 a 18 milhdes de
pessoas e tendo uma populagdo maior que 100 milhdes expostas a infecgdo (WHO 1997; Lana
& Tafuri 2000; Schumuiiis 2000; Pozas et al., 2005).

A prioridade no combate da doenga de Chagas sempre foi renegada devido ao seu
carater crdnico e rural, acometendo populacdes carentes, sem condicdo de reivindicacgdo de
suas necessidades. Sendo por compromisso social, estudos de custo-beneficio mostraram a
importincia do combate a doenca (Silveira 2000). Sendo a doenga uma zoonose, sua
erradicacdo parece utépica. Sempre haverd o risco de domiciliacido de vetores silvestres e da
contamina¢cdo humana acidental. Devido ao grande nimero de reservatérios selvagens e
domésticos e, conseqiiente inviabilidade de seu esgotamento, aliado ainda a indisponibilidade
de vacinas e fairmacos efetivos no tratamento da fase cronica da doenca, a tnica possibilidade
de combate a doenga atualmente reside na reduc@o ou interrup¢do da transmissdo vetorial

focada no controle de populagdes domiciliadas (Silveira 2000). Por isso, a doenga de Chagas



27

ainda é endémica em muitas dreas do interior do Brasil, exigindo pesquisas sobre novos
farmacos contra o 7. cruzi e novas formas de combater o triatomineo, 0 que sugere que o
governo brasileiro faca investimentos, também, no combate ao inseto.

O T. cruzi é representado por um conjunto de populacdes que circulam em hospedeiros
mamiferos e insetos vetores. Estas populacdes, também denominadas isolados ou cepas,
apresentam grande heterogeneidade de comportamento biolégico como, por exemplo,
diferentes graus de viruléncia para animais experimentais e humanos, variacdes na
sensibilidade a substancia e tropismo tissular (Docampo et al., 2005).

Atualmente, as cepas de T. cruzi sdo agrupadas em dois tipos: cepas do tipo I, que
segundo Briones e colaboradores (1999) sdo as linhagens isoladas de seres humanos e, cepas
do tipo II, que sdo as linhagens isoladas de vetores. A cepa Y, descrita por Silva &
Nussenzweig (1953) é considerada uma cepa padrao do tipo I; a cepa NCS (cepa tipo I),
isolada de paciente chagasico da regido de Araraquara pelo Dr. Arnaldo Buainain (Buainain et
al., 1987) do Departamento de Andlises Clinicas da FCF-UNESP, e gentilmente cedida ao
nosso laboratério desde 1987; a cepa Bolivia foi isolada de triatomineo em Vitichi — Bolivia
por Funayama e Prado Junior (1974). Essa cepa, apesar de apresentar predominantemente a
forma larga, também apresenta uma pequena propor¢do de forma delgada em sua
constituicdo. Na maioria, seus parasitos t€tm membrana ondulante com poucas ondulacdes e

flagelo relativamente curto (Zingales et al., 1998).

1.3) Transmissao

Existem trés ciclos de transmissdo vetorial: doméstico, silvestre e peridoméstico. O
ciclo de maior importincia epidemiolégica é o doméstico, ja que perpetua a infeccido em seres
humanos. Neste ciclo, o vetor cresce e se multiplica em fendas nas paredes, buracos nos
telhados, debaixo e atrds de méveis, quadros e outros pontos das residéncias com paredes de
barro ou tijolo cru e telhados de palha ou junco (Brener et al., 2000).

Os principais mecanismos de transmissdo sdo pelo contato com as fezes e urinas de
triatomineos contaminados (principais géneros sdo Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus),
transfusdes sanguineas, transmissdo congénita ou vertical (Lana & Tafuri 2000) e transmissao
oral. As transmissdes mais raras, mas nao menos importante sao as por acidente laboratorial,
manejo de animais infectados, transplantes de 6rgdos e leite materno (Mazza et al., 1936;
Comandaroba et al., 2002; Coura & Castro 2002).

A transmissdo vetorial deve ser considerada o mecanismo primério de difusdo da

doenga, pois dela dependem as outras formas de transmiss@o, sendo responsavel por 80 a 90%
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dos casos. Ela acontece geralmente a noite, quando os triatomineos abandonam seus
esconderijos e picam, geralmente o rosto, do individuo que estd dormindo. Depois ou durante
a picada, o inseto evacua préximo ao local, contendo em suas fezes e urina, tripanosomas
infectantes. Ao sentir a dor e o prurido, o individuo picado acorda, coca, suja os dedos com
fezes contaminadas, esfregando os olhos e os locais atingidos pela picada, e assim ha a
contaminacao (Carneiro 1963). Esse tipo de transmissdo vem aumentando ao longo dos anos
devido, principalmente, as atividades de "turismo ecolégico” em locais ecologicamente
fechados como os sitios da Mata Atlantica brasileira, por exemplo (Dias 2002).

A transfusdo sanguinea foi considerada uma possibilidade de transmissio
primeiramente por Salvador Mazza na Argentina (Mazza et al., 1936) e até hoje o cuidado
com o banco de sangue deve ser grande (Dias 2002).

Na década de 70 (1974), no atual Instituto de Cardiologia “Dante Pazzanese” de Sao
Paulo, foi detectado pelo médico cardiologista, Dr. Elias Buainain (in memorian), através do
quadro clinico e do xenodiagnéstico, um dos primeiros casos de infeccdo de Chagas por
transfusdo sanguinea, em um individuo estrangeiro que vivia no Brasil e que possuia um alto
poder aquisitivo (Dra. Regina Cicarelli, comunicagdo pessoal). Isso, certamente, porque ainda
eram (e sd0) poucos os paises latino-americanos que realizam sorologia para 7. cruzi em
100% dos doadores (Brener et al., 2000). Além disso, esse tipo de transmissdo € a principal
forma de contaminagdo nos paises ndo endémicos como Canada, Espanha e Estados Unidos,
encontrando-se uma porcentagem que varia de 5 a 20% (Dias 2006b).

A transmissdo congénita, como o préprio nome ja diz, ocorre em criangas infectadas
pela mae sorologicamente positiva, que apresenta 7. cruzi no sangue do corddo umbilical
(Coura & Castro 2002). Sua porcentagem de contaminac¢do varia de 0,5 a 8% no Brasil (Dias
2000). Acredita-se que a infec¢do congénita pelo 7. cruzi continuard como um problema de
satde publica, nos paises latino-americanos, pelo menos nos préoximos 30 anos, quando se
espera que o nimero de mulheres infectadas em idade fértil deva reduzir significativamente
(Carlier & Torrico 2003).

A contaminacio de alimentos por vetores silvestres e reservatérios de 7. cruzi em
vertebrados € provavelmente o fator de maior importancia na transmissdo oral da doenca de
Chagas (Camandaroba et al., 2002). Desde o relato de Mazza e colaboradores em 1936 sobre
transmissao por leite materno, outras observacdes assinalaram casos de transmissdo oral em
Teutdnia (RS) (Nery-Guimaraes et al., 1968; Silva et al., 1968), na Paraiba (Shikanai-Yasuda
et al., 1991), na Coldmbia, na Argentina, no México, na Amazonia (Valente et al., 1999),

registrando-se mais recentemente, em 2005, um surto em Santa Catarina. Ainda segundo a
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Secretaria de Vigilancia em Saide do Ministério da Satde, um outro episédio parece ter
ocorrido no Ceard, em 2006. Em acidentes de laboratério, a contaminag¢do oral foi
comprovada em técnicos que se infectaram pela ingestdo de formas de cultura ou de sangue
contaminado, enquanto que pelo menos um caso (na Argentina) deveu-se a ingestdo
comprovada de carne de caca (Dias 2006a).

O surto em Santa Catarina totalizou 45 casos suspeitos, sendo 31 confirmados e 5
6bitos. A transmissdo foi relacionada ao consumo de caldo de cana em um unico ponto de
venda nas margens da BR 101 (Barracdo Penha II), no municipio de Navegantes. No local
foram encontrados dez vetores infectados numa palmeira préxima ao quiosque de venda de
caldo de cana, um dentro do quiosque, também infectado, e 33 na mata fechada atrds do
quiosque, ndo estando infectados apenas trés deles. Também proximo foi encontrado um
gambd fémea com quatro filhotes, todos infectados (Ianni & Mady 2005).

Logo em seguida, 26 pessoas foram contaminadas com suco de agai acrescido do
parasito em Igarapé da Fortaleza, Amapd (Ianni & Mady 2005). Somente no Pard, 71 casos
foram notificados, incluindo dezessete microepidemias familiares, principalmente por
ingestdo de suco de acai contaminado. A palmeira de agai, juntamente com a de bacaba, cujo
suco também € consumido na regido, e a de babagu sdo conhecidas por abrigar triatomineos
na regido Norte do Brasil (Valente et al., 2001). Curiosamente, nos treze casos agudos
relatados em Abaetetuba (PA), aproximadamente a metade evoluiu com eletrocardiograma
normal, caracteristica observada em estudos de campo em outras regides do Brasil (Ianni &

Mady 2005).

1.4) Morfologia e ciclo biolégico
O T. cruzi apresenta as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota, como se

pode observar na Figura 1.
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Figura 1: Morfologia do T. cruzi: (A) epimastigota, (B) tripomastigota e (C) amastigota.
Fonte: A) http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html e http://www.ciens.ula.ve/~biolprot/protozoo/tcformas.htm
B) http://www.uta.edu/chagas/html/biol Tcru.html e http://www2.nau.Edu/~fpm/research/res.html
C) http://www.uta.edu/chagas/html/biol Tcru.html e http://www.ucm.es/info/parasito/aTLAS.htm

A forma epimastigota caracteriza-se por ser alongada, com cinetoplasto justanuclear e
anterior ao niucleo e flagelo livre na por¢do anterior. Essa ¢ a forma de replicagdo no
hospedeiro invertebrado (triatomineo) que se encontra na por¢ao posterior do intestino e em
cultura em meio liquido (Chagas 1909; Lana & Tafuri 2000; Rey 2001).

A forma tripomastigota € alongada, com cinetoplasto posterior ao nicleo, com flagelo
que se estende por toda célula e torna-se livre na por¢ao anterior. A forma tripomastigota é
encontrada na circulacdo sanguinea do hospedeiro vertebrado, podendo estar presente também
nos espacos intersticiais, no liquido cefalorraquidiano, leite, esperma e em cultura de células.
Os tripomastigotas metaciclicos sdo morfologicamente semelhantes as formas
tripomastigotas, sendo as formas infectantes liberadas nas fezes do vetor (Lana & Tafuri
2000; Rey 2001).

A forma amastigota é arredondada ou ovalada, com um flagelo curto que ndo se
exterioriza (Lana & Tafuri 2000). E a forma de replicacio no hospedeiro vertebrado, presente
no interior de vérios tipos de células, mas predominantemente nas fibras musculares estriadas
e lisas e no sistema fagocitico mononuclear e em cultura de células. (Chagas 1909; Lana &
Tafuri 2000; Rey 2001).

A Figura 2 representa o ciclo bioldgico da doenca de Chagas. H4 multiplicacdo de
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formas epimastigotas no intestino posterior do vetor (A). Na ampola retal, os parasitos se
transformam em tripomastigotas metaciclicos que é a forma infectante, comprida (B) que sdo
eliminados com as fezes (C). Ao penetrar no hospedeiro vertebrado, os flagelados invadem
células do sistema fagocitdrio mononuclear cutaneo (D) onde, perde o flagelo e a membrana
ondulante e sob a forma amastigota, voltam a multiplicar-se. Depois passam para o sangue
como tripomastigotas (E). Os parasitos disseminam-se pelo organismo, reproduzindo-se
assexuadamente e atacando principalmente musculos lisos e estriados, macréfagos e
fibroblastos (F). Depois de varias divisdes assexuadas, as formas arredondadas se
transformam em novas formas alongadas e passam novamente para o sangue. O ciclo fecha-se
quando o paciente é picado por outro triatomineo (G) e as formas sanguineas chegam ao

intestino do vetor (H) (Carneiro 1963; Rey 2001).

Figura 2: Ciclo bioldgico do T. cruzi
Fonte: http://www.who.int/tdr/diseases/ chagas/lifecycle.htm

1.5) A doenca

A doenca de Chagas apresenta duas fases, aguda e cronica, podendo ser sintomética
(aparente) ou assintomadtica (ndo aparente), sendo esta a mais freqiiente, de 90 a 98% dos
pacientes (Brener et al., 2000; Lana & Tafuri 2000).

Depois da infeccd@o e incubagdo, inicia-se a fase aguda da doenca. A doenca aguda se
diferencia da cronica por ser inicial, rdpida e com elevada parasitemia. Além disso, pode
apresentar manifestagcdes locais quando o 7. cruzi penetra na conjuntiva (sinal de Romaiia) ou

na pele (chagoma de inoculagdo), aparecendo dentro de 4 a 10 dias apds a picada do



32

triatomineo, regredindo em um ou dois meses (Brener et al., 2000; Lana & Tafuri 2000). A
mortalidade nesses casos é de 2 a 8%, especialmente em criancas (Coura & Castro 2002).

J4 a fase cronica se mostra tardia, de lenta evolugdo e com baixa parasitemia, podendo
essa se dividir em indeterminada (infec¢do com auséncia de sintomatologia, que acontece de
50 a 69% dos casos), subaguda e determinada ou sintomatica (formas cardiacas em 13% dos
casos, digestivas em 10% e formas mistas em 8%) (Brener et al., 2000; Lana & Tafuri 2000).

Depois que o individuo € infectado, as primeiras reacdes que ele apresenta sdo:
inflamag¢do mononuclear devido a ruptura de células parasitadas e severas inflamacdes
acompanhadas de necrose, especialmente no coragdo. Outros sintomas e reagdes da doenga de
Chagas sdo: agregacdo de plaquetas, degranulacdo de eosindfilos, patologia microvascular,
edemas, trombose, isquemia, megaesdfago e megacdlon (Andrade 1999).

Geralmente o 6rgdo mais afetado pela doenca de Chagas é o coracdo. O parasitismo
produz a desintegracdo e a destruicdo das miofibrilas e conseqiiente liberacido de produtos
toxicos. As lesdes miocardicas sdo primitivamente inflamatérias e, secundariamente
degenerativas. As principais manifestagdes clinicas das lesdes cardiacas sdo a taquicardia, a
hipotensdo, a arritmia extrassistdlica e a cardiomegalia (aumento extraordindrio do volume do

coragdo) (Carneiro 1963).

1.6) Diagnéstico clinico e laboratorial

O diagnéstico da infeccdo pelo T. cruzi deve ser apoiado pela epidemiologia e pela
clinica e, confirmado, quanto 2 etiologia, pelo diagndstico laboratorial. Elementos importantes
para a suspeita da etiologia chagdsica sdo: regido de procedéncia do paciente, estadia em casas
onde havia triatomineos, e transfusdes sanguineas, mesmo fora das 4dreas endémicas (Brener
et al., 2000; Lana & Tafuri 2000; Rey 2001).

A presenca dos sinais de porta de entrada (sinal de Romafa e/ou chagoma de
inoculagdo) acompanhados de febre irregular ou ausente, adenopatia-satélite ou generalizada,
hepatoesplenomegalia, taquicardia, edema generalizado ou dos pés, fazem suspeitar da fase
aguda da doenca. As alteragdes cardiacas com sinais de insufici€ncia cardiaca confirmada
pelo eletrocardiograma e alteragdes no esofago e célon (reveladas por raios X) fazem
suspeitar da fase cronica (Brener et al., 2000; Lana & Tafuri 2000; Rey 2001).

Os métodos de diagnéstico laboratorial apresentam diferentes resultados se aplicados
na fase aguda ou cronica da infec¢do. Na fase aguda, observa-se alta parasitemia, presenca de
anticorpos inespecificos e inicio de formacdo de anticorpos especificos (IgM e IgG) que

podem atingir niveis elevados. Nessa fase, recomenda-se a pesquisa direta do parasito (a
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fresco, micro-hematdcrito, gota espessa, etc.) e, se necessdrio, pesquisa indireta
(xenodiagndstico, hemocultura, PCR, etc.) (Lana & Tafuri 2000; Luquetti & Rassi 2000; Rey
2001). Na fase cronica, observa-se baixissima parasitemia e presenca de anticorpos
especificos (IgG). Assim, recomendam-se métodos soroldgicos (IFI, ELISA, HAI) (Lana &
Tafuri 2000; Luquetti & Rassi 2000; Rey 2001).

1.7) Terapéutica

A terapéutica da doenca de Chagas continua parcialmente ineficaz. Brener e outros
pesquisadores fizeram diversos testes de substincias em animais e observaram que varios
componentes t€ém um efeito supressor, mas nenhum deles conseguiu promover uma cura
definitiva em todos os pacientes (Brener 1968; Lana & Tafuri 2000). Além disso, muitos
problemas sio encontrados quanto a seu uso, incluindo toxicidade aguda, falta de absorcdo
oral e resisténcia (Wang 1995).

No final de 1960 e comeco da década de 70, dois fArmacos comecgaram a ser utilizados
no tratamento da doenca de Chagas: Nifurtimox e Benzonidazol, comercializados,
respectivamente, com os nomes Lampit® e Rochagan® (Coura & Castro 2002), sendo mais
efetivo para eliminar os parasitos na fase aguda da doenga, diminuindo o curso da infecgdo,
desde que a doenca ndo tivesse acometido o sistema cardiovascular (Sadde-Guimardes &
Faria 2007).

No entanto, no Brasil, o nifurtimox foi retirado do mercado devido a seus efeitos
colaterais (Lana & Tafuri 2000; Rey 2001). Entre os efeitos colaterais dos dois medicamentos,
pode-se observar: perda de peso (anorexia), ndusea e vOmito, excitacdo nervosa, insdnia,
convulsdo, vertigens, dores de cabeca, sonoléncia, depressdo do sistema nervoso central ou
sintomas maniacos, polineuropatias periféricas e dermatites (Castro & Dias 1988; Saude-
Guimardes & Faria 2007). Dessa forma, o benzonidazol se tornou aqui, a Unica alternativa
para o tratamento, apesar de muitas criticas devidas também a seus efeitos colaterais e a pouca
efetividade na fase cronica da doenca.

Essa baixa eficiéncia é encontrada principalmente em adultos, uma vez que, estudos
conduzidos pelo TDR (Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais),
programa especial da OMS, demonstraram que criangas menores de 12 anos, no inicio da fase
cronica, puderam ser curadas ou demonstraram cerca de 60% de negativacdo da sorologia e
todos ficaram menos vulnerdveis a desenvolver danos cardiacos em relacdo ao grupo nao
tratado (Andrade et al., 1996; Sosa-Estani et al., 1998; Andrade et al., 2004; Sosa-Estani &
Segura 2006).
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Atualmente, o uso do benzonidazol estd sendo descontinuado no Brasil.

1.8) Futuro: O que esperar?

As doencas negligenciadas sdo doencas que afetam milhares de pessoas ao redor do
mundo, mas que ndo dispdem de tratamentos eficazes ou adequados. Em sua maioria, sido
doencas tropicais infecciosas que afetam principalmente pessoas pobres, como por exemplo, a
leishmaniose, a doenga do sono, a maldria, e a doenga de Chagas.

H4 um grande volume de trabalhos cientificos que tratam da biologia, imunologia e
genética dos parasitos causadores destas doengas, porém todo esse conhecimento ndo
consegue se reverter em novas ferramentas terapéuticas para as pessoas afetadas.

Entre 1975 e 1999, dos 1.393 farmacos desenvolvidos, apenas 1% foi dirigida para a
tuberculose e as doencas tropicais (Barrett & Gilbert 2002), que estdo englobadas entre as
doengas negligenciadas e as extremamente negligenciadas, respectivamente. Isso se deve,
provavelmente, ao retorno econdmico que é muito pequeno frente aos gastos para o
desenvolvimento de um produto de sucesso (cerca de 300 milhdes de dolares).

As doengas negligenciadas também podem afetar individuos dos paises ricos, como
pacientes com tuberculose e pessoas que contraem maldria em viagens, para as quais a
inddstria farmacéutica baseada em pesquisa tem interesse apenas marginal. No caso das
doengas "extremamente negligenciadas", como a doenca do sono, a de Chagas e a
leishmaniose, os pacientes sdo tdo pobres que praticamente ndo possuem poder de compra, e
nenhuma manipulacdo das for¢as de mercado poderd estimular o interesse das empresas

farmacéuticas.

Figura 3: Situacdo das doencgas negligenciadas extremamente negligenciadas
Fonte: http://www.dndi.org.br/Portugues/doencas_negligenciadas.aspx
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As Doencas Globais, como o céncer, doencgas cardiovasculares, doencas mentais e
disttirbios neuroldgicos representam a maior concentragdo de P&D da industria farmacéutica.
Apesar de elas afetarem tanto os paises desenvolvidos quanto os em desenvolvimento, nestes
a maioria das pessoas que necessitam de medicamentos para tratar essas doengas ndo pode
pagar por elas e, por conseguinte, ndo é atendida pelo mercado farmacéutico.

As Doencas Negligenciadas, como a maldria, provocam um interesse apenas marginal
na inddstria farmacéutica baseada em pesquisa. Embora também afetem individuos dos paises
ricos, como pacientes com tuberculose e pessoas que contraem maldria em viagens, essas
doengas afligem primordialmente as populagdes dos paises em desenvolvimento.

As Doencas Extremamente Negligenciadas, como a doenca do sono, a de Chagas e a
leishmaniose, afetam exclusivamente as populagdes dos paises em desenvolvimento. Como a
maioria desses pacientes € pobre demais para pagar qualquer tratamento, eles ndo representam
praticamente nenhum mercado e a maioria fica excluida do escopo dos esforcos de P&D da
industria de remédios e, portanto, fora do mercado farmacéutico.

Na Figura 3, a zona acinzentada representa a parcela do Mercado Farmacéutico
Mundial referente a produtos voltados para condicdes que sdo diferentes das puramente
médicas (como celulite, calvicie, rugas, dietas, estresse e problemas de adaptacdo a fuso
horério), que constituem um segmento de mercado altamente lucrativo nos paises ricos.

Portanto, o futuro, ndo s6 da doenca de Chagas, mas de todas as doencas
negligenciadas, estd fortemente baseado na chamada “nova biologia”, isto €, na biologia
molecular, que nos fornece diversas informacdes de vdrios projetos genomas (PG) em
andamento, incluindo os humanos, os patogénicos (incluindo 7. brucei e T. cruzi) e os
genomas de vetores (Morel 1999) e na procura de novos farmacos a partir de estudos de
vegetais em geral.

A ultima década assistiu ao surgimento de diversos PG visando a obteng¢do de uma
amostragem total ou parcial de seqiiéncias de DNA dos mais diversos organismos. O primeiro
PG langado neste contexto foi o humano, iniciado oficialmente em 1990 nos Estados Unidos e
rapidamente seguido por outros paises do Primeiro Mundo. O pleno conhecimento do genoma
humano, com cerca de cem mil genes expressos, possibilitard um melhor estudo da
diversidade genética humana, permitindo o desenvolvimento de testes diagndsticos e
progndsticos e guiard o desenvolvimento de novos farmacos efetivos para as mais diversas
doengas. A conclusdo deste projeto representard, sem dudvida, a maior revolucio

biotecnoldgica do préximo século (Dias Neto 2002).
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Ao PG humano surgiram vdrios outros dos mais diversos organismos, e dentre eles os
PG de parasitos. Os primeiros PG de parasitos foram de imediato financiados por laboratdrios
privados e entidades governamentais, com 6bvios interesses financeiros e estratégicos. Um
exemplo neste sentido pode ser dado pelo PG de maldria, que objetiva o seqiiénciamento do
genoma dos protozodrios causadores desta doenga. Em 1994, na tentativa de estimular o
progresso de PG de parasitos extremamente relevantes na saide publica, mas sem um
financiamento substancial de entidades privadas, a OMS através da TDR, comegou a apoiar e
financiar parcialmente alguns destes PG. Foram escolhidos os parasitos relacionados a cinco
grupos de doengas: esquistossomoses (Schistosoma spp), filarioses (Brugia malayi,
Wuchereria bancrofti e Onchocerca volvulus), leishmanioses (Leishmania spp), doenca de
Chagas (T. cruzi) e tripanossomiase africana (7. brucei) (Dias Neto 2002).

A iniciativa da OMS tinha como objetivos principais o desenvolvimento de mapas
detalhados do genoma de parasitos, a implementacio de novas tecnologias, o
desenvolvimento de bancos de dados acessiveis aos pesquisadores interessados, de métodos
de andlise genética de parasitos e o envolvimento e treinamento de pesquisadores de paises do
Terceiro Mundo, onde estas parasitoses sdo endémicas. Um dos aspectos mais fascinantes dos
diversos PG sdo os programas de descobertas de genes.

Nos PG de parasitos, estes programas oferecem a possibilidade da descoberta de
mecanismos de resisténcia a firmacos e/ou outras substincias, escape ao sistema imune do
hospedeiro, novos alvos para quimioterapia ou producdo de vacinas. A descoberta de genes
também permite uma melhor compreensdo da histéria evolutiva do parasito e das suas
relacdes com seus hospedeiros (Dias Neto 2002).

Além de Morel (1999), outros autores nos fornecem suas opinides sobre o futuro da
doenga de Chagas. Segundo Dias (2002), o novo milénio contemplard cada vez mais
chagésicos idosos, dai derivando um grande desafio para os médicos e para o sistema de
saude nas proximas décadas e, o proprio Dias (1997) completa, dizendo que o fim da doenca

de Chagas em humano envolve, principalmente, a vontade politica e a responsabilidade social.

1.9) Estudos atuais sobre novas substincias

Virias cepas de T. cruzi foram isoladas de diferentes paises e zonas geogréficas.
Diferencas importantes na resisténcia ou suscetibilidade as substincias em uso, em
experimentacdo em laboratério, ou em estudos clinicos, foram relatadas entre as diferentes
cepas do parasito. Esta situacdo dificulta ainda mais a busca por novos fairmacos anti-7. cruzi

(Morelo et al., 1994).
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Hoje em dia, a quimioresisténcia apresentada pelos parasitos estd muito presente em
alguns paises onde o farmaco ndo € mais utilizado com eficiéncia. Mesmo com as
dificuldades, a falta de novos tripanocidas e o aumento da resisténcia conduziram os estudos
para melhor entendimento dos mecanismos de agcdo e compreensdo da quimioresisténcia
frente aos tripanocidas (Boibessot et al., 2002).

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais tem provocado renovado
interesse pelo conhecimento das caracteristicas das substancias delas originadas. Incluindo
sua morfologia, composicdo quimica, propriedades farmacoldgicas e controle de qualidade,
especialmente quando se trata de plantas brasileiras considerando a extensa e diversificada
flora do pais (Yunes et al., 2001).

Devido a imensa flora e aos aspectos culturais do uso de plantas na forma de extratos
brutos ou infusdes, sua utiliza¢do tornou-se pratica muito comum no tratamento de infeccdes
no Brasil (Calixto 2000). Essa diversidade quimica e as diferentes bioatividades das plantas
vém trazendo o desenvolvimento de centenas de novos farmacos (Luize et al., 2005).

Na literatura atual, observam-se investigacdes sobre a atividade tripanocida com uma
grande variedade de extratos naturais, especialmente os vegetais, os componentes isolados e
os semi-sintéticos (Coura & Castro 2002).

Estudos em diferentes paises, incluindo Brasil, Argentina, Bolivia, México e Colombia
vém mostrando muitas plantas com atividade contra o T. cruzi (Muelas-Serrano et al., 2000;
Weninger et al., 2001; Abe et al., 2002; Igweh et al., 2002).

Virios estudos j4 foram realizados e, dentre as diferentes espécies de plantas brasileiras,
encontram-se muitas com atividade leishmanicida e/ou tripanocida.

Dentre essas, pode-se citar:

Ferreira et al. (2004), analisaram as formas promastigotas de Leishmania brasiliensis e
Leishmania amazonensis na presenca de extratos brutos de Aspidosperma ramiflorum, que se
mostrou mais efetivo contra a espécie de L. amazonensis.

Luize et al. (2005), observaram a atividade de extratos hidroalcodlicos de 19 plantas
medicinais, entre elas: Piper regnellii (‘“pariparoba”), Cymbopogon citratus (“capim limao”),
Matricaria chamomilla (camomila), Tanacetum parthenium (“tanaceto”), Tanacetum vulgare
(“erva dos vermes”), em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e
epimastigotas de 7. cruzi. Produtos naturais como alcaldides, terpenos, quinonas e polifendis
se mostraram com potencial para inibicdo do crescimento dos parasitos, sendo mais ativo na
L. amazonensis.

Menna-Barreto et al. (2005), analisaram o efeito de derivados de B-lapachone, extraido
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de Tabebuia sp em T. cruzi e a atividade em suas organelas. Um dos derivados, N1, se
mostrou ativo contra tripomastigotas em sangue, além de inibir a proliferacdo de
epimastigostas e formas extra e intracelular de amastigotas. Também foi observada a
condensacao anormal de cromatina e danos mitocondriais.

Mesquita et al. (2005) utilizando plantas do cerrado brasileiro, Annona crassiflora
(“araticum do cerrado”), Duguetia furfuracea (“‘araticum seco”), Casearia sylvestris (‘“erva-
de-lagarto”), Matayba guianensis (‘‘camboatd”), entre outras, observaram por testes
colorimétricos (MTT) as atividades tripanocida (tripomastigotas), leishmanicida
(promastigotas) e citotoxicidade em células de mamiferos de extratos brutos hexanicos e
etandlicos. A maior atividade em Leishmania donavani foi encontrada no extrato hexanico de
C. sylvestris e no extrato etandlico de A. crassiflora. Para T. cruzi, os melhores resultados
foram encontrados com extrato hexanico de C. sylvestris.

Truiti et al. (2005), analisaram a atividade antiprotozodrios e mulicidas de Cayaponia
podantha (“taiuid”), Helicteres gardneriana (‘“sacarrolha”), Melochia arenosa (“malva”),
Nectandra falcifolia (“canelinha”), Paullinia elegans (“cip6-timbd”). Dessas, o extrato da
planta N. falcifolia foi o que apresentou o melhor resultado quanto a atividade leishmanicida.
Extratos etandlicos de C. podantha e M. arenosa inibiram o crescimento de formas
epimastigotas de 7. cruzi em concentracdes muito baixas (10pug/mL). Os melhores resultados
encontrados em termos de atividade mulicida foi o dos extratos etandlicos de M. arenosa.

Schinor et al. (2006), analisaram a atividade leishmanicida (amastigotas), tripanocida
(tripomastigota) e antimicrobiana de extratos brutos de Chresta exsucca. Em T. cruzi, o
extrato hexdnico ndo apresentou nenhuma atividade até a concentragdo de 4000mg/mL.,
enquanto que os extratos diclorometinicos e os etandlicos reduziram a viabilidade dos
parasitas em 46,7 e 49,2% respectivamente. Por outro lado, na presenca de L. amazonensis, 0s
trés extratos apresentaram uma reducdo na viabilidade dos parasitos.

Felippe et al. (2008) analisaram a atividade tripanocida de cinco lignanas extraidas de
P. blanda. Todas apresentaram uma boa atividade tripanocida, sendo que a lignana com dois
grupos metilenodioxifenil foi mais ativa que as outras lignanas com um grupo ou nenhum. Na
mesma linha de pesquisa, Batista Jr. et al. (2008) observaram a atividade de cromenos e seus
derivados de Piper gaudichaudianum (que apresentou a melhor atividade, com ICs, de 2,82
uM) e Piper aduncum também frente ao 7. cruzi.

Dentre as diversas substancias isoladas das espécies da flora brasileira com atividade
tripanocida, em uma revisdo, encontrou-se as quinonas da familia Bignoniaceae e da

Euphorbiaceae, os flavondides da familia Asteraceae, os alcaldides das Piperaceae,
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Menispermaceae e Rutaceae, os terpenos das familias da Asteraceae, Annonaceae, Labiatae e
Taxaceae, as lignanas e neolignanas da familia Piperaceae, as xantonas e as

benzofuranodionas (Saude-Guimaries & Faria 2007).

1.10) Familia Piperaceae

A Familia Piperaceae, que estd incluida entre as angiospermas basais e sdo encontradas
nos tropicos como plantas pioneiras, tem sido o sujeito de numerosas investigacdes
fitoquimicas (Felippe et al., 2008). As diversas espécies podem apresentar habito arbustivo,
arboéreo ou herbaceo, crescendo geralmente no interior ou na margem de formagoes florestais.

A maioria das classes descritas inclui fenilpropanéides (Orjala et al., 1993), lignanas e
neolignanas (Monache & Compagnone 1996; Parmar et al., 1997; Benevides et al., 1999;
Martins et al., 2003), pironas (Singh 1992), amidas alifaticas e arométicas (Alécio et al., 1998;
Navickiene et al., 2000; Silva et al., 2002), alcal6ides (Dodson et al., 2000), policetideos
(Cheng et al., 2003), derivados de 4cidos benzodicos (Bergamo et al., 2005; Morandim et al.,
2005) e cromenos (Moreira et al., 1998; Baldoqui et al., 1999; Morandim et al., 2005).

De acordo com Jaramillo et al. (2004), a Familia Piperaceae compreende 4 géneros,

Piper, Peperomia, Manekia (antigamente Sarcorhachis), e Zippelia (Wanke et al., 2007).
Piper e Peperomia representam os mais importantes géneros da familia Piperaceae, com 2000
(Quijano-Abril et al., 2006) e 1700 (Wanke et al., 2006) espécies respectivamente.

Economicamente, a Piperaceae é empregada para a produgdo de pimenta no mercado de

condimentos de todo o mundo.

1.11) Género Piper
Com diferentes espécies amplamente distribuidas em regides subtropicais e tropicais
do mundo, o género Piper é uma das mais diversas linhagens entre as angiospermas (Parmar
et al., 1997; Jaramillo & Manos 2001). Membros do género Piper sio de importancia
comercial, econOmica e medicinal.

As plantas do gé€nero Piper t€m sido utilizadas para muitas aplicagdes, incluindo
remédios da medicina tradicional da China, India (sistema Ayurvédico) e na América Latina
(Ma et al., 2004).

Apenas 12% de espécies do género Piper foram estudadas sob o ponto de vista
fitoquimico (Parmar et al., 1997), as quais apresentaram uma grande variedade de metabdlitos
secunddrios, como neolignanas, alcaléides, lignanas, lactonas, chalconas, fenilpropandéides,

amidas, flavonoéides e 6leos essenciais (Sengupta & Rey 1987; Benevides et al., 1999; Ahmad
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& Tawan 2002; Ma et al., 2004).

Espécies do género Piper sdo amplamente utilizadas na medicina popular e, dentre as
atividades bioldgicas descritas para este género, podem ser citadas as atividades tripanocidas
das P. aduncum e P. gaudichaudianum (Batista Jr. et al., 2008), leishmanicida de P. rangellii
(Luize et al., 2005); antifingica de P. regnellii (Pessini et al., 2005), P. aduncum, P.
arboreum e P. tuberculatum (Navickiene et al., 2006); inseticida de P. aduncum e P.

hispidinervum (Fazolin et al., 2005; Estrela et al., 2006), entre outras.

1.12) Género Peperomia

Algumas espécies e variedades de Peperomia sdao usadas como plantas ornamentais e
também na medicina popular, para os mais variados tipos de doengas.

Dentre as atividades bioldgicas descritas para este género, podem ser citadas algumas
espécies como, P. glabella, utilizada na medicina popular como antiasmdtica (Chen et al.,
1989; Monache & Compagnone 1996), P. dindygulensis (Wu et al., 2006) e P. duclouxii (Li
et al., 2006) como antitumorais, P. vulcdnica, utilizada na medicina popular para tratamento
de esterilidade (Mbabh et al., 2002), P. blanda como tripanocida (Felippe et al., 2008), entre

outras.

1.13) Atividade tripanocida

Até a algum tempo, para o rastreamento de novas substdncias tripanocidas, era
necessdrio um processo de contagem de parasitos ao microscopio, demandando grande tempo,
trabalho de laboratdrio intenso e a presenga de um observador tnico (Muelas-Serrano et al.,
2000). Dessa forma, novas metodologias de investigacdo vém surgindo, principalmente, os
métodos colorimétricos.

Pode-se citar, por exemplo, a reducdo do sal tetrazolium MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2-5-difeniltetrazélio em um produto colorido, formazan, pela acdo da enzima succinato
desidrogenase das mitocOndrias (Dutta et al., 2005). Esse produto colorido, determinado
espectrofotometricamente a 595 nm, depois de dissolvido os cristais em dimetil sulféxido de
sédio, serd proporcional a atividade metabdlica das células observadas ou a viabilidade dessas
em cultura (Sieuwerts et al., 1995). Esta técnica € de fécil e rdpida aplicac@o, além de ser
bastante objetiva e de possibilitar o teste de diversas substincias simultaneamente (Muelas-
Serrano et al., 2000).

Essa metodologia ja foi realizada algumas vezes e obtiveram sucesso em células de

mamiferos e alguns protozodrios, como as formas promastigotas (Berg et al., 1994) e
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amastigotas de Leishmania (Sereno & Lemesre 1997); forma tripomastigota de Trypanosoma
brucei (Ellis et al., 1993); Entamoeba histolytica (Cedillo-Rivera et al., 1992); trofozoitos de
Gidrdia duodenalis (Ponce-Macotela et al., 1994); Tetrahymena pyriformis (Hegyesi & Csaba
1997) e epimastigotas de T. cruzi (Muelas-Serrano et al., 2000).

Além do sucesso encontrado em algumas substincias tripanocidas, € importante
analisar onde exatamente essa poderd atuar. Algumas apresentam como acdo principal,
reduzir a alimentacdo do parasito no citosol de eritrcitos do hospedeiro, como aquelas que
tem atividade sobre plasmoédios. Outras, como por exemplo, as diamidinas aromaticas se
associam de modo ndo-covalente e nao-intercalante a fenda menor do DNA (em sitios ricos
em AT). Outras substancias ainda inibem a sintese de dcidos nucléicos nos tripanosomas, pela
intercalagdo entre os pares de base do DNA (Ginsburg & Krugliak 1992).

Essa intercalagio no DNA ja foi observada em algumas substincias, como por
exemplo, a esquizontocidal 4-aminoquinolina para maldria (Ginsburg & Krugliak 1992) e
dois tripanocidas fenantridina: ISM (isometamidium chloride hydrochloride) e EBr (ethidium
bromide) para T. brucei (Boibessot et al., 2002).

A substancia isolada da Tabebuia sp. (ip€) — B-lapachona - testada em epimastigotas e
tripomastigotas do 7. cruzi apresentou alteracdes na morfologia e estrutura dos parasitos,
incluindo retracio do corpo, ou achatamento flagelar. Além disso, pode-se observar aumento
do tamanho das mitocOndrias, desorganiza¢do dos vactolos e condensacdo anormal das

cromatinas (Menna-Barreto et al., 2005).

1.14) Avaliacio da citotoxicidade em células de mamiferos

Os macr6fagos sdo um dos primeiros componentes do sistema imunoldgico e as
primeiras células a serem ativadas para participarem de uma resposta imunolégica
propriamente dita quando o organismo é confrontado por fatores exdgenos, como por
exemplo, bactérias, virus, venenos e células cancerigenas (Hampton et al., 1998). Sao eles
também uma das primeiras células a serem invadidas por 7. cruzi (Carneiro 1963, Rey 2001).

As técnicas utilizadas na determinacdo da citotoxicidade de um agente quimico
normalmente avaliam viabilidade ou condicdes funcionais celulares. Testes colorimétricos
versateis e quantitativos foram idealizados utilizando leitores de ELISA (espectrofotometro
multicanais) que medem um grande nimero de substancias com alto grau de precisdo. Esses
testes utilizam um substrato incolor, que é modificado para produto corado pelas células
vivas, mas nao por células mortas ou através de uma modificacdo em constituintes de meio de

cultivo (Barile et al., 1994).
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A técnica colorimétrica do MTT, desenvolvida por Mosmann em 1983, também tem
sido muito empregada na avaliacdo in vitro de citotoxicidade, utilizando macréfagos de
camundongos endogdmicos (Ferrari et al, 1990; Hoft et al, 1993), que apds
aproximadamente 20 geracdes, apresentam seqiiéncias de &cidos nucléicos idénticas em
qualquer parte de seus cromossomos. Ou seja, camundongos endogamicos ou isogénicos siao
homozigotos em todos os locus genéticos e toda linhagem €& geneticamente idé€ntica
(singénica) a qualquer outro camundongo da mesma linhagem (Abbas et al., 1995).

Diferentes cepas (linhagens) de camundongos isogénicos podem apresentar variacdes
quanto a susceptibilidade ao T. cruzi. Camundongos Balb/c sdo relativamente susceptiveis a
infec¢do pelo parasito, desenvolvendo uma alta parasitemia que pode levar a mortalidade em
larga escala apds a infeccdo. Neste grupo, também se encontram os camundongos C3H/Hel e
o CBA/N. Por outro lado, alguns camundongos sao relativamente resistentes ao 7. cruzi,
como o C57/Black e o DBA/2J (Wrightsman et al., 1982; Hoft et al., 1993).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivos realizar a padronizacdo do método
colorimétrico para a avaliagdo da atividade tripanocida de diferentes substincias extraidas de
plantas da familia Piperaceae em 7. cruzi. Aquelas substancias que apresentaram atividade
foram avaliadas em testes de intercalagio no DNA, com o intuito de se obter informacdes
sobre algum possivel mecanismo de acdo, além de verificar modificagcdes morfoldgicas
sofridas pelos parasitos apds tratamento com as substincias, analisados em microscopia de
contraste de fase e, finalmente, avaliar a citotoxicidade dessas substancias em macréfagos de
camundongos isogénicos (Balb/c e C57/Black/6, respectivamente, suscetiveis e resistentes a

infeccdo ao T. cruzi).
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2) OBJETIVOS

2.1)  Padronizar o método colorimétrico utilizando MTT;

2.2)  Avaliar, pela mesma metodologia, a atividade tripanocida de substincias
extraidas de plantas da Familia Piperaceae em formas epimastigotas de cepa Y;

2.3) Avaliar a atividade tripanocida das substancias mais ativas da Familia
Piperaceae nas formas epimastigotas das cepas NCS e Bolivia de T. cruzi;

2.4) Avaliar a citotoxicidade dessas substdncias, na presenca de macréfagos
peritoneais das linhagens Balb/c e C57/Black/6 de camundongos isogé€nicos;

2.5) Analisar se ocorre intercalacio de alguma substdncia em DNA circular
(plasmidio) e DNA gendmico de Trypanosoma cruzi;

2.6)  Analisar por microscopia de contraste de fase as modificacdes morfoldgicas dos

parasitos quando na presenca de alguma substancia;
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1) MATERIAIS

3.1.1) Cultura de Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de 7. cruzi das cepas Y, NCS e Bolivia.

3.1.2) Extratos, fracoes e substancias isoladas da Familia Piperaceae

Os extratos, fragdes e substincias isoladas foram cedidas pelo NuBBE (Nucleo de
Bioensaios, Biossinteses e Ecofisiologia de Produtos Naturais) do Instituto de Quimica —
UNESP - Campus de Araraquara, em colabora¢do com o grupo da Profa. Dra. Maysa Furlan.
As substancias foram enviadas secas e, no momento do uso, dissolvidas em DMSO 100% na
concentracdo desejada.

Na Tabela 1 estdo listadas todas as substincias da Familia Piperaceae testadas na cepa
Y de T. cruzi pelo método colorimétrico, incluindo também a substancia controle

benzonidazol.

Tabela 1: Extratos, fracdes e substincias testadas com a cepa Y de 7. cruzi

1 Benzonidazol

Extrato bruto do caule de Piper aduncum

Fracgdo acetato de etila do caule de P. aduncum

Fracdo hexanica do caule de P. aduncum

Fracdo hidroalcodlica do caule de P. aduncum

Extrato bruto do fruto de P. aduncum

Fracdo acetato de etila do fruto de P. aduncum

Fracdo hexanica do fruto de P. aduncum

Nl ke d ENE Fo)) LU, RSN OS] | \O)

Fracgdo hidroalcodlica do fruto de P. aduncum

10 | Extrato bruto do caule de Piper arboreum

11 | Fracdo acetato de etila do caule de P. arboreum

12 |Fracdo hexanica do caule de P. arboreum

13 |Fracdo hidroalcodlica do caule de P. arboreum

14 Extrato bruto da folha de P. arboreum

15 |Fracdo acetato de etila da folha de P. arboreum

16 | Fracdo hexanica da folha de P. arboreum

17 | Fracdo hidroalcodlica da folha de P. arboreum

18 Extrato bruto do fruto de P. arboreum

19 | Fracdo acetato de etila do fruto de P. arboreum

20 | Fracdo hexanica do fruto de P. arboreum

21  |Fracdo hidroalcodlica do fruto de P. arboreum

22 | Extrato bruto da folha de Piper crassinervium
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23 |Fracdo acetato de etila da folha de P. crassinervium

24 |Fracfo hexanica da folha de P. crassinervium

25 | Fracdo hidroalcodlica da folha de P. crassinervium

26 |Extrato bruto do fruto de P. crassinervium

27 |Frac@o acetato de etila do fruto de P. crassinervium

28 | Fracdo hexanica do fruto de P. crassinervium

29 | Fracdo hidroalcodlica do fruto de P. crassinervium

30 | Extrato bruto etandlico de caule de Piper fuligineum

31 |Extrato bruto etandlico de folha de P. fuligineum

32  |Fracdo hexanica da folha de P. fuligineum

33 |Frac@o acetato de etila 2 da folha de P. fuligineum

34 |Fracdo cloroférmio da folha de P. fuligineum

35 | Fracdo hidroalcodlica da folha de P. fuligineum

36 |Fracdo hexanica do fruto de P. fuligineum

37 | Fracdo acetato de etila 2 de fruto de P. fuligineum

38 |Fracdo cloroférmio do fruto de P. fuligineum

39  |Fracdo hidroalcodlica do fruto de P. fuligineum

40 | Extrato bruto da folha de Piper gaudichaudianum

41 |Fracao acetato de etila da folha de P. gaudichaudianum

42 | Fracgao hexanica da folha de P. gaudichaudianum

43 | Fracao hidroalcoodlica da folha de P. gaudichaudianum

44 | Extrato bruto do fruto de P. gaudichaudianum

45 | Fracao acetato de etila do fruto de P. gaudichaudianum

46 | Fragdo hexanica do fruto de P. gaudichaudianum

47 | Frag@o hidroalcodlica do fruto de P. gaudichaudianum

48 | Cromeno isolado do caule de P. gaudichaudianum

49 | Cromeno do caule de P. gaudichaudianum com modificag¢do estrutural — metilacdo
50 |Extrato bruto do caule de Piper tuberculatum

51 Fracgao acetato de etila do caule de P. tuberculatum

52 | Fracdo hexanica do caule de P. tuberculatum

53 | Extrato bruto da folha de P. tuberculatum

54  |Fraclo acetato de etila da folha de P. tuberculatum

55 |Frac@o hexanica da folha de P. fuberculatum

56 |Extrato bruto do fruto de P. tuberculatum

57 |Frac@o acetato de etila do fruto de P. tuberculatum

58 | Fracdo hexanica do fruto de P. tuberculatum

59 |Piplartina (amida) de folha de P. tuberculatum

60 |Tetraidropiplartina — Derivado hidrogenado da piplartina (Substincia semi-sintética)
61 Piperina (amida) de folha de P. tuberculatum

62 | Diidropiperina (amida) de folha de P. tuberculatum

63 | Tetraidropiperina — Derivado hidrogenado da diidropiperina (Substancia semi-sintética)
64  |4,5-diidropiperlonguminina (amida) de folha de P. tuberculatum
65 | Tetraidropiperlonguminina (amida) de folha de P. tuberculatum
66 |Fagaramida (amida) de folha de P. tuberculatum

67 | Mistura piplartina e diidropiplartina (amidas) de P. tuberculatum
68 | Mistura piplartina e cis-piplartina (amida) de P. tuberculatum
69 | Pelitorina (amida) de semente de P. tuberculatum

70

Acido carboxilico aromatico de P. tuberculatum
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71 Acido carboxilico aromatico de P. tuberculatum

72 Acido carboxilico aromatico de P. tuberculatum

73 | Peperomina (lignana) de Peperomia blanda

74 | Peperomina (lignana) de P. blanda

75 Proctoriona C (policetideo) de P. blanda

76 | Extrato bruto etandlico do caule de Peperomia obtusifolia

77 |Fracdo acetato de etila do extrato bruto etandlico do caule de P. obtusifolia

78 | Fracdo acetato de etila do caule de P. obtusifolia

79 |Fracdo hexanica do extrato bruto etanélico do caule de P. obtusifolia

80 |Peperobtusina A (cromeno) isolado da fra¢do hexénica do caule de P. obtusifolia

81 |Fragdo hidroalcodlica do extrato bruto etandlico do caule de P. obtusifolia

82 | Fragdo n-butandlica do extrato bruto etandlico do caule de P. obtusifolia

83 | Extrato bruto etanélico da folha de P. obtusifolia

84 | Fracdo acetato de etila do extrato bruto etanélico da folha de P. obtusifolia

85 |Fracdo acetato de etila da folha de P. obtusifolia

86 | Fracdo hexanica do extrato bruto etandlico da folha de P. obtusifolia

87 |3.4 diidro-5-hidroxi-2,7-dimetil-8 (-2-metil-2-butenil)-2-(4metill-1,3- pentadienil)-2H-1-
benzopirano-6- dcido carboxilico (cromeno) da fracdo hexanica da folha de P. obtusifolia

88 | Fracdo hidroalcodlica do extrato bruto etandlico da folha de P. obtusifolia

89 | Fracdo hexanica acetato de etila da folha de P. obtusifolia

90 |Substancia pura da fragdo hexanica de P. obtusifolia, em fase de determinagdo estrutural

91 Substancia pura da fragdo hexanica de P. obtusifolia, em fase de determinacio estrutural

92 | Substancia pura da fragdo hexanica de P. obtusifolia, em fase de determinagio estrutural

93 | Substincia pura da fracio hexanica de P. obtusifolia, em fase de determinagdo estrutural

94 | Extrato bruto etandlico da folha de Peperomia trineura

95 | Fracdo hexanica do extrato bruto etandlico da folha de P. trineura

96 | Fracdo hexanica parti¢do da folha de P. trineura

97 | Fracdo hidroalcodlica do extrato bruto etandlico da folha de P. trineura

3.1.3) Camundongos isogénicos
Foram utilizados 5 camundongos C57/Black/6 e 8 camundongos Balb/c, fémeas, com 6
semanas, ndo infectados por 7. cruzi, produzidos pelo CEMIB (Biotério Central da
UNICAMP). Os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato, com 4gua e racdo

(Purina) ad libitum em local climatizado (23 + 2 °C, 56 + 2% de umidade relativa do ar).

3.1.4) Meios, Solucdes e Reagentes

Para cultivo de Trypanosoma cruzi

- Meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
NaCl 68,4mM; KCl 5,4mM; Na,HPO, 56,3mM; Dextrose 111mM; Liver Infusion
Broth 0,3%; Tryptose 0,5%; Haemin 25mg/L. Agua q.s.p 900mL. Incubar a 68 °C por 1 hora

e acertar o pH para 7,2. Filtrar em membrana de 0,22um. Adicionar 10% de Soro Fetal
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Bovino estéril.

Para cultivo de bactéria
- Meio LB (Luria-Bertani)
Triptone 1%; Yeast Extract 0,5%; NaCl 1%. Autoclavar a 121 °C/ 1 atm por 30 min.

Para método colorimétrico (MTT)
- Solu¢cao MTT/PMS
MTT 2,5 mg/mL e PMS 0,22 mg/mL

- Solucdo 10% (SDS) - HCI 0,01N

Para extracio de DNA genomico

- Reagente DNAzol (Invitrogen)

Para extraciao de DNA plasmidial (miniprep)

- Ampicilina [50 ug/ml]

- Solucao I: glicose 50 mM; Tris-HCI 25 mM (pH 8,0); EDTA 10 mM. Autoclavar por 15
min.

- Solugao II: NaOH 0,2 M; SDS 1%

- Solugdo IIT: Acetato de potdssio 3M; Acido acético glacial 11,5%

- Fenol/Cloroférmio

- Etanol 100% e 70%

- TE: Tris-HCI 10 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM (pH 8,0).

- RNase A 10 mg/mL

Para gel de agarose
- TAE 50X
Tris-base 2 M, Acido acético glacial 5,7%, EDTA 50mM (pH 8), d4gua g.s.p 100mL. O

tampao foi diluido para atingir a concentracdo de 1X para uso.

- Gel de agarose 1,0%
Dissolver a agarose em tampao TAE 1X, adicionar 1,5uL de brometo de etidio

[Smg/mL]. Montar o gel em cuba eletroforética.
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Para a reacdo de intercalacdo no DNA, a agarose foi gelificada sem brometo de etidio.

Depois da corrida, o gel foi corado com uma solug¢do de brometo de etidio.

- Dye Front (tampao de amostra)
0,25% Azul de bromofenol; 0,25% Xylene Cianol FF.

- Solucdo de Brometo de Etidio [5Smg/mL]

Para avaliacao da citotoxicidade

- Solucio de Tioglicolato de Sédio 3%

- Tampao Fosfato Estéril (PBS) 10X

- 80g NaCl

-2g KCl1

- 11,5g Na,HPO,

- 2g KH,PO4

- Completar para 1L com dgua destilada

No momento do uso, acertar a concentragdo para 1X e o pH em 7,2.

- Meio RPMI - 1640 Completo
- 10,4g de RPMI (um envelope) e acrescentar 1L de Agua Mili-Q
- 2,38g de HEPES 10mM
- 2g de Bicarbonato de Sédio
Acertar o pHem 7,0 - 7,2.
Filtrar em membrana 0,2 ou 0,4um e estocar a 4 °C.
No momento do uso, para cada ImL de Meio RPMI, adicionar 1uL dos seguintes
constituintes:
- Penicilina 100U/mL
- Estreptomicina 100ug/mL
- B-mercaptoetanol 5x10° M

- Soro Fetal Bovino a 5%

- Estreptomicina 100ug/mL

Fazer a dilui¢do da estreptomicina e esterilizar por filtragao.
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- Penicilina 100U/mL
Fazer a dilui¢do de 10mg de penicilina para cada 1mL de Agua Mili-Q. Esterilizar por

filtracdo.

- p-mercaptoetanol (2-ME) 5x10* M
Para cada 14,32M de 2-ME (35uL), adicionar 9,965mL de Agua Mili-Q

(Concentracao ideal para a técnica de cultura de macréfagos) e esterilizar por filtracao.

- Corante vital liquido de Lazarus

- 2mL de Violeta de Genciana 1% (em 4gua destilada)
- 3mL de Acido Acético Glacial

Agua destilada q.s.p. 100mL

- Isopropanol
3.2) METODOS

3.2.1) Cultivo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

A forma epimastigota de 7. cruzi foi escolhida para se realizar este experimento por ser
uma forma nio infectante e de facil manutencdo em cultura.

Os parasitos foram cultivados em meio LIT (Fernandes & Castellani, 1966) a 28 °C,
com repiques a cada 15 dias para a manuteng¢do da cultura no laboratdrio.

Para os testes de atividade tripanocida, utilizou-se culturas na fase log de crescimento

(cultura de 7 dias).

3.2.2) Padronizacio do método colorimétrico utilizando MTT
O teste colorimétrico utilizando MTT foi padronizado por Muelas-Serrano et al. (2000),
com formas epimastigotas de 7. cruzi (cepa Y). Para a padronizagdo dessa reagdo em nosso
laboratério, foi utilizada a fragdo acetato do extrato da folha da planta Piper tuberculatum da
Familia Piperaceae, uma vez que, em prévias contagens, essa substincia se mostrou com alta
atividade tripanocida. Posteriormente, essa padronizagdo foi confirmada com o benzonidazol.
Os testes foram realizados em triplicata em placas de poliestireno com 96 pocos
estéreis e com tampa, em fluxo laminar.

Ap6s diluigdes em DMSO, 3uL de cada substincia (concentragdes finais de 100, 50,
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25,10, 5, 2,5 e 1ug/mL, respectivamente), foram adicionados a 97ul de meio LIT contendo as
formas epimastigotas de 7. cruzi (fase log). Para os extratos, as concentracdes das substincias
extrapolaram até os valores de 200, 300, 400 e 500ug/mL. A placa foi incubada em camara
timida a 28 °C (BOD) por 72 horas.

A seguir, adicionou-se 10uL de solucio MTT/PMS em todos os pogos e a placa
novamente foi incubada, ao abrigo de luz por 75 minutos a 28 °C. Neste momento, ocorre a
redugdo do sal tetrazolium MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio em um produto
colorido, formazan, pela acao da enzima succinato desidrogenase das mitocondrias (Dutta et
al., 2005).

O PMS foi utilizado como um carregador intermediario de elétron para o realce do
rendimento formazan e, a redugdo do periodo de incubacao (Dutta et al., 2005).

Adicionou-se 100uL da solugdo 10% SDS-0,01N HCI, para dissolver os cristais de
formazan, incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. A leitura da
densidade ética (DO) foi realizada em espectrofotometro (Leitor de ELISA — BioRad) a 595
nm e os resultados foram obtidos em absorbancia. A porcentagem de citotoxicidade (%C) foi
calculada segundo a equacdo abaixo (Muelas-Serrano et al., 2000).

% C = [(G. - Gp)/G.] x 100

Ge=A.-An

Gy=Ap-Apn

Sendo que, G, representa o nimero de parasitos/mL nos pogos controles e G, 0 nimero
de parasitos/mL detectados em diferentes concentracdes da substincia. A, corresponde ao
valor de absorbancia nos pocos controle (na auséncia da substincia) com parasitos; Ap,
representa ao valor da absorbancia nos pocos controle (na auséncia da substincia) sem
parasito; Ap, o valor da absorbancia nos testes € A,n, 0 valor da absorbincia das diferentes

concentracdes da substincia na auséncia do parasito.

Foram realizados dois controles, um na auséncia do parasito para cada poco teste, mas
na presenca da substincia e outro na ausé€ncia desta, mas contendo parasitos.

Durante a padronizagdo da técnica, preparou-se uma placa com diferentes
concentragdes de parasitos na fase log de crescimento — 5x10° parasitos/mL, 8x10°
parasitos/mL, 1x10’ parasitos/mL — na presenca das diferentes concentracdes da substincia,

para escolha da concentracdo ideal de parasitos capaz de ser detectada por esta metodologia.
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Figura 4: Teste colorimétrico (MTT). A-Meio LIT com forma epimastigota da cepa Y de T. cruzi; B-
Microscépio para contagem do niimero de parasitos em cAmara de Neubauer; C-Homogeneizagdo das
substancias em DMSO; D-Dilui¢@o das substincias; E-Montagem da placa (parasito + substancia); F-
Incubacdo da placa de 96 pogos por 72 horas em BOD; G-Aplicacdo do MTT/PMS; H-Visualizacdo
final da placa ap6s a adicdo de SDS-HCI; I-Leitura da absorbancia no espectrofotdmetro (Leitor de
placa de ELISA).

Arquivo pessoal

3.2.3) Confirmacao da sensibilidade do método

Paralelamente, foi montada outra placa idéntica para a contagem dos parasitos em
camara de Neubauer, para a confirmagdo da sensibilidade do método colorimétrico.

Para a contagem dos parasitos em cdmara de Neubauer foi feita uma diluicdo de 1:20,
em meio LIT, que também foi realizada em triplicata, fazendo-se a média, para o célculo da
porcentagem de parasitos mortos (%C) e comparagdo com o método colorimétrico. Para a
isso, foi utilizada a equagdo a seguir:

%C =100 — [(100 x T)/ C]

Sendo T a média do nimero de parasitos contados em cada concentragdo do teste em

triplicata e C a média do nimero de parasitos contado na triplicata do controle.
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Os resultados foram plotados em grafico no Microsoft Excel 2000, onde as curvas se

mantiveram dentro do desvio padrao.

3.2.4) Avaliacio da atividade tripanocida de substincias extraidas de plantas

Apés a padronizagdo (verificacdo de sensibilidade e reprodutibilidade), outros extratos
brutos, fracdes, substancias puras e semi-sintéticas da Familia Piperaceae, além do
benzonidazol, foram testados pelo método colorimétrico do MTT na cepa Y.

As substdncias que se mostraram mais ativas (ICsy proximo ao do benzonidazol —
9,01ug/mL) foram testadas também nas cepas NCS e Bolivia.

O ICsq de cada substancia analisada foi determinado por regressao linear.

3.2.5) Determinacao da citotoxicidade em macréfagos peritoneais de camundongo

Camundongos (Balb/c e C57/Black/6) foram inoculados, intraperitonealmente, com
3mL de solucgdo de tioglicolato de sédio a 3%. Trés dias apds, os animais foram sacrificados
em camara de CO,. Apdés a morte e exposicdo do peritdneo, abrindo-se a pele do animal,
injetou-se SmL de tampao fosfato estéril (pH 7,2), realizando-se leve massagem manual.

As células foram coletadas do peritoneo e transferidas para tubo estéril, mantidos em
banho de gelo. Para o preparo da suspensdo celular, centrifugou-se trés vezes a 200g durante 5
min. a temperatura ambiente. As células sedimentadas foram ressuspendidas em meio de
cultura RPMI — 1640 Completo (RPMI - 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino,
100 pug/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina e 5x10% M de B-mercaptoetanol).

O ndmero de células foi determinado pela contagem em cdmara de Neubauer utilizando
corante vital liquido Lézarus, sendo ajustado 2 concentracio de 5x10° células/mL em meio
RPMI - 1640 Completo para os testes de citotoxicidade.

Dessa suspensdo, foram adicionados 100puL. em cada poco da placa (96 pogos) de
poliestireno estéril. Em seguida, adicionou-se, em triplicata, 100uL de cada uma das
substancias diluida em meio de cultura RPMI completo (concentrac¢des finais de 100, 50, 25,
10, 5, 2,5 e lug/mL, respectivamente). Como controle foi utilizado o mesmo volume de
RPMI Completo.

A incubacdo da placa foi feita durante 24 horas (37 °C, 7,5% de CO,). Apds esse
periodo, 100uL de uma solugdo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio (MTT)
diluido em meio RPMI na proporcao 1:1 foram adicionados em cada pogo, incubando-se por

3 horas (37 °C, 7,5% de CO,). Apés a incubagdo, retirou-se 100Ul do sobrenadante e
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adicionou-se 100uL de isopropanol para solubilizar os cristais de formazan.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro UV/Visivel a 540nm
(Leitor de ELISA — BioRad).

Essas andlises foram realizadas em colaboracdo com o grupo da Profa. Dra. Beatriz
Maria Machado de Medeiros do Departamento de Ciéncias Bioldgicas - FCF - UNESP -

Campus Araraquara, SP.

3.2.6) Calculo do indice de citotoxicidade (ICsg)

50% da concentragdo inibitdria das substancias (ICs), isto €, concentragdes dos agentes
que reduz em 50% a viabilidade celular tanto dos parasitos quanto dos macréfagos, foram
quantificadas graficamente a partir de uma curva dose-resposta (concentragdo versus
viabilidade celular), obtida através de andlise de regressdo linear com limite de confiangca

proximo a 95% e o 1Cs definido através de equagdo da reta gerada (software Origin 7.0).

3.2.7) Calculo do Safety index (Si)
Baseado nos resultados de ICsy dos macréfagos (1) e dos parasitos (2), a relacdo
ICsp 1/ ICsp 2 foi calculada para cada uma das substancias. Essa relacdo € conhecida como

Safety index (indice de seguranca) (Largeron et al., 1999).

3.2.8) Extracao de DNA genomico

O DNA de uma cultura de 50mL de formas epimastigotas da cepa Y de 7. cruzi em
meio LIT (10® — 10° parasitos/mL) foi extraido com o reagente DNAzol (Invitrogen), seguindo
as especificagdes do fabricante. A quantidade de DNA gendmico presente na solucdo foi
avaliada em eletroforese em gel de agarose (1,0%) com 1,5uL. de brometo de etidio. Para
tanto, 3uL. (100ng/uL) do DNA com 1,5uL de Dye Front, foram aplicados no gel. Para a
quantificagdo, utilizou-se 2ul. de Low DNA Mass Ladder. Apds a corrida, em tampao TAE
1X, a imagem do gel foi capturada através de um sistema de fotodocumentacdo (Multi-

Analyst - Bio Rad).

3.2.9) Extracao de DNA plasmidial (miniprep)
As bactérias recombinantes foram repicadas em SmL de meio LB contendo 50 pg/mL
de ampicilina e incubadas a 37 °C, “overnight”, sob agitagdo.

A cultura de 5mL foi centrifugada a 16.000g 16.000g, 4 °C por 2 min. Removeu-se o
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sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso em 100uL da Solu¢do I (50 mM glicose; 25 mM
Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM EDTA). Depois de ressuspender em vértex, incubou-se por 5 min.
a temperatura ambiente. Adicionou-se 200uL da Solug¢do II (0,2 M NaOH; 1% SDS),
misturou por inversdo 5X e incubou a temperatura ambiente por 10 min. 150uL da Solugao III
(3M acetato de potdssio; 11,5% 4acido acético glacial) foi adicionada, homogeneizando através
de inversdo e incubou-se por 5 min. em gelo.

Os tubos foram centrifugados a 16.000g por 10 min. a 4 °C e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo.

Adicionou-se 1mL de etanol 100% gelado ao sedimento e incubou-se por 10 min. a —
80 °C. Centrifugou-se por 10 min. a 4 °C, 16.000g. Em seguida, o sedimento foi lavado com
500uL de etanol 70% gelado, centrifugando a 4°C por 5 min., 16.000g.

O sedimento foi seco a vicuo e ressuspenso em 98Ul de TE e 2ul. de RNAse A 10
mg/mL. Incubou-se a 37 °C por 1 hora.

As amostras foram extraidas com 100ul de fenol/cloroférmio, centrifugando por 5 min.,
14.000rpm a temperatura ambiente. A fase superior foi retirada e colocada em um novo tubo.

Adicionou-se 40uL de acetato de s6dio 3M pH 5,2 e 300uL de etanol 100% gelado.
Homogeneizou-se por inversdo e incubou-se por 10min a —80 °C.

Centrifugou-se a 16.000g por 10 min. a 4 °C.

Lavou-se o sedimento com 750ul de etanol 70% gelado, centrifugando por 5 min. a 4
°C, 16.000g.

Secou-se o sedimento a vicuo e esse foi ressuspenso em 45UL de dgua Mili-Q.

A quantidade de DNA plasmidial presente na solucdo foi avaliada em eletroforese em
gel de agarose (1,0%) com 1,5uL de brometo de etidio. Para tanto, 3uL. do DNA com 1,5uL
de Dye Front, foram aplicados no gel. Apds a corrida, em tampao TAE 1X, a imagem do gel

foi capturada através de um sistema de fotodocumentacdo (Multi-Analyst - Bio Rad).

3.2.10) Intercalacio das substancias no DNA genomico e plasmidial

Para essa andlise, selecionaram-se as substidncias com atividade proxima ao
benzonidazol, observada pela metodologia do MTT.

Para a reacdo ocorrer, SUL do DNA gendmico diluido em dgua Mili-Q (2:3) foi
colocado em contato com SuL de cada substancia (concentracdo final de 166,67pug/mL —
diluicdo j4 existente em nosso laboratério). A concentragao inicial da substincia estoque era

16,67ug/mL. Fez-se uma diluicdo 1:100 para se chegar a concentragfo utilizada. Incubou-se
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por 20 min. a temperatura ambiente.

Como controle positivo, foram utilizados 10puL. do DNA gendmico diluido em 4gua
Mili-Q (1:0,9), sendo 9,5uL desse mesmo DNA misturados com 0,5uL de brometo de etidio,
atuando este como um intercalador no DNA. Para o controle negativo, utilizou-se 10uL. DNA
gendmico diluido em dgua Mili-Q na concentracdo 1:1.

O mesmo procedimento foi seguido para o DNA plasmidial (circularizado).

As reagdes foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose (1,0%). Para tanto, SpL
da mistura com 1,5uL de Dye Front, foram aplicados no gel. Apds a corrida, em tampao TAE
1X, o gel foi corado com uma solu¢do de brometo de etidio e a imagem capturada através de

um sistema de fotodocumentacdo (Multi-Analyst - Bio Rad).

3.2.11) Modificacoes morfolégicas dos parasitos

As mesmas substancias utilizadas na intercalagdo foram analisadas quanto a atividade
sobre a modificagdo morfolégica dos parasitos das cepas Y, NCS e Bolivia e comparadas com
os controles (sem substancia).

A quantidade das substancias testada foi a equivalente ao ICsy de cada uma delas, em
um volume final de 2mL de meio e concentragdo de parasitos de 5x10° parasitos/mL.

Os tubos foram incubados na estufa BOD e as laminas convenientemente preparadas
analisadas por microscopia de contraste de fase em microscépio Leica - Leitz DMRXE em
tempos previamente determinados. Essas andlises foram realizadas em colaboragdo com o
grupo do Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas — FCF -
UNESP - Campus Araraquara, SP.

Esse projeto foi aprovado pelo CEP da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas com o

parecer n° 16/2008.
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4) RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1) Padronizacao do método colorimétrico
Inicialmente, estabeleceu-se qual a concentragdo minima de parasitos necessdria para a
detecgdo utilizando o MTT. Para isso, foram testadas diferentes concentracdes de parasitos
(5x10°, 8x10° e 1x10’ parasitos/mL), com diferentes concentracdes finais da substincia
escolhida (fragdo acetato de etila da folha de P. fuberculatum — 100, 50, 25, 10, 5,0, 2,5¢ 1,0
pg/mL).

Observou-se que no ensaio com 1x10’ parasitos/mL, a porcentagem de parasitos vivos
obtida em cada concentragdo da substincia foi diminuindo gradualmente conforme se
aumentava sua concentragdo € ndo se encontrou nenhuma concentragdo em que o nimero de
parasitos fosse maior do que no controle. Sendo assim, optou-se por trabalhar com a
concentragdo 1x10” parasitos/mL. O experimento foi repetido e se apresentou reprodutivel.

As porcentagens de inibicdo encontradas foram analisadas através de graficos para
obtencdo das curvas de atividade como se pode observar no Grifico 1 (A, B e C), cujos

experimentos foram realizados em diferentes momentos.

Grafico 1: Curva da porcentagem de parasitos mortos (eixo Y) em relacéo a diferentes concentragdes
da substancia (eixo X), realizadas em dias diferentes (A, B e C), obtidas por contagem em cimara de
Neubauer (circulo) e teste colorimétrico com MTT (quadrado).
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Os resultados obtidos mostraram a reprodutibilidade dos testes por ambos os métodos,
contagem e colorimétrico, apresentando uma mesma dose-resposta de citotoxicidade.

Foi observada alguma variagdo nos valores de porcentagem de parasitos mortos, em
relacio ao método colorimétrico (MTT), que pode ser explicada pelo erro humano na
contagem, ou devido a pequenas variagdes na preparacdo das placas e diferencas na
sensibilidade de cada um dos métodos. Embora tenha ocorrido esta variagdo, a mesma nao foi
significativa; essas variacdes também foram observadas nas anélises realizadas por Muelas-
Serrano et al. (2000), utilizando o farmaco benzonidazol comercialmente usado para a terapia
da doenga de Chagas. Além disso, as curvas se mostraram dentro do desvio padrao.

Para uma maior confiabilidade, a padronizacdo foi repetida com o benzonidazol em
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dois momentos diferentes, como se pode observar no Gréfico 2 (A e B).

Grifico 2: Curva da porcentagem de parasitos mortos (eixo Y) em relagdo a diferentes concentracdes
do farmaco (eixo X), realizadas em dias diferentes (A e B), obtidas por contagem em camara de
Neubauer (circulo) e teste colorimétrico com MTT (quadrado).
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4.2) Avaliacao da atividade tripanocida

Todas as substancias citadas na Tabela 1 foram avaliadas pelo método colorimétrico
(MTT) padronizado frente a forma epimastigota da cepa Y de 7. cruzi.

A atividade tripanocida de cada substancia testada pode ser analisada a partir do seu
resultado de ICsy (concentragdo de substincia que mata 50% dos parasitos),

comparativamente com o resultado do benzonidazol, conforme a Tabela 2.
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Tabela 2: Calculo do ICs, dos extratos, fragdes e substincias puras testadas em cepa Y de T. cruzi

Substincia |ICsy (ug/mL) | Substincia |ICso (ug/mL) | Substincia |ICs (ug/mL)

1 9,01 34 52,29 67 4,54

2 439,39 35 153,19 68 6,76

3 76,62 36 61,84 69 13,28
4 164,99 37 281,15 70 176,78
5 292,52 38 27,84 71 145,37
6 162,53 39 576,36 72 535,07
7 71,76 40 325,96 73 229,45
8 56,56 41 62,69 74 440,13
9 554,94 42 20,03 75 8,32
10 743,92 43 198,13 76 317,91
11 248,97 44 105,26 77 423,89
12 402,38 45 578,92 78 72,55
13 209,07 46 47,10 79 33,30
14 192,45 47 508,85 80 6,45
15 59,78 48 29,86 81 135,00
16 13,15 49 40,21 82 36,68
17 53,46 50 387,35 83 170,65
18 77,24 51 169,78 84 101,45
19 95,15 52 78,57 85 270,00
20 30,30 53 44,65 86 66,75
21 345,48 54 51,31 87 8,64
22 126,37 55 22,20 88 47,87
23 63,45 56 177,44 89 222,51
24 40,38 57 38,78 90 353,19
25 165,19 58 58,31 91 493,57
26 36,79 59 8,71 92 84,34
27 23,04 60 345,47 93 100,00
28 16,60 61 63,39 94 122,65
29 454,93 62 122,50 95 111,09
30 50,60 63 91,24 96 161,72




63

31 32,63 64 85,06 97 618,36
32 73,08 65 306,32
33 226,81 66 115,29

Das 96 substancias (extratos, fracdes e substancias puras e semi-sintéticas) da Familia
Piperaceae testadas, algumas apresentaram um ICsp muito préximo ao benzonidazol
(substancia 1 - 9,01g/mL), com um valor de no maximo 15,00 pug/mL e outras com um valor
menor do que o encontrado no controle.

Das fragdes e extratos que nio apresentaram praticamente nenhuma atividade frente ao
T. cruzi, destacam-se principalmente as fracdes hidroalcodlicas de diferentes espécies, além
de fracdes acetato de etila e extratos brutos de caule.

Duas substéancias puras (74 e 91) também nido apresentaram nenhuma atividade frente
ao T. cruzi.

Na figura abaixo estdo relacionadas as estruturas moleculares das substincias puras de
Piper e Peperomia que apresentaram uma alta atividade tripanocida, além do benzonidazol

(Figura 5).

Benzonidazol (Rochagan®) Piplartina de Piper tuberculatum

Substancia 1 Substéancia 59

o o o o
o o
_° O

Mistura de Piplartina com Diidroplipartina de Piper tuberculatum
Substancia 67
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Mistura de Piplartina com Cis-Piplartina de Piper tuberculatum
Substancia 68

(o)

Pelitorina de Piper tuberculatum

Proctoriona C de Peperomia blanda

Substancia 69 Substincia 75
OH
Q
Peperobtusina A (cromeno) do caule de Cromeno da folha de Peperomia obtusifolia
Peperomia obtusifolia Substancia 87

Substéincia 80

Figura S: Estruturas moleculares das substancias puras de Piper e Peperomia com atividade
tripanocida e benzonidazol. Estdo assinalados os adutos de Michael (vide texto).

As amidas piplartina, diidropiplartina e cis-piplartina (substincias 59, 67 e 69)
apresentaram uma pronunciada atividade, o que pode estar relacionada com a presenca do
adutos de Michael, principalmente quando esse se encontra nas extremidades da molécula. A
internalizacdo de adutos de Michael em lactonas mostraram-se essenciais para a acdo anti-
chagésica de estirilpironas naturais, consagrando-se como o grupo farmacoférico desta classe
de substancias (Fatima et al., 2006).

A substancia Proctoriona C (75) isolada de P. blanda também ja foi encontrada em
Peperomia proctorii (Seeram et al., 2000) e Peperomia sui (Cheng et al., 2003), nas quais

foram observadas significante citotoxicidade dessa contra células cancerigenas HONE-1 e
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NUGC-3 in vitro.

Quando se comparam as estruturas moleculares dos cromenos, elas sdo praticamente
idénticas, com excecdo de uma ligacdo de um grupo carboxila, o que deixou a molécula com
uma atividade tripanocida um pouco mais baixa.

As substancias puras com atividade tripanocida, além do benzonidazol e da fracdo
hexanica da folha de P. arboreum (substancia 16) foram testadas pelo método colorimétrico
do MTT e o ICsq calculado por regressdo linear (software Origin 7.0), também com as cepas

NCS e Bolivia, como observado nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Resultados de ICs, das substancias testadas nas cepas NCS e Bolivia de T. cruzi

Substancia | ICs (ug/mL) | ICsg (ug/mL)
NCS Bolivia
1 16,40 25,00
16 14,91 74,77
59 7,45 6,65
67 13,48 7,76
68 8,90 8,34
69 25,09 18,09
75 16,21 14,58
80 7,15 7,22
87 21,30 22,72

Na Tabela 4, estdo comparados os valores de ICsq calculados para as trés cepas.

Tabela 4: Resultados de ICs, das substancias testadas nas cepas Y, NCS e Bolivia

Substancia ICs0-Y ICso- NCS ICs - Bolivia
pgmL  pM | pgmL  pM | pgmL pM
1 9,01 34,62 116,40 63,01 25,00 96,06
16 13,15 ND ]14,91 ND |74,77 ND
59 8,71 27,45 1745 23,48 6,65 20,95
67 4,54 ND |13,48 ND |7,76 ND
68 6,76 21,30 18,90 28,04 8,34 26,28
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69 13,28 60,04 125,09 112,84 118,09 81,36
75 8,32 18,30 16,21 41,40 14,58 37,24
80 6.45 19,76 17,15 21,90 7,22 22,12
87 8,64 23,32 121,30 57,49 22,72 61,33

ND — Nio Determinado

Nenhuma relagdo comparativa quanto ao ICsy encontrado para as espécies testadas ou
a regido de extracdo da planta foi possivel ser feita para as diferentes cepas. No entanto, as
substincias que apresentaram ICsy mais baixo, inclusive algumas menores que o controle
benzonidazol, foram de substincias puras, principalmente amidas e cromenos.

Devido ao fato da substancia 16 ser uma fragdo, ndo foi possivel calcular sua
molaridade. A molaridade da substincia 67 também ndo foi calculada por ser uma mistura e
ndo se saber a concentra¢io de cada uma das substincias componentes. J4 a 68, apesar de ser
também mistura, foi possivel se calcular sua molaridade, pois as substancias presentes
possuem a mesma molécula com diferentes estruturas.

As substincias 59 e 68 (amidas), 75 (policetideo) e 80 (cromeno) apresentaram uma
atividade muito préxima quanto comparada as cepas NCS e Bolivia.

As substancias testadas apresentaram uma maior atividade, quando comparados o ICs,
na cepa Y e uma atividade menor na cepa Bolivia, inclusive o controle, benzonidazol (Tabela
4, substancia 1). A fracdo hexénica da folha de P. arboreum (substincia 16) apresentou
resultado muito diferente quando comparado as outras substincias na cepa Bolivia, com um
ICsp muito maior do que o encontrado em todas as outras substancias nas trés cepas.

Isto pode ser devido as caracteristicas diferentes entre as cepas e sua resposta a acao da
substancia testada, apresentando-se os parasitos mais resistentes a acdo de algumas
substincias do que de outras. Entretanto, mais estudos serdo necessdrios para avaliar melhor

esses resultados.

4.3) Avaliacao da citotoxicidade em macréfagos peritoneais de camundongo

Nos ensaios para determinacdo da citotoxicidade verificou-se que tanto os
camundongos Balb/c (mais susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi), quanto os C57/Black/6
(resistentes ao 7. cruzi), apresentaram padrdes distintos de resposta frente as substincias.

Os valores de ICsy para os macréfagos apds 24 horas de exposicdo as substincias estdo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: 1Cs, das substancias em macréfagos de camundongos Balb/c e C57/Black/6

Substancias ICsy Balb/c IC5y C57 Black/6
pg/mL uM pg/mL uM

1 296,55 1139,48 116,49 447,61

16 160,01 ND 138,29 ND

59 97,04 305,79 42,09 132,63

67 100,03 ND 47,23 ND

68 104,40 328,98 65,39 206,06

75 161,17 411,62 126,83 323,92

80 130,48 399,68 68,83 210,84

87 149,24 402,84 109,45 335,26

ND - Nao Determinado

Todas as substincias testadas, inclusive o benzonidazol, se mostraram mais toxicas
para os macréfagos de C57/Black/6.

A substancia 59 (piplartina) foi a que apresentou maior citotoxicidade para os
macrofagos das duas linhagens de camundongos, seguido das substincias 67 (mistura
piplartina e diidropiplartina) e 68 (mistura piplartina e cis-piplartina), todas amidas de P.
tuberculatum.

Os cromenos de P. obtusifolia (substincias 80 e 87) também apresentaram
citotoxicidade para duas linhagens de camundongos, sendo que a primeira se mostrou mais
toxica.

As substancias 75 (proctoriona C), 16 (fracdo hexanica da folha de P. arboreum) e o
benzonidazol (1) apresentaram um padrdo de atividade relativamente semelhante,
apresentando-se como as substancias menos téxicas para os macréfagos.

A substancia 69 ndo foi analisada porque nio foi possivel conseguir massa suficiente
para os experimentos.

Devido ao fato da substincia 16 ser uma fracdo, ndo foi possivel calcular sua
molaridade. A molaridade da substincia 67 também ndo foi calculada por ser uma mistura e
ndo se saber a concentra¢io de cada uma das substincias componentes. J4 a 68, apesar de ser
também mistura, foi possivel se calcular sua molaridade, pois as substancias presentes
possuem a mesma molécula com diferentes estruturas.

Estes resultados demonstram que os macréfagos de camundongos mais resistentes a
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infecg@o cronica pelo 7. cruzi (C57/Black/6) foram os mais sensiveis a atividade téxica das
substancias testadas, sem que se tenha, até o momento, uma explicacdo adequada para essa

constatacdo. Maiores estudos serdo necessarios para melhor compreensao desses achados.

Tabela 6: Célculo do Si (Safety index)

Substancias Balb/c C57/Black/6
1 32,91 12,93
16 12,17 10,52
59 11,14 4,83
67 22,03 10,40
CepaY 68 15,44 9,67
69 - -
75 19,37 15,24
80 20,23 10,67
87 17,27 12,67
1 18,08 7,10
16 10,73 9,27
59 13,02 5,65
67 7,42 3,50
Cepa NCS 68 11,73 7,35
69 - -
75 19,94 7,82
80 18,25 9,63
87 7,01 5,14
1 11,86 4,66
16 2,14 1,85
59 14,59 6,33
67 12,89 6,09
Cepa 68 12,52 7,84
Bolivia 69 - -
75 11,05 8,70
80 18,07 9,53
87 6,57 4,82
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Os indices de seguranca (Safety index) das substincias da Familia Piperaceae e do
controle benzonidazol foram calculados relativamente 2 atividade tripanocida. Indices com
valores maiores que 10 sugerem que o uso da substincia pode ser considerado seguro e
interessante para a realizagdo de novos testes.

Desse modo, para os camundongos da linhagem C57/Black/6, quando testados com as
cepas NCS e Bolivia, todas as substancias, inclusive o benzonidazol, podem ser consideradas
toxicas. Diferentemente, com a cepa Y, apenas as substancias 59 e 68 apresentaram um valor
menor que 10, sugerindo toxicidade. Entretanto, as outras substancias podem ser promissoras,
pois apresentaram Si acima de 10.

Em relacdo aos camundongos da linhagem Balb/c, nenhuma substincia apresentou-se
toxica com a cepa Y. Por outro lado, com a cepa NCS, somente as substincias 67 e 87
mostraram-se toxicas, enquanto que com a cepa Bolivia, as substincias 16 e 87 foram mais
toxicas.

Embora ainda preliminares, estes dados sugerem que varias moléculas poderdo ser
avaliadas para atividade tripanocida. Mais estudos dessa natureza deverd ser realizado

utilizando as outras formas do Trypanosoma cruzi.

4.4) Extracao de DNA genomico
Seguindo as especificagdes do fabricante, o DNA gendmico das formas epimastigotas

de T. cruzi foi extraido com o reagente DNAzol (Invitrogen).

2000ph -
—
800pb s
400pb
100pb
1 2 3

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) corado com brometo de etidio. 1 — Low DNA Mass
Ladder (2000pb — 100ng); 2 — Extragdo de DNA gendmico de 7. cruzi (cepa Y) pelo reagente DNAzol
(Invitrogen); 3 - Controle positivo (DNA gendmico previamente extraido).
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4.5) Extracao de DNA plasmidial (pGEM-T)

Realizou-se miniprep de cinco culturas diferentes de bactérias.

1 2 3 4 5
Figura 7: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) corado com brometo de etidio. 1-5 - Extracdo de
DNA plasmidial de diferentes culturas.

4.6) Intercalacao das substancias no DNA genémico e circular

Para a observacdo da intercalagdo nos DNAs gendmico e plasmidial, realizou-se uma
eletroforese em gel de agarose 1,0% com as substidncias que apresentaram uma atividade
tripanocida alta quando comprada ao benzonidazol. Nesse experimento, também se observou
o comportamento do benzonidazol frente aos DNAs, além dos controles positivo e negativo,

como mostrado nas Figuras 8 e 9.

AT T N e e Ty

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figura 8: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) de DNA gendmico da cepa Y de 7. cruzi incubados
com diferentes substincias (ver Material e Métodos).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figura 9: Eletroforese em gel de agarose (1,0%) de DNA plasmidial da cepa Y de 7. cruzi incubados
com diferentes substancias (ver Material e Métodos).

Legenda das Figuras 8 ¢ 9:

1) Benzonidazol (1)

2) Piplartina (amida) de folha de P. tuberculatum (59)

3) Mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de P. tuberculatum (67)

4) Mistura de piplartina e cis-piplartina (amida) de P. tuberculatum (68)

5) Pelitorina (amida) da semente de P. tuberculatum (69)

6) Proctoriona C (policetideo) de P. blanda (75)

7) Peperobtusina A (cromeno) isolado do caule de P. obtusifolia (80)

8) Cromeno isolado da fracdo hexanica da folha de P. obtusifolia (87)

9) Controle negativo: DNA gendmico ou DNA plasmidial + Agua

10) Controle positivo: DNA gendmico ou DNA plasmidial + Brometo de Etidio

Nos controles com brometo de etidio (controles positivos), observou-se que a corrida
foi mais lenta tanto para o DNA gendmico quanto para o plasmidial, uma vez que o brometo
atua como um intercalador no DNA. Também pode ser observada para os dois DNAs uma
pequena quantidade retida no pogo.

O cromeno isolado da fragdo hexénica da folha de P. obtusifolia (87) (canaleta 8 nas
duas figuras) também mostrou uma retengdo do DNA no poco, tanto no DNA gendmico (Fig.
7) como plasmidial (Fig. 8), sugerindo uma intercalacao nas fitas de DNA.

A fragdo hexanica da folha de P. arboreum (substancia 16) ndo pode ser testada, pois

ndo havia mais massa suficiente.
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4.7) Modificacoes morfolégicas

Algumas substincias foram também analisadas nas cepas Y, NCS e Bolivia em tempos
pré-determinados de 2, 6, 24, 48 e 72 horas por microscopia de contraste de fase no
microscopio Leica - Leitz DMRXE, aumento 100X, para verificar possiveis modificacdes
morfoldgicas.

A quantidade das substancias testada foi a equivalente ao ICsy de cada uma delas, em
um volume final de 2mL de meio e concentraco de parasitos de 5x10° parasitos/mL.

Os resultados estdo apresentados nas Figuras 10 - 39 a seguir.

4.7.1-) Experimentos de modificacio morfolégica em Trypanosoma cruzi (CepaY)

4.7.1.1-) Controle (auséncia de substancia):

Em todas observagdes, os parasitos se mostraram com atividade e morfologia normal.

2 horas — parasito vivo 6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo 48 horas - parasito vivo

72 horas - parasito vivo

Figura 10: 7. cruzi (cepa Y), na auséncia de substincia, observados por microscopia de contraste de
fase apos 2, 6, 24, 48 e 72 horas. Aumento 100X
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4.7.1.2-) Benzonidazol (1):
As modifica¢des morfoldgicas se intensificaram em 72 horas de incubacio, onde todos

0s parasitos observados se apresentaram mortos.

2 horas - parasito vivo
6 horas - parasito morto

. . 48 horas - parasito morto
24 horas - parasito vivo p

72 horas - parasito morto

Figura 11: T. cruzi (cepa Y), na presenca de benzonidazol, observados por microscopia de contraste
de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento 100X
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4.7.1.3-) Fraciao hexanica da folha de Piper arboreum (16):
Apenas com 48 horas de incubacdo com a substancia, os parasitos comecaram a
apresentar alguma modificagdo em sua estrutura morfoldgica. Neste momento, muitos se

encontravam mortos.

6 horas - parasito vivo

2 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo 48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto

Figura 12: T. cruzi (cepa Y), na presenca da fracdo hexanica da folha de P. arboreum, observados por
microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Aumento 100X
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4.7.1.4-) Piplartina (amida) da folha de Piper tuberculatum (59):
Nas primeiras horas ndo foram observadas alteracdes no padrdo de comportamento dos
parasitos na presenga da substincia. Entretanto, com o passar do tempo, os parasitos em sua

maioria morreram, apresentando-se completamente modificados quanto a sua morfologia.

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

48 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito morto

Figura 13: T. cruzi (cepa Y), na presenca de piplartina (amida) da folha de P. tuberculatum
observados por microscopia de contraste de fase apos 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.1.5-) Mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de Piper tuberculatum (67):
Até 24 horas, os parasitos ndo apresentaram nenhuma modificacdo morfoldgica

visivel. Com 48 horas em contato com a substincia, apesar de vivos, eles j4 se apresentaram

diferentes morfologicamente. Com 72 horas, todos estdo modificados (perda de flagelo,

presenca de vactuolos e arredondamento) e mortos.

6 horas - parasito vivo

2 horas - parasito vivo

48 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito morto

Figura 14: T. cruzi (cepa Y), na presenga da mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de P.
tuberculatum observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Aumento 100X
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4.7.1.6-) Mistura de piplartina e cis-piplartina (amidas) de Piper tuberculatum (68):
Até 24 horas os parasitos ndo apresentaram nenhuma modificagdo morfoldgica visivel
e em sua maioria, todos estavam vivos. A partir das 48 horas em contato com a substincia, os

parasitos apresentaram alguns vactolos e praticamente todos estavam mortos.

2 horas - parasito vivo 6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo
48 horas - parasitos mortos

72 horas — parasitos mortos

Figura 15: T. cruzi (cepa Y), na presenca da mistura de piplartina e cis-piplartina (amidas) de P.
tuberculatum observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Aumento 100X
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4.7.1.7-) Pelitorina (amida) da semente de Piper tuberculatum (69):

Nas primeiras horas de contato com a substincia, os parasitos ji apresentavam alguma
modifica¢do, embora ainda vivos. A mortalidade comecou a ocorrer nas 24 horas, mas mesmo
assim foram observados alguns parasitos vivos. Apds 72 horas nio foi observado nenhum

parasito vivo.

2 horas - parasito vivo 6 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto

24 horas - parasitos mortos

72 horas - parasito morto

Figura 16: T. cruzi (cepa Y), na presenga de pelitorina (amida) da semente de P. tuberculatum
observados por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.1.8-) Proctoriona C (policetideo) de Peperomia blanda (75):

As modificagdes apareceram em 48 horas de contato com a substincia, com a perda de
flagela em alguns casos e a presenca de granulos. Neste momento, ainda encontravam-se
parasitos vivos e sem modificagdo. Em 72 horas, todos os parasitos observados encontravam-

se mortos e com modifica¢cdo morfolégica.

2 horas - parasito vivo 6 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto e parasito vivo

24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito morto

Figura 17: T. cruzi (cepa Y), na presenga de proctoriona C (policetideo) de P. blanda observados por
microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Aumento 100X
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4.7.1.9-) Peperobtusina A (cromeno) isolado do caule de Peperomia obtusifolia (80):
A partir de 24 horas em contato com a substincia, os parasitos comecaram a
apresentar modificacdes, mas continuavam vivos. Em 72 horas, todos os parasitos observados

encontravam-se mortos e com modificagdo morfoldgica.

2 horas - parasito vivo . .
6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto

Figura 18: T. cruzi (cepa Y), na presenga de peperobtusina A (cromeno) do caule de P. obtusifolia,
observados por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.1.10-) Cromeno isolado da folha de Peperomia obtusifolia (87):
A partir de 6 horas em contato com a substincia os parasitos comegaram a apresentar
modificagdes, mas continuavam vivos. Em 48 horas alguns ja se encontram mortos e apds 72

horas, todos os parasitos observados encontravam-se mortos e com modificacdo morfoldgica.

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto
24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito morto

Figura 19: T. cruzi (cepa Y), na presenca de um cromeno isolado da fracdo hexanica da folha de P.
obtusifolia, observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubag@o.
Aumento 100X
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4.7.2-) Experimentos de modificacdo morfolégica em Trypanosoma cruzi (Cepa NCS)

4.7.2.1-) Controle (auséncia de substancia):

Em todas observagdes, os parasitos se mostraram com atividade e morfologia normal.

2 horas - parasito vivo 6 horas - parasito vivo

o 48 horas - parasito vivo
24 horas - parasito vivo p

72 horas - parasito vivo

Figura 20: T. cruzi (cepa NCS), na auséncia de substancia, observados por microscopia de contraste
de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas. Aumento 100X
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4.7.2.2-) Benzonidazol (1):

Em até 24 horas de contato, os parasitos se apresentavam ativos e sem modificagdes.
A partir de 48 horas, as modificacdes observadas foram extremas, mas mesmo assim, ainda se
encontravam alguns parasitos vivos. Dentre as modificacdes, podemos observar a perda total

do flagelo ou seu encurtamento e a presenga de granulos e grandes vactolos.

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

48 horas - parasitos vivos

72 horas - parasitos mortos

Figura 21: T. cruzi (cepa NCS), na presenca de benzonidazol, observados por microscopia de
contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento 100X
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4.7.2.3-) Fracio hexanica da folha de Piper arboreum (16):
A partir de 24 horas em contato com a substincia, os parasitos passaram a apresentar

alguma modificagdo, mas até as 72 horas ainda foi possivel observar parasitos vivos.

2 horas - parasito vivo
6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

48 horas - parasitos mortos

72 horas - parasito vivo e parasito morto

Figura 22: T. cruzi (cepa NCS), na presenca da fracdo hexanica da folha de P. arboreum, observados
por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubag¢do. Aumento 100X
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4.7.2.4-) Piplartina (amida) da folha de Piper tuberculatum (59):
Os parasitos apresentaram caracteristicas semelhantes tanto para a cepa NCS como
para Y, sem alteracdes. Com o passar do tempo foram se apresentando mortos, em sua

maioria, ¢ completamente modificados quanto a morfologia, com a perda de flagelo e a

presenca de granulos (48 horas) e de vactiolos (72 horas).

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo 48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto

Figura 23: T. cruzi (cepa NCS), na presenca de piplartina de P. tuberculatum, observados por
microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento 100X
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4.7.2.5-) Mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de Piper tuberculatum (67):
Os parasitos s6 apresentaram grandes modificacdes nas 72 horas, onde a maioria

também se encontrava morta.

6 horas - parasito vivo
2 horas - parasito vivo

48 horas - parasito vivo
24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito morto

Figura 24: T. cruzi (cepa NCS), na presenca da mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de P.
tuberculatum observados por microscopia de contraste de fase apés 2, 6, 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Aumento 100X
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4.7.2.6-) Mistura de piplartina e cis-piplartina (amidas) de Piper tuberculatum (68):
Essa substancia ndo causou grandes modificacdes morfoldgicas nos parasitos, apesar

de todos estarem mortos com 72 horas.

L 6 horas - parasito vivo
2 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

48 horas - parasito vivo

72 horas - parasitos mortos

Figura 25: T. cruzi (cepa NCS), na presenca da mistura de piplartina e cis-piplartina (amidas) de P.
tuberculatum observados por microscopia de contraste de fase apés 2, 6, 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Aumento 100X
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4.7.2.7-) Pelitorina (amida) da semente de Piper tuberculatum (69):
Em 48 horas alguns parasitos j4 se apresentavam mortos, mas sem muitas

modifica¢des morfoldgicas.

6 horas - parasito vivo
2 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto

24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito morto e parasito vivo

Figura 26: T. cruzi (cepa NCS), na presenga de pelitorina (amida) da semente de P. tfuberculatum
observados por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.2.8-) Proctoriona C (policetideo) de Peperomia blanda (75):
Em 48 horas, muitos parasitos se encontravam modificados, podendo ser observada a

formacdo de rosetas. Em 72 horas, pode-se observar parasitos com a perda de flagelo.

6 horas - parasito vivo

2 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

48 horas — parasitos mortos

72 horas — parasitos mortos

Figura 27: T. cruzi (cepa NCS), na presenca de proctoriona C (policetideo) de P. blanda observados
por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubac¢do. Aumento 100X
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4.7.2.9-) Peperobtusina A (cromeno) isolado do caule de Peperomia obtusifolia (80):
Em 2 horas os parasitos se apresentam normal e muitos continuam se dividindo
(reproducgdo assexuada). Entretanto, apds 24 horas, eles ja comegcam a sofrer modificagcdes e

estdo todos mortos.

6 horas - parasito vivo

2 horas - parasito vivo

24 horas - parasitos mortos 48 horas - parasitos mortos

72 horas - parasitos mortos

Figura 28: T. cruzi (cepa NCS), na presenca de peperobtusina A (cromeno) do caule de P. obtusifolia,
observados por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Aumento
100X
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4.7.2.10-) Cromeno isolado da folha de Peperomia obtusifolia (87):
A partir de 6 horas em contato com a substincia, os parasitos comegaram a apresentar

modificagdes e muitos j4 estavam mortos em 24 horas.

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

24 horas - parasitos mortos 48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto

Figura 29: T. cruzi (cepa NCS), na presenca de um cromeno isolado da fracdo hexanica da folha de P.
obtusifolia, observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagao.
Aumento 100X
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4.7.3-) Experimentos de modificacdo morfolégica em Trypanosoma cruzi (Cepa Bolivia)

4.7.3.1-) Controle (auséncia de substancia):

Em todas observagdes, os parasitos se mostraram com atividade e morfologia normal.

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

48 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

72 horas - parasito vivo

Figura 30: T. cruzi (cepa Bolivia), na auséncia de substancia, observados por microscopia de contraste
de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas. Aumento 100X
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4.7.3.2-) Benzonidazol (1):

As modificacdes morfoldgicas comecaram a aparecer apds 6 horas em contato com o
benzonidazol, mas até 72 horas em contato, apesar das modificacdes (perda de flagelo,
presenca de granulos e vacuolos), alguns parasitos ainda se encontravam vivos. Observar a

formacao de roseta (48 horas).

2 horas - parasito vivo 6 horas - parasito vivo

24 horas - parasitos vivos

48 horas — parasitos mortos

72 horas — parasitos mortos e parasito vivo (iltimo)

Figura 31: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca de benzonidazol, observados por microscopia de
contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Aumento 100X
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4.7.3.3-) Fracio hexanica da folha de Piper arboreum (16):
Diferentemente das outras cepas, com a cepa Bolivia, essa fracio ndo mostrou
nenhuma modificacdo morfoldgica nos parasitos e todos estavam vivos e com atividade

normal.

6 horas - parasito vivo
2 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo
48 horas - parasito vivo

72 horas - parasito vivo

Figura 32: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca da fracdo hexanica da folha de P. arboreum,
observados por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.3.4-) Piplartina (amida) da folha de Piper tuberculatum (59):

Apds 2 horas, os parasitos se apresentavam bastantes ativos. Essa atividade foi
diminuindo com o passar do tempo e os parasitos comegaram a apresentar pequenas
modificagdes em 24 horas de contato. Com o passar do tempo foram se apresentando mortos,

em sua maioria, e modificados quanto a morfologia.

6 horas - parasito vivo

2 horas - parasito vivo

24 horas - parasitos vivos 48 horas - parasitos vivos

72 horas — parasitos mortos

Figura 33: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca de piplartina de P. tuberculatum, observados por
microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubacdo. Aumento 100X
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4.7.3.5-) Mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de Piper tuberculatum (67):
Praticamente todos os parasitos estavam mortos apds 24 horas em contato com a
substancia e se apresentavam modificados morfologicamente, com a presenca de muitos

granulos.

o 6 horas - parasito vivo
2 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto

24 horas — parasitos mortos

72 horas — parasitos mortos

Figura 34: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca da mistura de piplartina e diidropiplartina (amidas) de
P. tuberculatum observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Aumento 100X
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4.7.3.6-) Mistura de piplartina e cis-piplartina (amidas) de Piper tuberculatum (68):
A partir de 48 horas em contato com a substincia, os parasitos se apresentaram
praticamente todos mortos e modificados, com a perda de flagelo em alguns casos, além da

presenca de muitos granulos e vacuiolos.

2 horas - parasito vivo

6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo 48 horas - parasito morto

72 horas - parasitos vivos

Figura 35: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca da mistura de piplartina e cis-piplartina (amidas) de P.
tuberculatum observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de
incubacdo. Aumento 100X
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4.7.3.7-) Pelitorina (amida) da semente de Piper tuberculatum (69):
Em 24 horas, alguns parasitos se apresentavam mortos, mas sem modificacdes
morfoldgicas, que passaram a aparecer em pequena quantidade em 48 horas. A partir desse

momento, a maioria se encontrava morto.

2 horas - parasito vivo
6 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo .
p 48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto

Figura 36: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca de pelitorina (amida) da semente de P. tuberculatum
observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.3.8-) Proctoriona C (policetideo) de Peperomia blanda (75):
Em 24 horas, os parasitos j4 comecaram a aparecer mortos. Porém, em 72 horas ainda

foi possivel observar alguns parasitos vivos e sem modificacoes.

6 horas - parasito vivo
2 horas - parasito vivo

24 horas - parasito morto 48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto e parasito vivo

Figura 37: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca de proctoriona C (policetideo) de P. blanda
observados por microscopia de contraste de fase ap6s 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Aumento
100X
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4.7.3.9-) Peperobtusina A (cromeno) isolado do caule de Peperomia obtusifolia (80):
Ap6s 24 horas, os parasitos praticamente nio apresentaram nenhuma alteragdo. Apds

esse periodo, as alteracdes foram pequenas e os parasitos estavam mortos.

6 horas - parasito vivo

2 horas - parasito vivo

24 horas - parasito vivo

48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto

Figura 38: T. cruzi (cepa Bolivia), na presenca de peperobtusina A (cromeno) do caule de P.
obtusifolia, observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagao.
Aumento 100X
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4.7.3.10-) Cromeno isolado da folha de Peperomia obtusifolia (87):
As maiores modificacdes morfoldgicas foram encontradas nas primeiras horas de
contato com a substincia, apesar de todos os parasitos ainda se encontrarem vivos. Com o

passar do tempo, observaram-se parasitos mortos, porém sem muitas modificagdes.

2 horas - parasitos vivos 6 horas - parasitos vivos

24 horas - parasito vivo 48 horas - parasito morto

72 horas - parasito morto e parasito vivo

Figura 39: T. cruzi (cepa NCS), na presenca de um cromeno isolado da fracdo hexanica da folha de P.
obtusifolia, observados por microscopia de contraste de fase apds 2, 6, 24, 48 e 72 horas de incubagao.
Aumento 100X
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Em todos os casos, os parasitos apresentaram uma preservacdo da membrana
plasmética, porém com citoplasma de aparéncia rugosa e formacdo de vaciolos. Em alguns
momentos também se pode observar a perda total ou parcial do flagelo.

A cepa Bolivia, na presenga da substincia 16 (fracdo hexinica da folha de P.
arboreum), ndo apresentou nenhuma alteracdo morfolégica, e raramente se encontrou
parasitos mortos até o tempo maximo de 72 horas. Estes resultados t€ém uma relacio direta
com o ICsg (74,77ug/mL) encontrado para essa substancia.

As substincias 59 (piplartina) e a 68 (mistura de piplartina com cis-piplartina)
apresentaram nas trés cepas (Y, NCS e Bolivia), um ICs bastante proximo e as modifica¢des
morfolégicas e mortalidade aconteceram praticamente a0 mesmo tempo.

Nas trés cepas, a substancia 87 (cromeno da folha de P. obtusifolia) provocou
modificagdes morfoldgicas nas primeiras horas em contato com os parasitos. Nao foi possivel

observar um padrido de modificagdo morfolégica das outras substincias nas diferentes cepas.
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5) CONCLUSOES

As plantas t€m se mostrado uma rica fonte de moléculas com atividades contra as
formas amastigota, epimastigota e tripomastigota do 7. cruzi, e se apresentam como uma
alternativa promissora na busca de firmacos eficazes na prevencgao e tratamento da doenca de

Chagas.

O teste colorimétrico pelo MTT utilizado foi eficiente para a andlise da atividade
tripanocida e de citotoxicidade das substancias testadas, uma vez que ambos os tipos celulares

possuem mitocondrias.

Modificacdes estruturais nas moléculas de algumas substincias, especialmente
cromenos e amidas parecem ter favorecido o aumento da atividade tripanocida. Misturas de
amidas também potencializaram a atividade tripanocida da piplartina, inferindo um efeito
sinérgico. Entretanto, para as células de mamiferos, as amidas mostraram maior

citotoxicidade, seguida pelos cromenos.

O indice de seguranca (Safety index) da substincia 59 (piplartina) foi o menor
comparativamente as outras substincias testadas (cepa Y e camundongo Balb/c), embora
apresentando Si maior do que 10 (Si= 11,14). Para a cepa NCS, as mais téxicas foram as
substancias 67 e 87 (Si= 7,42 e 7,01, respectivamente) e para a Bolivia, a 87 (Si= 6,57), uma

vez que a 16 ndo apresentou nenhuma atividade tripanocida.

Estes estudos mostraram uma atividade promissora da proctoriona C (policetideo)
derivada de P. blanda, uma vez que apresentou atividade tripanocida elevada e baixa
toxicidade frente aos macréfagos de camundongos (Si, cepa Y= 19,37), enfatizando a

necessidade de novos estudos com esta molécula.

Uma maior atengdo deverd ser dada a fracdo hexanica da folha de P. arboreum, no
intuito de se isolar substancias, uma vez que apresentou 6timos resultados frente ao 7. cruzi e
uma baixa citotoxicidade para macréfagos murinos (Si, cepa Y= 12,17). Essa fracdo
apresentou um comportamento muito diferente frente a cepa Bolivia, uma vez que esta se

mostrou muito mais resistente a sua acao.
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Todas as substincias testadas para as cepas NCS e Bolivia apresentaram Si muito

baixos quando utilizados camundongos C57/Black/6.

O cromeno isolado da fracdo hexanica da folha de P. obtusifolia (87) parece intercalar
de modo inespecifico no DNA; tanto no DNA genémico do 7. cruzi quanto no DNA

plasmidial.

As substancias mostraram diferentes atividades conforme a cepa de 7. cruzi utilizada,

0 que sugere caracteristicas distintas entre as cepas.

As modificacdes morfolégicas ocorridas nos parasitos quando em contato com as
substancias ndo apresentaram padrdes caracteristicos, porém, sempre houve a formacdo de
vérios vacuolos sem rompimento da membrana plasmética e morte dos parasitos a partir de 48

horas.

Mais estudos serd necessario para se compreender melhor o mecanismo de acao dessas
substancias sobre o Trypanosoma cruzi, a fim de que futuramente possa ser obtido um

farmaco mais eficaz no tratamento da doenca de Chagas.
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