UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Avaliacao do potencial tripanocida dos 6leos essenciais de
Melampodium divaricatum e Hedychium coronarium e dos extratos
de Polygonum ferrugineum em cepas de Trypanosoma brucei

DANILO FERNANDO RODRIGUES

Araragquara
2013



DANILO FERNANDO RODRIGUES

Avaliacédo do potencial tripanocida dos 0leos essenciais de
Melampodium divaricatum e Hedychium coronarium e dos extratos
de Polygonum ferrugineum em cepas de Trypanosoma brucei

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista,
como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia

Orientadora: Profé. Dr2, Regina Maria Barretto
Cicarelli

Araragquara
2013



FICHA CATALOGRAFICA

Rodrigues, Danilo Fernando
R696a Avaliacdo do potencial tripanocida dos 6leos essenciais
de Melampodium divaricatum e Hedychium coronariume
dos extratos de Polygonum ferrugineum em cepas de
Trypanosoma brucei / Danilo Fernando Rodrigues. —
Araraquara : [s.n], 2013

88 f. il

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual

Paulista, Instituto de Quimica
Orientador: Regina Maria Barretto Cicarelli

1. Biotecnologia. 2. RT-PCR. 3. Atividade tripanocida.
. Titulo.

Elaboracéo: Servico Técnico de Biblioteca e Documentacéo do Instituto de Quimica de Araraquara

Secdo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informacéo






DADOS CURRICULARES
Nome: Danilo Fernando Rodrigues

Nome em cita¢gdes bibliograficas: RODRIGUES, D. F.; D.F. Rodrigues; Rodrigues,
DF; Danilo F. Rodrigues; Rodrigues DF; Rodrigues, D.F.; RODRIGUES, D.F.

Filiacdo: Osvaldo Guerreiro Rodrigues e Marilda de Lourdes Bota Rodrigues
Nascimento: 29/10/1988 - Votuporanga/SP - Brasil

Endereco profissional: Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, Rodovia Araraquara-Jau Km
01, Campus - Araraquara - 14801-902, SP - Brasil. Telefone: 16 33016950

URL da home page: http://www.fcfar.unesp.br/

E-mail para contato: danilo_frodrigues@hotmail.com
Formacao académical/titulacao

2011 - 2013 Mestrado em Biotecnologia (Conceito CAPES 4).

Instituto de Quimica, UNESP, Brasil.

Titulo: Avaliagdo do potencial tripanocida dos Oleos essenciais de Melampodium
divaricatum e Hedychium coronarium e dos extratos de Polygonum ferrugineum em
cepas de Trypanosoma brucei.

Orientadora: Regina Maria Barretto Cicarelli

Bolsista: Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES.

2006 - 2010 Graduacdo em Farmécia.

Centro Universitario de Votuporanga, UNIFEV, Brasil.

Titulo: Avaliacdo do nivel de conhecimento e utilizacdo do Agaricus blazei
(Cogumelo do Sol) da populacdo do municipio de Votuporanga-SP e Regido.
Orientador: Prof2. M.Sc. Jéssica Laira Ulian Candido de Sant’anna

Formacao complementar

Curso Internacional: Topicos Avancados em Biofarmacia e Farmacocinética / 2°
Taller de Capacitacion en Metodologias Biofarmacéuticas, 02 a 05 de outubro de
2012. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista Jalio
de Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, SP.

Curso: Citometria de Fluxo - BD Biosciences, 13 de junho de 2012. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
UNESP, Araraquara, SP.

Curso: AVANCES EN GENETICA FORENSE: ADN mitocondrial y mezclas en
aSTRs, 10, 11 e 13 de outubro de 2011. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, SP.



Producdao bibliogréfica
Artigos publicados

RODRIGUES, D. F.; VELASQUEZ, A. M. A.; CAVALEIRO, C. M. F.; SALGUEIRO,
L.; MARTINS, G. Z.; MAGALHAES, N. O.; MARTINS, M. B. G.; CICARELLI, R. M. B.;
MOREIRA, R. R. D. Chemical Composition and Trypanocidal Activity of the
Essential Oils from Hedychium coronarium J. Koenig (Zingiberaceae). Revista
ISRN Infectious Diseases. DOI: http://dx.doi.org/10.5402/2013/639275.

Artigos submetidos para publicacéo

MOREIRA, R. R. D.; MARTINS, G. Z.; PIETRO, R. C. L. R.,; QUEIROZ, G. M. DE;
LEITE, C. Q. F.; PAVAN, F. R.; CICARELLI, R. M. B.; SILVA, F. A. J.; RODRIGUES,
D. F.; YANO, T.; MUNIZ, M. P.; NUNOMURA, R. C. S. Trypanocidal,
Antitubercular and Cytotoxic Activities of Endopleura uchi (Huber) Cuatrec.
(Humiriaceae). Submetido a Journal of Medicinal Food.

Resumo Publicado em Periédico:

Planta Medica 2012; 78 - PD155, DOI: 10.1055/s-0032-1320513. Martins GZ;
Magalhdes NO; Silva FAJ; Velasquez AMA; Rodrigues DF; Kohatsu AAN; Planeta
CS; Cicarelli RMB; Moreira RRD. Trypanocidal activity of fruits extracts of
Solanum lycocarpum St. Hill. on Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei
strains. Congresso: International Congress on Natural Products Research - ICNPR,
28 de julho a 01 de agosto de 2012. Grand Hyatt, New York, USA. P4gina de
acesso: <https://www.thieme-connect.com/ejournals/abstract/10.1055/s-0032-
1320513>.

Apresentacéao de trabalho e palestra

Ribeiro, F., Gatti, T.H.H., Botelho, V.T., Rodrigues, D.F., Cicarelli, R.M.B., Martins,
M.B.G., Salgueiro, L., Cavaleiro, C., Moreira, R.R.D. Comparacdo entre Dois
Métodos Cromatograficos no Controle de Qualidade do Oleo Essencial de
Hedychium coronarium Koenig (Zingiberaceae). Evento: 1° Simpdsio
Internacional de Préaticas Integrativas e Complementares na Atencdo Basica a
Saude, 26 e 27 de abril de 2013. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, UNESP, SP.

D.F. Rodrigues - Versatilidade do Farmacéutico, 2013. (Conferéncia ou palestra,
Apresentacdo de Trabalho). Home page: http://unifev.com.br/cis/farmacia.php.
Evento: Il Congresso Saude UNIFEV. Proferiu a palestra aos alunos e professores
participantes do Il Congresso Saude UNIFEV; Local: Votuporanga Clube; Cidade:
Votuporanga, UNIFEV, SP.

Silva, F.J.A., Rodrigues, D.F., Arenas Velasquez, A.M., Kohatsu, A.A.N., Regasini,
L.O., Silva, D.H.S., Cicarelli, R.M.B. Evaluation of Trypanocidal activity of
Distictella mansoana, Jacaranda puberula and Stizophyllum perforatum
extracts on Trypanosoma cruzi Y strain. Congresso: FAMERP-UTMB: “Emerging
Infections in the Americas - common interests and collaboration between Brazil and




USA”, 07 e 08 de marc¢o de 2012. Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto,
FAMERP, SP.

Martins GZ; Magalhdes NO; Silva FAJ; Velasquez AMA; Rodrigues DF; Kohatsu
AAN; Planeta CS; Cicarelli RMB; Moreira RRD. Trypanocidal activity of fruits
extracts of Solanum lycocarpum St. Hill. on Trypanosoma cruzi and
Trypanosoma brucei strains. Congresso: International Congress on Natural
Products Research - ICNPR, 28 de julho a 01 de agosto de 2012. Grand Hyatt, New
York, USA.

Rodrigues DF, Arenas Velasquez AM, Salgueiro L, Cavaleiro C, Martins GZ,
Magalhdes NO, Santos LE, Martins MBG, Cicarelli RMB, Moreira RRD. Chemical
composition and trypanocidal activity evaluation of essential oils from
Hedychium coronarium against Trypanosoma brucei strains. Congresso: 43"
International Symposium on Essential Oils - ISEO, 05 a 08 de setembro de 2012.
Faculty of Sciences of Lisbon, Lisbon, Portugal.

G.Z. Martins, N.O. Magalhdes, F.AJ. Silva, A.M.A. Velasquez, D.F. Rodrigues,
A.A.N. Kohatsu, A.E. Almeida, C.S. Planeta, R.M.B. Cicarelli, R.R.D. Moreira.
Trypanocidal activity of fruits extracts of Solanum lycocarpum St. Hill. on
Trypanosoma brucei strain. Congresso: 13" International Congress of the Society
for Ethnopharmacology - ISE13, 02 a 06 de setembro de 2012. Universitatsplatz 4,
Graz, Austria.

Arenas Velasquez, A.M.; Rodrigues, D.F.; Silva, F.J.A.; Chiari, B.G.; Almeida,
M.G.J.; Isaac, V.L.; Francisco, A.l.; Vargas, M.D.; Cicarelli, R.M.B. Evaluation of the
Trypanocidal activity of diamines and ferrocenyl diamines against
Trypanosoma brucei strains. Congresso: XVIII International Congress for Tropical
Medicine and Malaria and XLVIII Congress of the Brazilian Society of Tropical
Medicine, 23 a 27 de setembro de 2012. Hotel Royal Tulip, Rio de Janeiro, RJ.

ARENAS VELASQUEZ, A. M.; SILVA, F.AJ.; RODRIGUES, D.F.; KOHATSU,
A.A.N.; Chiari, B.G.; DE ALMEIDA, M.G.J.; ISAAC, V.L.B.; Francisco, A.l.; Vargas,
M.D.; Cicarelli, R.M.B. Evaluation of the trypanocidal activity of 1,4-
naphthoquinones against Trypanosoma brucei strains. Congresso: XXVIII
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology / XXXIX Annual Meeting on
Basic Research in Chagas™ Disease - SBPZ, 01 a 03 de outubro de 2012. Centro de
Convencgdes Hotel Gloéria, Caxambu, MG.

KOHATSU, A.AN.; SILVA, F.A.J.; ARENAS VELASQUEZ, A. M.; RODRIGUES,
D.F.; Chiari, B.G.; DE ALMEIDA, M.G.J.; Francisco, A.l.; DA SILVA, M.T.A.; ROSA,
J.A.; Vargas, M.D.; ISAAC, V.L.B.; Cicarelli, R.M.B. Evaluation of the susceptibility
of epimastigote strains from T. cruzi to ferrocenyl diamines. Congresso: XXVIII
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology / XXXIX Annual Meeting on
Basic Research in Chagas’ Disease - SBPZ, 01 a 03 de outubro de 2012. Centro de
Convencdes Hotel Gloéria, Caxambu, MG.




Participacdo em eventos cientificos

Conferencista no Il Congresso Saude UNIFEV, 2013. (Congresso). Versatilidade do
Farmacéutico.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) FAMERP-UTMB: Emerging Infections in the
Americas - common interests and collaboration between Brazil and USA, 2012.
(Congresso). Evaluation of Trypanocidal activity of Distictella mansoana, Jacaranda
puberula and Stizophyllum perforatum extracts on Trypanosoma cruzi Y strain.

XVIII International Congress for Tropical Medicine and Malaria and XLVIII Congress
of the Brazilian Society of Tropical Medicine, 23 a 27 de setembro de 2012. Hotel
Royal Tulip, Rio de Janeiro, RJ.

Il Congresso Farmacéutico da UNESP / 592 Jornada Farmacéutica da UNESP, 18 a
24 de agosto de 2012. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, SP.

| Semana Internacional de Fitoterapia de Araraquara, 27 de abril a 01 de maio de
2012. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista Jalio
de Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, SP.

FAMERP-UTMB: “Emerging Infections in the Americas - common interests and
collaboration between Brazil and USA”, 07 e 08 de marco de 2012. Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto, FAMERP, SP.

IV Workshop All Pharma Janior - Oportunidades do Mundo Farmacéutico, 23 e 24 de
maio de 2011. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, SP.

| Congresso Farmacéutico da UNESP / 582 Jornada Farmacéutica da UNESP, 20 a
26 de agosto de 2011. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, SP.

Workshop: Uso de recursos da biodiversidade e sua transferéncia - Projeto Inova
Séao Paulo, 16 de agosto de 2011. Universidade Federal de Sao Carlos, UFSCAR,
Séo Carlos, SP.

Organizacao de evento

Membro da Comissdo Organizadora - Congresso: | Semana Internacional de
Fitoterapia de Araraquara, 27 de abril a 01 de maio de 2012. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP,
Araraquara, SP.



DEDICATORIA

;%7 ﬁeu&, que durante todo esse trabalho

e por toda a minka vida tem me acomfaﬂﬁad&
e tluminade. ﬁecfz’co também a meus pats,
com todo mew amor e jratifﬁo, Jor tudo que
ﬁzeram por mim ao fonjo de minka vida;

e @ minha noiva Jaefo apoio e cg'uc[a

nos mormentos Ji’JQ’cez'J.



AGRADECIMENTOS

A Deus e a Nossa Senhora, por sempre me darem forgcas para continuar
rompendo os obstaculos do cotidiano, pelas béncdos derramadas em minha vida e

de toda a minha familia.

A meus Pais, Osvaldo e Marilda, minhas bases, por estarem sempre ao meu
lado me apoiando, e por simplesmente terem me feito existir, por tanto amor, por
tudo o que eu sou, pela oracéo, por terem me proporcionado educacao e amor pelos
estudos, e, apesar das inumeras dificuldades, por sempre me estimularem a

continuar.

A minha noiva, Carla, que apesar da distancia soube me apoiar e ajudar nas
barreiras da vida, por todo amor, confianca, além do apoio e incentivo desde o inicio
ao fim deste trabalho. Obrigado por estar em minha vida e por toda a coragem que

vocé me deu durante esta jornada, que também dedico a vocé...

A meus irmaos, Renan e Cristiane, e a todos da minha familia, pelo apoio e

incentivo prestados.

A Profa, Dr2 Regina Maria Barretto Cicarelli, pela acolhida em seu
laboratério, pela paciéncia e compreensado diante de minha inexperiéncia. Agradeco
pelos ensinamentos que possibilitaram meu amadurecimento cientifico, intelectual e

pessoal e pela confianga em minha capacidade.

A Angela, pelo trabalho em conjunto e a todos do laboratério de Imunologia e
Biologia Molecular de Parasitos e do laboratério de Investigacdo de Paternidade

que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacao deste trabalho.

Ao Dr. Marco Tdualio, que contribuiu com seus conhecimentos praticos e

tedricos sobre biologia molecular e o manuseio das cepas do parasito.



A secretaria do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Unesp de Araraquara, Margarete Rossi Ferreira, pela

gentileza, pela atencdo, sempre disposta a ajudar.

A todos os funcionarios: Wennia, Sandra, Célia, Ana Paula e Cintia da
Secdao Técnica de Pos-Graduacao do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara,

pelos prestados e pela atencao.

A todos os funcionarios da biblioteca do Instituto de Quimica da Unesp de

Araraquara, pelo auxilio nas correcdes das referéncias.

A todos do laboratdrio de cosmetologia da FCFAr/UNESP, Prof® Dr? Vera
Liacia Isaac, Bruna e Gabriela, pela realizacdo e auxilio nos testes com células de
mamiferos e por todos os seus conhecimentos adicionados a este trabalho.

A Prof? Dr? Raquel Regina Duarte Moreira e Gilmarcio do Laboratério de
Farmacognosia da FCFAr/UNESP, que contribuiu com as amostras e seus

conhecimentos gerais.

A Prof? Dr? Silvia Noeli Lopez, da Universidad Nacional de Rosario, que
além de contribuir com as amostras pode auxiliar no conhecimento especifico da

planta como um todo.

A banca da qualifcacdo composta por Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa e a
Prof®. Dr® Raquel Regina Duarte Moreira, que enriqgueceram esse estudo com

suas relevantes contribuicdes tedricas.

A banca da defesa desse trabalho composta por Prof. Dr. Roberto Carlos
Grassi Malta e a Prof®. Dr® Thalita Pedroni Formariz Pilon, que contribuiram com

sugestdes importantes para a finalizacao do trabalho.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES,
pela bolsa concedida e a Fundacdo para o Desenvolvimento da Unesp -

FUNDUNESP, pelo auxilio financeiro ao projeto.



“... Mas & preciso ter for¢a, & preciso ter raga
E preciso ter gana sempre ...

. Mas & preciso ter manha, € preciso ter graca
E preciso ter sonho, sempre
Quem traz na pele essa marca

Possul a estranha wania de ter fé na vida.”

Milton Nascimento e Fernando Brant



Resumo




Resumo

Protozoarios como Trypanosoma brucei sdo causadores de importantes doencas
gue acometem os seres humanos e animais, como a doencga do sono. A distribuicdo
desses tripanosomas € exclusiva da Africa (regido central, oeste e leste), sendo
transmitidos por moscas do género Glossina, mais conhecidas como moscas tsé-tsé.
Cerca de 60 milhdes de pessoas estao sob risco de contrair a doenga, e muitos
casos novos ocorrem a cada ano. Atualmente, os farmacos disponiveis apresentam
um numero elevado de efeitos colaterais, tornando indispensavel a busca pelo
desenvolvimento de novos medicamentos. Nesse contexto, a prospeccao por
substancias tripanocidas a partir de plantas € uma estratégia valida e importante.
Melampodium divaricatum é uma planta nativa da América do Sul, conhecida
popularmente como falsa-caléndula e por apresentar atividade antimalarica.
Hedychium coronarium conhecida como lirio-do-brejo; € uma planta bem adaptada
no Brasil e apresenta atividade anti-helmintica. A planta Polygonum ferrugineum
também encontrada na América do Sul apresenta atividades antibiéticas e
antifingicas, e é popularmente conhecida como fumo-bravo. No presente trabalho,
avaliou-se a atividade tripanocida dos 6leos essenciais obtidos das partes aéreas de
M. divaricatum, dos rizomas e folhas de H. coronarium e 0Ss seus cOompostos
majoritarios 8 (1,8 cineol/eucaliptol) e 9 (6xido de cariofileno), respectivamente; dos
extratos e substancias isoladas de Polygonum ferrugineum frente a duas cepas de
T. brucei (método colorimétrico de MTT). Também, utilizando a técnica de RT-PCR
(transcriptase reversa), foram avaliados se alguns dos compostos selecionados
apresentariam interferéncia no processamento de RNA mensageiro (mMRNA) do
parasito, uma vez que, diferente de outros eucariotos, cujo processamento dos
MRNA realiza-se por um mecanismo chamado cis-splicing, os tripanosomatideos
utilizam o trans-splicing. Os resultados para 0s ensaios citotdxicos demonstraram
graus variados de citotoxicidade no parasito, sendo que um extrato (extrato hexanico
bruto - EHB) apresentou uma atividade notavel e uma das substancias (substancia
3) revelou um alto potencial de atividade tripanocida, apresentando um ICso de 1,77
png/mL para uma das cepas de T. brucei. A substancia € uma chalcona e varios
estudos foram reportados indicando inameras propriedades biolégicas como
antimalarica, antiviral, antileishmaniose, antitumoral, entre outras. Observou-se
também que os mesmos compostos (EHB e substancia 3) interferiram com o
processamento de mRNA do parasito.

Palavras-chave: Melampodium divaricatum. Hedychium coronarium. Polygonum
ferrugineum. Trypanosoma brucei. Atividade tripanocida. RT-PCR (transcriptase
reversa).
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Abstract

Protozoa such as Trypanosoma brucei are causative important diseases affecting
humans and animals, such as sleeping sickness. The distribution of these
trypanosomes is unique to Africa (central, west and east), being transmitted by flies
of the genus Glossina, better known as tsetse flies. About 60 million people are at
risk of contracting the disease, and many new cases occur each year. Currently,
available drugs have a high number of side effects, making it essential to search for
new drug development. In this context, the prospect for trypanocidal substances from
plants is an important and valid strategy. Melampodium divaricatum is a plant native
to South America, popularly known as “falsa-caléndula” and display antimalarial
activity. Hedychium coronarium known as “lirio-do-brejo”; is a plant well adapted in
Brazil and has anthelmintic activity. The plant Polygonum ferrugineum also found in
South America has antibiotic and antifungal activities, and is popularly known as
“fumo-bravo” In the present work, evaluated the trypanocidal activity of essential oils
obtained from aerial parts of M. divaricatum, rhizomes and leaves of H. coronarium
and its major compounds 8 (1.8 cineole / eucalyptol) and 9 (caryophyllene oxide),
respectively; of extracts and substances of Polygonum ferrugineum against two
strains of T. brucei were evaluated (MTT colorimetric method). Also, using the
technique of RT-PCR (reverse transcription), were evaluated if any of the selected
compounds would show interference in the processing of messenger RNA (mMRNA) of
the parasite, since, unlike other eukaryotes, mRNA processing which is carried out by
a mechanism cis-splicing called the trypanosomatids using the trans-splicing. The
results for the cytotoxic assays demonstrated varying degrees of cytotoxicity in the
parasite, and one extract (crude hexanic extract - CHE) showed a remarkable activity
and substance (substance 3) revealed a high potential trypanocidal activity, with a
Clso of 1.77 mg/mL for one strain of T. brucei. The substance is a chalcone and many
studies are reported indicating numerous biological properties such as antimalarial,
antiviral, antileishmaniose, antitumor, among others. It was also observed that these
compounds (CHE and substance 3) interfere with mRNA processing of the parasite.

Keywords: Melampodium divaricatum. Hedychium coronarium. Polygonum
ferrugineum. Trypanosoma brucei. Trypanocidal activity. RT-PCR (reverse
transcription).
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1.1 Trypanosoma brucei e doenca do Sono

A tripanosomiase africana ou doenca do sono € causada por Trypanosoma
brucei gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense, subspécies relacionadas ao
Trypanosoma brucei brucei. O T. b. brucei foi descrito por David Bruce em 1894,
espécie encontrada em animais domesticos, relacionada a doenca denominada de
nagana. A distribuicdo desses tripanosomas € exclusiva da Africa, sendo transmitido
por moscas do género Glossina, mais conhecidas como moscas tsé-tsé (COX, 2004;
KIRCHHOFF et al., 2009).

Cerca de 60 milhdes de pessoas principalmente as que vivem em zonas
rurais da Africa correm risco de contrair a doenca, € muitos casos novos ocorrem a
cada ano, porém nao se pode comprovar esse numero devido a dificil estatistica em
paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012a, 2012b).

O T. b. gambiense é encontrado principalmente no oeste e regido central da
Africa (Figura 1), causando a doenca do sono cronica ou gambiense, que
geralmente é transmitida por moscas do género Glossina morsitans que se
alimentam de animais silvestres. Por outro lado, o T. b. rhodesiense & encontrado no
leste da Africa (Figura 1), causando a doenca do sono aguda ou rhodesiense, que é
mais perigosa, pois a doenca se desenvolve mais rapidamente. Este protozoario
geralmente é transmitido por moscas do género Glossina palpalis que se
alimentaram de humanos infectados, porém, porcos e caes também podem servir de

reservatério (COX, 2004).
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Figura 1 - Distribuicdo geogréfica do Trypanosoma brucei gambiense (amarelo) e
Trypanosoma brucei rhodesiense (vermelho).

Fonte: Welburn; Maudlin; Simarro (2009, p. 708).

Durante o ciclo biolégico, o parasito se diferencia em algumas formas e se

multiplica por divisdo binaria, tanto no hospedeiro como no vetor (Figura 2).

Figura 2 - Morfologia do Trypanosoma brucei durante o seu ciclo bioldgico. Formas: a)
sanguinea delgada; b) sanguinea intermediaria; c) sanguinea larga; d) prociclica; e)
epimastigota e f) metaciclica.

Fonte: Silva (2009, p. 10).
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1.1.1 Ciclo Biolégico e Transmissao

Durante o ciclo da tripanosomiase africana, a mosca contaminada (Glossina
sp) injeta formas tripomastigotas metaciclicas (A) durante a picada. O parasito se
diferencia em forma tripomastigota sanguinea, que se multiplica na corrente
sanguinea (B). Os parasitos se espalham pela corrente sanguinea, podendo atingir o
sistema nervoso central. Com a alta parasitemia, essas formas se tornam mais
curtas e largas (C). Outra mosca ingere essas formas tripomastigotas,
contaminando-se (D). As formas tripomastigotas se diferenciam em formas
prociclicas (E) e em seguida em epimastigotas que se multiplicam na glandula
salivar (F). Apds a multiplicacdo, essas formas transformam-se em tripomastigotas
metaciclicos (G) e o ciclo inicia-se novamente (BRUCE, 1914). O ciclo biolégico se

encontra esquematizado na Figura 3.

Figura 3 - Ciclo bioldgico da transmisséo da Doenca do Sono.

Fonte: Silva (2009, p. 11).
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1.1.2 Glicoproteina variante de superficie (VSG)

Os tripanosomas possuem uma caracteristica Unica em sua membrana
celular, a glicoproteina variante de superficie (VSG), que constitui uma importante
interface molecular entre tripanosomas e 0 sistema imunitario do hospedeiro,
atuando no impedimento da lise do parasito. Dessa maneira os anticorpos liberados
contra um epitopo peptidico ndo podem reconhecer a composi¢do antigénica da
VSG. Assim, ocorre uma alteracdo em sua VSG e uma nova resposta imunoldgica €
desencadeada, repetindo-se por inUmeras vezes esse processo. O acumulo de
anticorpos  decorrentes  desse  processo acaba levando a uma
hipergamaglobulinemia, tendo consequéncias importantes no decorrer da doenca
(VINCENDEAU; BOUTEILLE, 2006; JANNIN; SIMARRO, 2008).

1.1.3 Processamento dos RNA mensageiros (mMRNAS)

Desde 1990, os cientistas observaram que eucariotos possuem genomas
muito grandes com centenas de milhares de introns. A maioria dos genes
codificadores de proteinas no genoma humano sdo compostos de varios éxons
interrompidos por introns. Avancos no conhecimento da genémica e prote6mica de
mamiferos confirmaram a necessidade de reprogramacdo do mRNA usado para
obter os produtos dos genes e producdo de proteinas e a importancia do
processamento dos mRNAs, denominado splicing, que € um passo essencial da
expressdo do gene através da remocao de sequéncias ndo-codificadoras (introns)
para ligadura juntas das sequéncias codificantes (éxons). Os éxons sédo geralmente
curtos com 50 a 250 pb, enquanto que os introns sdo muito maiores e podem chegar

a varios milhares de pb.

Splicing é um evento nuclear complexo de processamento dos RNAs, em que
éexons diferentes do mRNA de transcritos primarios estdo unidos. As sequéncias
intronicas sdo removidas do pré-mRNA e os éxons fundidos resultando na formacéo
do mRNA maduro, posteriormente € adicionado na sua extremidade 5’ o cap e

poliadenilacdo em sua extremidade 3’, apds estas modificagcbes é transportado para
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fora do nudcleo para ser traduzido em proteinas no citoplasma (revisdo em
CICARELLI et al., 2012).

1.1.3.1 Processamento dos mRNAs em tripanosomatideos

Grande parte dos genes de eucariotos possui uma estrutura que alterna
éxons e introns. Logo apos a transcricdo, introns devem ser retirados a partir do
transcrito primario (pré-mRNA) para gerar um mRNA maduro. A unido dos éxons
vizinhos e a precisa excisdo dos introns ocorrem por um processo complexo
chamado de splicing, que quando ocorre dentro de uma Unica molécula de pré-
MRNA é denominada de cis-splicing, sendo este o processamento dos mRNAs em
mamiferos (WILL; LUHRMANN, 2001; MAYER; FLOETER-WINTER, 2005).

J4 em tripanosomas e leishmanias, os RNAs sdo processados por um
mecanismo diferente chamado de trans-splicing. As regides de dois transcritos
separados (em lugar de um unico pré-mRNA) sdo unidas de forma que todo o
mensageiro maduro inicia-se com a mesma sequéncia (aproximadamente 40
nucleotideos), denominada spliced leader (SL) (TSCHUDI; ULLU, 1990; NILSEN,
1995; PERIS et al., 1997, CAMPBELL, 1999; STURM; STURM; YU; CAMPBELL,
1999; MICHAELI, 2011).

1.1.3.1.1 Trans-splicing

Trans-splicing € uma reacao intermolecular de processamento de RNA, na
qual estdo envolvidas duas moléculas distintas de RNA que serdo convenientemente
unidas, formando um RNA mensageiro maduro. Principais componentes desta
reacdo sdo o pré-mRNA, transcritos de forma policistrdnica em tripanosomatideos e
um pequeno RNA, chamado de spliced leader (SL) RNA. Na sequéncia que
representa a extremidade 5 do SL RNA, ocorre uma associagao ao 3’ splice site,
para dar origem ao RNA maduro (SHAKED et al., 2010; MICHAELI, 2011). Em 1982,
houve o primeiro relato sobre esse tipo de processamento, o qual observou-se que

uma sequéncia idéntica de 39 nucleotideos permanecia sempre presente na
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extremidade 5’ de inumeros transcritos de diferentes glicoproteinas de superficie de
Trypanosoma brucei (ULLU; TSCHUDI, 1995).

A Figura 4 ilustra as principais diferencas entre o processamento de RNA por

cis ou trans-splicing.

Figura 4 - Comparacdo entre os mecanismos de cis-splicing (A) e trans-splicing (B). As
duas etapas de transesterificacdo estdo apresentadas. 5" (GU) e o 3" (AG) sitios de corte
(SS) e a sequéncia BP estdo indicadas. BP: Branch point (ponto de ramificacéo); PPT:
Polypyrimidine tract (Trato de polipirimidina); SL: Spliced leader; SS: Splice site (sitios de
corte).

Fonte: Michaeli (2011, p. 460).

1.1.4 Sintomatologia

A doenca do sono apresenta sintomatologia variada, porém, pode-se dizer
gue existem dois estagios clinicos que sdo observados durante a infeccdo, o estagio
hemolinfatico inicial e o estagio encefalico tardio (KENNEDY, 2004). Apos a

hematofagia da mosca tsé-tsé, um cancro se forma no local da picada,



Introducédo | 32

desaparecendo apés 2-3 semanas, dando origem ao estagio hemolinfatico inicial
(MOLYNEUX et al., 1996; DUMAS; BISSER, 1999), apresentando episodios de
febre com linfadenopatia generalizada, seguidos de sintomas ndo especificos como
vertigens, dores de cabeca, fraqueza generalizada e perda de peso; podendo atingir
varios 6rgaos, como o figado, os rins, o coracao, a pele, o sistema endocrino e os
olhos. No estagio seguinte chamado de encefalico tardio, observam-se sintomas
neurolégicos que envolvem anormalidades psiquiatricas, motoras, sensoriais e
distUrbios do sono, podendo levar a morte (KENNEDY, 2004).

1.1.5 Diagnéstico

O diagndstico da doenca do sono é realizado apds triagem com a populacdo
gue vive em areas de risco, sendo usado com mais frequéncia teste soroldgico, o
teste de cartdo de aglutinacdo para tripanosomiase humana (CATT) para T. b.
gambiense e LAMP (loop-mediated isothermal amplification) para T. b. rhodesiense
(BRUN; BLUM, 2012). Os métodos soroldgicos ndo séo suficientemente especificos;
casos sorologicamente positivos devem ser confirmados parasitologicamente pelo
exame microscopico da linfa, sangue ou liquido cefalorraquidiano (LCR), o qual é
obtido por puncéo suboccipital (logo abaixo do cranio) e diretamente observado ao

microscoépio, na busca por forma de T. gambiense.

Esfregacos sanguineos corados também poderdo ser utlizados no
diagndstico, porém a chance de deteccdo do tripanosoma € muito baixa (JANNIN;
SIMARRO, 2008). Uma vez que o diagnéstico parasitolégico seja estabelecido,
procedimentos para a determinacdo do estagio da doenca devem ser
implementados para a escolha do medicamento adequado para o tratamento. Essa
determinacao é feita usando a contagem de células brancas do sangue e a presenca
de parasitos no LCR. O numero de células para o primeiro estdgio é de 5
células/mL. Se mais de 5 células/mL ou presenca de tripanosomas no LCR, o
paciente € considerado no segundo estagio. O aumento da concentracdo de
imunoglobulina M (IgM) no LCR, utilizando procedimentos de teste simplificado, tem
sido proposto como um marcador para o segundo estagio (JANNIN; SIMARRO,
2008).
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1.1.6 Terapéutica

A quimioterapia para a doenca do sono, tanto para o tratamento humano,
guanto ao seu uso veterinario tem sido negligenciada (KIRCHHOFF et al., 2009). A
sua terapéutica esta apoiada nos farmacos pentamidina, que foi introduzido no
mercado em 1940, exercendo agao contra o T. b. gambiense e a suramina, que foi
introduzida no mercado em 1920, tendo acao contra o T. b. rhodesiense; ambas sao
utilizadas para a fase inicial da doenca, porém, a ultima também pode ser utilizada
na fase cronica (KENNEDY, 2004; COX, 2004).

Para a fase cronica da doenca, os farmacos devem possuir propriedades que
permitam atravessar a barreira hematoencefalica (SNC), bem como uma maior
lipossolubilidade, o que torna mais dificil o tratamento. Entretanto, existem dois
farmacos utilizados, o melarsoprol, que foi introduzido em 1949, possuindo acdo
para ambas as espécies de T. brucei e a eflornitina, que foi introduzida em 1981,
sendo eficaz somente para o T. b. gambiense; mas pode-se também utilizar uma
combinacao de eflornitina/nifurtimox, sendo o nifurtimox um dos farmacos usados na
doenca de Chagas (KENNEDY, 2004; COX, 2004; BRUN; BLUM, 2012; RASSI
JUNIOR; RASSI; REZENDE, 2012).

Esses farmacos além de serem altamente toxicos aos individuos, néo
possuem uma alta eficacia contra o T. brucei (GARCIA, 2001; BRUN; BLUM, 2012),
sendo necessaria a busca por novas moléculas eficazes contra esse parasito. No
Quadro 1 é apresentado alguns desses efeito colaterais que podem surgir durante o

tratamento da doenca do sono.

N&o existe ainda nenhuma vacina para a doenca do sono, apesar de varios
estudos ja realizados; ndo se consegue obter uma vacina eficaz devido a variagéo
antigénica do parasito (COX, 2004; KIRCHHOFF et al., 2009; NOK, 2009).
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Quadro 1 - Efeitos colaterais durante o tratamento da doenga do sono.

Farmaco

pentamidina

suramina

melarsoprol

eflornitina

combinacéo de
eflornitina (A) /
nifurtimox (B)

Efeitos Colaterais

Abcesso asséptico;

Diabetes, hipoglicemia

Proteinuria

Rabdomidlise

Hipotenséo

Queixas subjetivas de mialgia, nauseas e
anormalidades gustativa, dor de cabeca,
dor no local da inje¢do, dor abdominal

Reac6es imediatas:

Nauseas, vomitos, colicas,

Choque anafilatico (<1/2000), urticaria
Reacbes recentes (3-48 horas):
Reacéo febril

Fotofobia, lacrimejamento
Hiperestesia

Reacbes tardias:

Comuns: leséo renal, proteindria
(geralmente leve)

Raras: dermatite alérgica, polineuropatia,
agranulocitose, anemia hemolitica

Reacgdes encefalopaticas
- Convulsées
- Coma progressivo
Reac0es cutaneas
Erupc6es maculo-papulares ou bolhosas,
dermatite esfoliativa
Polineuropatia
Hipotensao, diarréia
Alteracdo de eletrocardiograma (ECG),
arritmia

Convulsoes
Anemia, leucopenia, trombocitopenia,
Diarréia, nauseas, vomitos, dor abdominal

Nauseas, vomitos
Convulsdes
Anemia, leucopenia, trombocitopenia

Estrutura Molecular

BAKER et al., 2013

i

U 0 ]
0 e

Na0s8

S0aMa

BARRETT; BARRETT, 2000

BAKER et al., 2013

WILLERT; PHILLIPS, 2012

A)
WILLERT; PHILLIPS, 2012

QN\{]/\‘N/ Nﬁ/‘
CH;

URBINA, 2010

B)

Fonte: Brun; Blum (2012, p. 270).
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1.2 Produtos naturais e seu uso naterapéutica

Os produtos minerais, animais e vegetais sao fonte de inameros
medicamentos (ESQUENAZI et al., 2002). A producdo de alimentos, cosméticos e
novos materiais estdo diretamente relacionados a extracdo da biodiversidade, onde
a humanidade é totalmente dependente (SOUZA et al., 2007). O desenvolvimento
de um novo farmaco a partir de fontes naturais pode ser obtido com custos muito
menores quando comparados com demais farmacos sintéticos; com isso ha o
interesse de inUmeras empresas pela busca por novos produtos ou compostos de
origem natural para incorporar em produtos existentes (YUNES; PEDROSA,
CECHINEL FILHO, 2001).

1.3 Hedychium coronarium J. Kbnig

A familia Zingiberaceae possui cerca de 80 espécies caracterizadas pelo
género Hedychium, no qual véarias delas possuem propriedades medicinais,
industriais ou comestiveis (HE, 2000; GOPANRAJ et al, 2005; GAO et al., 2008).
Dentre essas espécies, pode-se citar a Hedychium coronarium J. Kénig, que é uma
monocotilédonia encontrada na Asia tropical bem adaptada na América do Sul,
principalmente no Brasil, sendo popularmente chamada de gengibre-branco, lirio-do-
brejo, lagrima-de-mocga, lirio-branco, borboleta, mariazinha-do-brejo, lagrima-de-
vénus e jasmin-borboleta (KISSMANN, 1991; SANTOS; PEDRALLI; MEYER, 2005).

H. coronarium é utilizada na medicina popular brasileira e seu extrato € usado
no tratamento de dores, ferimentos, infecgcdes em geral, inflamacdes na garganta e
reumatismo (PIO CORREA, 1969; FACUNDO; MOREIRA, 2005). O extrato do
rizoma, tanto seco quanto fresco, foi comprovado experimentalmente possuir
atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e Trichoderma spp., sendo as duas ultimas causadoras de dermatites (JOY;
RAJAN; ABRAHAM, 2007); e o seu Oleo volatil possui acdo anti-helmintica
(OLIVEIRA et al., 1985). As folhas da H. coronarium apresentam um efeito diurético
e anti-hipertensivo (RIBEIRO et al., 1986; RIBEIRO, 1988). Outras propriedades da
H. coronarium segundo Matsuda et al. (2002) estdo associadas a inibicdo da
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permeabilidade vascular e producdo de 6xido nitrico em ratos. As flores, sob forma
de infusdo, também possuem efeito diurético e redutor da pressdo arterial (DI
STASI; HIRUMA, 2002).

Da mesma forma que o lirio-do-brejo produz substancias antimicrobianas,
verificou-se também a liberagdo de um componente cercaricida, com atividade
contra Schistosoma mansoni, interferindo em sua multiplicagdo (WARREN;
PETERS, 1968).

1.4 Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.)

A espécie Melampodium divaricatum (Rich. In Pers.), nativa da América do
Sul, pertence a familia Asteraceae (AGRA; FREITAS; BARBOSA FILHO, 2007;
BOTSARIS, 2007) e esta entre as 40 espécies do género Melampodium (TURNER,
1993; BREMER; ANDERBERG, 1994). Essa espécie é conhecida popularmente
como falsa-caléndula (NOGUEIRA et al., 2006), flor-amarela, estrelinha, flor-de-ouro
(LORENZI, 2000); picao-da-praia (AGRA; FREITAS; BARBOSA FILHO, 2007); fel da
terra e salsa da praia (BOTSARIS, 2007). O seu uso estd comumente empregado na
medicina popular (GIRON et al., 1991), onde na Guatemala, a planta inteira é usada
contra resfriados e suas folhas sé@o utilizadas como antimalarico e no tratamento de
problemas estomacais (GIRON et al., 1991). J4 no Brasil o seu uso popular é
empregado para o tratamento da malaria e muitas outras indicagbes como
inflamacoes, febre, entre outras (BOTSARIS, 2007).

1.5 Polygonum ferrugineum Wedd.

A espécie Polygonum ferrugineum Wedd., popularmente conhecida como
fumo-bravo (PIVARI; POTT; POTT, 2008), pertence a familia Polygonaceae e esta
englobada em cerca de 300 espécies caracterizadas no género Polygonum (WANG,;
ZHANG; YANG, 2005). Esse género esta espalhado em vérias partes do mundo,
sendo amplamente encontrado na América do Sul, principalmente em climas

temperados. Sdo conhecidos pelo fato de produzirem uma variedade de metabdlitos
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secundario incluindo os flavondides (SARTOR; SILVA; SOUZA, 1999; PENG et al.,
2003), triterpenos (DUWIEJUA et al., 1999), antraquinonas (MATSUDA et al., 2001,
YIM et al., 1998), comarinas (SUN; SNEDEN, 1999), fenilpropandides (MURAI et al.,
2001; TAKASAKI et al., 2001), lignanas (KIM; WOO; PARK, 1994), sesquiterpenos
(DATTA et al., 2000) e taninos (WANG; ZHANG; YANG, 2005).

Na Argentina é empregada na medicina tradicional para curar feridas, como
antisséptico, antibiético ou antifangico (LOPEZ; FURLAN; ZACCHINO, 2011).

1.5.1 Chalconas

As chalconas pertencem a familia dos flavondides e estdo envolvidas na sua
biossintese; possuem uma estrutura molecular versatil, cujos seus derivados séo
alvos de muitas pesquisas (BANDGAR et al., 2010b). As chalconas purificadas de
fontes naturais sdo amplamente conhecidas por apresentarem atividades
antifingicas e antimalaricas (ELSOHLY et al., 2001; DOMINGUEZ et al., 2001).

Figura 5 - Estrutura basica das chalconas.

Fonte: Silva (2008, p. 26).

A estrutura basica das chalconas possui uma conjugacédo do grupo carbonila
com a porcao olefinica ligando os grupos aromaticos e de um ponto de vista
quimico, as chalconas sédo cetonas a e [ insaturadas (Figura 5). Existe uma

caracteristica nas chalconas que pode fornecer a molécula um grande potencial
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biolégico (NOWAKOWSKA, 2007) antioxidante e, ainda, sua utilizacdo em
aplicacdes opticas nao-lineares (NLO) (HARRISON et al., 2005). Isso ocorre atraves
da combinacao destes grupos carboxila e olefinica, que quando unidos forma uma
cadeia reativa ceto-etileno (DAS et al., 2010), podendo levar & conjugacéo dos dois

aneéis aromaticos (PATIL et al., 2009).

Os compostos apresentados na Figura 6 citados por Wattenberg e
colaboradores (1994) demonstram diversas ligacbes com substituintes e grupos
aromaticos, porém a conexdo dos grupos aromaticos € mantida através da formacéao
da cadeia ceto-olefinica. A maior parte das chalconas é conhecida pelas suas

atividades biologicas.

Figura 6 - Estruturas ativas de algumas chalconas.

Fonte: Carvalho Janior (2012, p. 15).

As chalconas tém sido alvo de muitas pesquisas por apresentarem atividades
biol6gicas como anti-inflamatéria (BATT et al., 1993; DIMMOCK et al., 1999; WON et
al., 2005; TANAKA et al., 2009), antifungica, inseticida (DIMMOCK et al., 1999;
KUMAR et al., 2003; BOECK et al., 2005; SIVAKUMAR; MUTHU KUMAR; DOBLE,
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2009), antitumoral (YAMAMOTO et al., 1991; DIMMOCK et al., 1999; KUMAR et al.,
2003; RAO; FANG; TZENG, 2004; WON et al., 2005), analgésica, antileishmaniose
(RIZVI et al., 2010), antioxidante (DIMMOCK et al., 1999; PADHYE et al., 2009),
antimalarica (LI et al., 1995; DIMMOCK et al., 1999; DOMINGUEZ et al., 2005;
PADHYE et al., 2009), antibacteriana (DIMMOCK et al., 1999; NIELSEN et al., 2004;
NOWAKOWSKA et al., 2008; AVILA, 2008), antiviral (ISHITSUKA et al., 1982;
DIMMOCK et al., 1999), entre outras. Essas propriedades farmacolégicas diferentes
umas das outras, sO € possivel devido a ocorréncia de uma substituicdo dos anéis
aromaticos A ou B por outro substituinte (CHIARADIA et al., 2008).

As chalconas que possuem ligantes metoxila apresentam como um dos
principais fatores o aumento na sua atividade, em especial as que possuem um
efeito antimalarico (KUMAR et al., 2010), antitumoral (ECHEVERRIA et al., 2009) e
anti-inflamatéria (BANDGAR et al., 2010a). Esses ligantes metoxila apresentam
elétrons livres (REZK, et al., 2002), estando relacionado ao composto com atividade
anti-malaria reportado por Kumar (2010), que além de apresentar estes elétrons
livres apresentam também grupos retiradores de elétrons que estdo localizados no

anel B.

A atividade antimitética também ficou comprovada contra células Hela
(inhagem de células tumorais), cujos estudos relacionados as chalconas
confirmaram um aumento dessa atividade devido a molécula possuir mais de um
grupo metoxila (EDWARDS; STEMERICK; SUNKARA, 1990).

1.6 Oleos Essenciais

Os Oleos essenciais consistem na maior parte de uma mistura de
hidrocarbonetos (terpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, entre outros) e também
de alguns compostos oxigenados (alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas,
lactonas, fenois, éteres fenolicos, entre outros) (GUENTHER, 1977; SIMOES;
SPITZER, 2004). Os compostos terpénicos, cuja origem biossintética deriva de

unidades de isopreno sdo 0s mais frequentes e 0s monoterpenos correspondem a
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aproximadamente 90 % da composicao. Os diterpenos sao encontrados apenas em

Oleos vegetais extraidos com solventes organicos.

De acordo com a familia a que pertencem as espécies, 0s elementos volateis
podem estar concentrados em 0Orgaos anatdmicos especificos. Os 6leos essenciais
localizam-se em estruturas especiais de secrecdo, como cavidades, canais (bolsas)
esquizégenos ou lisigenos, canais oleiferos, pélos glandulares, células
parenquimaticas diferenciadas. Podem ser estocados nas flores, folhas, casca do
caule, madeira, raizes, rizomas, frutos e sementes, podendo variar na sua
composicado de acordo com a localizacdo em uma mesma espécie (SIANI et al.,
2000; FABROWSKI, 2002; SIMOES; SPITZER, 2004). Além da variacdo de acordo
com o 6rgdo de localizacdo, outros fatores podem interferir na composicao do 6leo
essencial de uma mesma espécie vegetal, tais como: a época de coleta; condi¢cbes
climaticas e de solo, localiza¢do geografica; ciclo vegetativo da espécie e 0 processo
de obtencdo (MOREIRA et al., 1980, ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997;
MEJDOUB; KATSIOTIS, 1998; WIRTHENSOHN; SEDGLEY, 1998; SIANI et al.,
2000; SIMOES; SPITZER, 2004).

Dessa forma, o 6leo essencial juntamente com seus componentes principais
tem demonstrado um grande espectro de atividades biolégicas e, com isso,
pesquisadores ressaltam sua importancia em varios campos da quimica dos

alimentos, da farmacologia e farmacéutica (CRISTANI et al., 2007).

Cerca de 3.000 dleos essenciais sdo conhecidos e dentre estes
aproximadamente 300 estdo disponiveis comercialmente, em especial para as
industrias farmacéuticas, agrondmicas, alimenticias, sanitarias, cosméticas e de
perfumes, sendo seus constituintes utilizados para muitas finalidades (SILVA et al.,
2003; HAJHASHEMI; GHANNADI; SHARIF, 2003; PERRY et al., 2003).

Apesar de apresentar varias caracteristicas benéficas, ndo podem ser
descartados os efeitos toxicos acarretados por essas substancias, que podem levar
desde uma simples reacdo cutanea a efeitos convulsivantes e psicotropicos
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; FABROWSKI, 2002; SIMOES; SPITZER,
2004).
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2.1

2.2

2.3

Os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar a atividade tripanocida dos Oleos essenciais de Melampodium
divaricatum, dos rizomas e das folhas de Hedychium coronarium e seus
compostos majoritarios e os extratos e substancias isoladas de Polygonum
ferrugineum em formas prociclicas das cepas 427 e 29-13 de T. brucei por
meio do método colorimétrico MTT.

Avaliar a atividade em células HepG2 (linhagem de hepatoma humano) e
calcular o indice de seguranca de cada composto (Safety Index).

Avaliar as alteragbes na producao de mRNA do gene a-tubulina da cepa 427
de T. brucei, tratadas com 0s compostos que apresentaram um ICs, relevante
frente a pentamidina, utilizando o método de RT-PCR (Reverse Transcription).
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3.1 Hedychium coronarium

Os oleos essenciais obtidos dos rizomas e das folhas de H. coronarium e de
seus compostos majoritarios (1,8 cineol/eucaliptol e o6Oxido de cariofileno,
respectivamente), foram cedidos pela Profd. Dr2. Raquel Regina Duarte Moreira do
Laboratério de Farmacognosia do Departamento PANT - FCFAr/UNESP.

3.1.1 Material vegetal

Folhas e rizomas de H. coronarium foram coletados na Estacdo Ecol6gica
Juréia-Itatins pela Profé. Dr2. Maria Bernadete G. Martins - Campus Experimental do
Litoral Paulista, Universidade Estadual Paulista - UNESP, S&o Vicente - SP, Brasil;
em marco de 2011 e identificado pelo Dr. Vinicius Castro Souza - Agronomia,
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, Universidade de Sao Paulo - USP - Piracicaba, SP - Brasil. Exemplares das
espécies foram depositados no Herbario da Escola Superior de Agricultura -
ESA/USP sendo registrado com o niamero 93272 ESA.

3.1.2 Obtencéo dos 6leos essenciais

A obtencdo dos 6leos essenciais foi realizada pelo laboratério da Prof2. Dr2.
Raquel Regina Duarte Moreira (FCFAr/UNESP). Folhas e rizomas foram submetidos
a secagem ao ar livre a temperatura ambiente e, em seguida, processados de forma
independente; folha grosseiramente dividida, rizoma cortado e esmagado. Os Gleos
essenciais foram obtidos através de um processo de hidrodestilacdo por 4 h
utilizando um aparelho de Clevenger modificado (WASICKY, 1963). Os 6leos foram

armazenados ao abrigo da luz a 4 °C, até ser utilizado.

Os compostos majoritarios da planta H. coronarium foram identificados em
colaboragdo com o Prof. Dr. Carlos Cavaleiro da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra, sendo: 6xido de cariofileno - 6leo essencial das folhas e

1,8-cineol/eucaliptol - 6leo essencial dos rizomas, os quais foram adquiridos
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posteriormente da Sigma. Os compostos majoritarios isolados da planta H.
coronarium supracitados, foram renomeados e estardo citados no decorrer do

trabalho da seguinte maneira: 8 (1,8 cineol/eucaliptol) e 9 (6xido de cariofileno).

No Fluxograma a seguir esta esquematizado como foram obtidos os 6leos

essenciais e seus compostos majoritarios.

Fluxograma 1 - Obtencdo dos Oleos essenciais e seus compostos majoritarios de
Hedychium coronarium.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Melampodium divaricatum

O 6leo essencial obtido das partes aéreas de M. divaricatum foi cedido pela
Profa, Dr2. Raquel Regina Duarte Moreira do Laboratério de Farmacognosia do
Departamento PANT - FCFAr/UNESP.
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3.2.1 Material Vegetal

As partes aéreas (mistura de folhas, flores e escapos) de M. divaricatum
foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP - Araraquara - SP, entre as coordenadas 21° 48’ 51,4” S
e 48° 12’ 5,177 W, com altitude de 661 metros, nos diferentes periodos do ano
(primavera, verao, outono e inverno) de 2011 e de 2012. A exsicata da planta esta
depositada no Herbério do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio Claro - SP, sob
0 numero de registro HRCB 35294.

3.2.2 Obtencao do 6leo essencial

A obtencdo do 6leo essencial foi realizada pelo laboratério da Prof2. Dr2,
Raquel Regina Duarte Moreira (FCFAr/UNESP). Para a obtencdo do 6leo essencial
foram utilizadas as partes aéreas, secas em estufa com circulacdo de ar e
aguecimento a 40 °C. O o6leo essencial obtido foi adequadamente armazenado sob
baixas temperaturas (4 a 8 °C) até o momento do uso. Para a extracdo do Oleo
essencial foi utilizado o processo de hidrodestilagdo por 4 h em aparelho de
Clevenger modificado (WASICKY, 1963).

O composto majoritario identificado nas partes aéreas da planta M.
divaricatum foi o E-cariofileno, porém, devido a dificuldades na obtencdo da
substéncia e falta do produto no mercado por tratar-se de um produto importado,
ndo foi possivel sua aquisicdo, impedindo a realizacdo dos ensaios com este
composto; assim, somente foi avaliado o 6leo essencial bruto de M. divaricatum. O
composto majoritario isolado da planta M. divaricatum apresentado acima, foi
renomeado e sera citado no decorrer do trabalho da seguinte maneira: 10 (E-
cariofileno). No Fluxograma 2, encontram-se as etapas para obtencdo do 6leo

essencial e seu composto majoritario.
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Fluxograma 2 - Obtencéo do 6leo essencial e seu composto majoritario de Melampodium
divaricatum.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Polygonum ferrugineum

Os extratos e as substancias isoladas de P. ferrugineum foram cedidos pela
Prof2. Dr2, Silvia Noeli Lopez - Laboratorio Farmacognosia, Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario - UNR, Suipacha
531, 2000 - Rosario, Argentina.

3.3.1 Material Vegetal

As partes aéreas de Polygonum ferrugineum Wedd. (Polygonaceae) foram

coletadas em janeiro de 2011 em Puerto Gaboto, provincia de Santa Fé, Republica
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Argentina. A identificacdo foi feita pela Dr?. Susana Gattuso (Area Biologia Vegetal,
FCByF — UNR) e uma exsicata [Gattuso, S (899) UNR 2028] foi depositada no
Herbario da UNR.

3.3.2 Obtencao dos Extratos

Conforme as informacdes recebidas do Laboratorio Farmacognosia da Prof2.
Dr2. Silvia Noeli Lépez da Argentina, as folhas foram secas a temperatura ambiente
e moidas em moinho. Posteriormente, 211,23 g de folhas moidas foram maceradas
com solventes de polaridade em ordem crescente. Primeiramente utilizou-se Hexano
(Hex) - 72 h, depois diclorometano (DCM) - 120 h, acetato de etila (AcOEt) - 72 h e
finalmente metanol (MeOH) - 72 h (Fluxograma 3). Toda vez que foi trocado o
solvente extrator, aplicou-se filtracdo a vacuo e o solvente foi evaporado do material
vegetal em capela de exaustdo. Os extratos foram concentrados por evaporacéo a
pressdo reduzida em evaporador rotatério. A nomenclatura dos extratos no decorrer
do trabalho sera: extrato hexanico bruto (EHB), extrato diclorometanico bruto (EDB),
extrato acetato de etila bruto (EAB) e extrato metandlico bruto (EMB).

3.3.3 Fracionamento dos extratos e purificacdo dos compostos avaliados

A partir do extrato EDB, foram purificados os seguintes compostos: 6# (5,8-
dimetoxi-7-hidroxiflavanona), B1 (2',4',6'-trihidroxi-3'-metoxi-a-hidroximetil-B-hidroxi-
dihidrochalcona), B2 (5,7-dihidroxi-6-metoxi-3-(9-hidroxi-fenilmetil)-cromen-4-ona),
CHI (2',6'-dihidroxi-3',4'-dimetoxi-chalcona) e CHII (2',4'-dihidroxi-6'-metoxichalcona).
Ja a purificacdo a partir do extrato EHB, originou dois compostos: 1°C FR4 (5-
hidroxi-7-metoxiflavanona) e fragdo 5  (4',6'-dimetoxi-2'-hidroxichalcona),
apresentados no Fluxograma 3 (compostos citados em LOPEZ et al., 2006). As
substancias isoladas da plantas P. ferrugineum apresentadas acima, foram
renomeadas e citadas no decorrer do trabalho da seguinte maneira: 1 (CHI); 2
(CHI1); 3 (fragdio 5); 4 (B1); 5 (B2); 6 (1°C FR4) e 7 (6#).
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Fluxograma 3 - Obteng&o dos extratos e substancias de Polygonum ferrugineum.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As estruturas das substancias isoladas de H. coronarium e P. ferrugineum

estdo apresentadas na Figura 7.

Figura 7 - Estruturas das substancias isoladas. A) Polygonum ferrugineum; B) Hedychium
coronarium.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Trypanosoma brucei

3.4.1 Obtencao das formas

As formas prociclicas de T. brucei cepa 427 (CROOS; MANNING, 1973) e
cepa 29-13 (WIRTZ; CLAYTON, 1995) (Quadro 2) foram utilizadas para os testes
tripanocidas por se tratarem de formas nao infectantes para os humanos, serem de
facil manutencdo em cultura e os resultados obtidos podem orientar experimentos

posteriores em formas infectantes.
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Quadro 2 - Caracteristicas das cepas de Trypanosoma brucei.

Trypanosoma brucei 427 Trypanosoma brucei 29-13
Cepa virulenta, isolada em 1960 de uma Cepa geneticamente modificada a partir
ovelha; da cepa selvagem T. brucei 427;
N&o completa o ciclo biologico no inseto  Obtida pela clonagem de dois plasmideos
vetor; gue contém os promotores:
A forma prociclica é encontrada somente 1) T7 RNA polimerase;
no intestino médio da mosca; 2) Repressor da Tetraciclina;
N&o é transmitida pela mosca tsé-tsé aos estes estéo localizados no locus de
humanos; a-f tubulina do DNA da cepa 427.

Utilizadas em técnicas de RNAIi (RNA de
interferéncia) para avaliacdo da
expressao de genes.

Utilizadas para estudos de bioquimica,
biologia molecular e celular do parasito;

Variagao antigénica, monomorfica,
geneticamente manipulavel, facil cultivo e
manutencgao da cultura, ndo infecciosa
em humanos.

Resistente a Higromicina e Geneticina.

Fontes: Wirtz; Clayton, 1995; Peacock et al., 2008.

3.4.2 Cultivo dos parasitos

Os parasitos foram cultivados em meio SDM-79 suplementado com 10 % de
soro fetal bovino (Gibco) (BRUN; SCHONENBERGER, 1979), penicilina (Sigma) e
estreptomicina (Sigma), e para a cepa 29-13 além desses antibidticos foram
adicionados também geneticina (G418 - Sigma) e higromicina (Sigma), ambas foram
cultivadas a 28 °C com repiques diarios para a manutencdo da cultura. Para a
realizacdo do ensaio citotoxico do MTT as culturas foram mantidas até a obtencéo
da fase exponencial de crescimento (1x10° parasitos/mL). Os parasitos foram

mantidos em freezer -80 °C em solucao glicerinada.

3.5 Ensaio citotoxico do MTT

Na técnica de MTT ocorre a redugdo do sal tetrazdlio (MTT) 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio (Sigma) em um produto colorido, formazan, pela
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acdo de algumas enzimas presentes nas mitocondrias, como por exemplo, a
succinato desidrogenase (DUTTA et al., 2005); o produto é avaliado por
espectrofotometria a 595 nm que demonstra proporcionalmente a atividade
metabdlica das células observadas ou a viabilidade dessas em cultura (SIEUWERTS
et al., 1995). E uma técnica interessante para andlise de diversas substancias
simultaneamente (MUELAS-SERRANO; NOGAL-RUIZ; GOMEZ-BARRIO, 2000;
COTINGUIBA et al., 2009). O ensaio foi realizado de acordo com Mosmann (1983),

e modificado por Cotinguiba e colaboradores (2009).

3.5.1 Contagem de parasitos

Apds observacdo de auséncia de contaminacdo na cultura de T. brucei,
adicionou-se 0,5 pL de formol (Synth), 19 yL de meio de cultura SDM-79 e 1 pL de
parasito (diluicdo 1:20) em um tubo de 1,5 mL, para contagem em camara de
Neubauer. A suspensdo de parasitos foi aplicada entre lamina e laminula. Em
seguida, observou-se ao microscopio para a contagem dos parasitos. O célculo da
concentracéo de parasitos foi realizado segundo a equagéao abaixo:

n° total de parasitos/mL = n° parasitos contados / 4 x 20 x 10*

Em que:

4 = n° de quadrantes da camara de Neubauer.
20 = diluicéo (1:20).

10 = fator da cAmara de Neubauer.

A suspensdo dos parasitos ap6s a contagem foi ajustada de 1x10* para 1x10°

parasitos/mL.
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3.5.2 Diluicao e preparo das amostras

As amostras analisadas foram o 6leo essencial de M. divaricatum, os oOleos
essenciais do rizoma e da folha de H. coronarium, e seus compostos majoritarios, 8 -
rizoma e 9 - folha; foram também analisados os extratos EHB, EDB, EAB e EMB de
P. ferrugineum, e as suas substancias isoladas 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7. Como controle
positivo utilizou-se a pentamidina que € um dos farmacos usados no tratamento da
doenca do sono (BRAY et al., 2003).

As amostras foram diluidas em DMSO (dimetilsulfoxido - Synth), em uma
concentracdo final de 20 mg/mL; para a dissolucdo completa utilizou-se o auxilio de

um vortex.

A partir da solugéo estoque foram realizadas as diluicbes a serem testadas
em placa de poliestireno estéril com 96 pocos, sendo realizado em camara de fluxo

laminar.

Para as substancias isoladas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, as analises foram
iniciadas com uma diluicdo de 5 mg/mL, colocada no poco H: 10 pL (20 mg/mL
estoque) + 30 uL DMSO. Assim as concentracdes finais dessas substancias nos
respectivos pocos séao A: 1; B: 2,5; C: 5; D: 10; E: 25; F: 50 e G: 100 pg/mL.

Para os Oleos essenciais e 0s extratos iniciou-se diretamente com a
concentracdo de 20 mg/mL em DMSO (solucédo estoque), sendo as concentracdes
finais das amostras nos respectivos pocos A: 25; B: 50; C: 100; D: 200; E: 300; F:
400 e G: 500 pg/mL.

3.5.3 Montagem e finalizacao do teste

Em cada uma das concentra¢des foram adicionadas 3 pL da solugcdo nos
pocos em uma nova placa (fileiras A a G, colunas 1 a 6). Em seguida, adicionou-se
97 uL de meio de cultura contendo parasitos nas colunas 1, 2 e 3 e apenas meio de

cultura nas colunas 4, 5 e 6 (controle). A fileira H foi utilizada como controle: colunas
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1 a 3, contendo somente parasitos, sem substancia; e 4 a 6, somente meio de

cultura, sem substancia, os testes foram realizados em triplicata.

A sequir, as placas foram incubadas em camara Umida a 28 °C (BOD) por 24
h. Adicionou-se 10 pL de solucdo MTT + Metossulfato de fenazina - PMS por orificio
(2,5 mg/mL de MTT - Sigma e 0,22 mg/mL de PMS - Sigma), repetindo-se a
incubacéo por mais 1 h 15 min ao abrigo da luz, seguido da adigdo de 100 pL de
solucdo SDS 10 % / HCI 0,01 M, para dissolver os cristais de formazan, incubou-se

por mais 30 min em TA.
- Solucédo MTT/PMS
2,5 mg/mL de MTT e 0,22 mg/mL de PMS
A leitura da Densidade Optica (DO) foi realizada em leitor de Elisa (Bio Rad) a

595 nm, a Figura 8 demonstra como se interpreta que uma substancia foi ativa

utilizando a técnica de MTT.

Figura 8 - Demonstracdo do ensaio colorimétrico de MTT.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.6 Determinacao do indice de citotoxicidade 50 % (ICso)

Com as absorvancias obtidas foram elaborados gréaficos para determinacao
do ICs. Os indices de citotoxicidade (ICsp), que significam 50 % da concentracao
inibitdria das substancias que reduzem em 50 % a viabilidade celular dos parasitos
foram quantificados graficamente a partir de uma curva dose-resposta (concentracéo
versus viabilidade celular), obtidos por andlise de regresséo linear com limite de
confianca préximo a 95 % e o ICso definido através de equacdo de uma reta
(software Origin 7.0 - WASS, 2002).

3.7 Teste de citotoxicidade em células HepG2 (Hepatoma humano)

As células HepG2 sdo metabolicamente competentes, e amplamente
utilizadas para simular in vitro a fungéo hepética do organismo humano, mostrando
atividade de enzimas de fase | e fase IlI, incluindo enzimas do citocromo P450
(SASSA et al.,, 1987; NATARAJAN; DARROUDI, 1991; DAUER et al., 2003;
HEWITT; HEWITT, 2004; CHIARI et al., 2012). Essa linhagem celular é adequada
para avaliar os efeitos de genotoxicidade e de antigenotoxicidade de diferentes
compostos, tais como os taninos (DAUER et al., 2003; CHIARI et al., 2012) e na
avaliacdo do metabolismo de proteinas, como a lipoproteina de baixa densidade
(HAVEKES et al., 1983; CHIARI et al., 2012).

Em parceria com a equipe da Prof2, Dr?. Vera Llcia Isaac do Departamento
de Farmacos e Medicamentos, Laboratério de Cosmetologia - FCFAr/UNESP, foram
realizados também testes de citotoxicidade com as células HepG2 (linhagem celular
de hepatoma humano) para célculo do Safety Index, ou seja, 0 grau de seguranca
para a utilizacdo das substancias em células de mamiferos, que é calculado pela
equacao a sequir:

Safety Index = 1Cso HepG2 / ICso T. brucei
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3.7.1 Cultivo das células e preparo do teste

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando células de hepatoma
humano (HepG2). As células foram cultivadas em meio Minimum Essential Media
(MEM) suplementado com 10 % de soro fetal bovino e antibidticos [penicilina
(Sigma) 100 U/mL, estreptomicina (Sigma) 0,1 mg/mL]. As culturas foram mantidas a
37 £ 2 °C em atmosfera de 5 % de CO,. As células em confluéncia de 80 a 90 %
foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200 rpm durante 3 minutos, e depois
plagueadas em placas de 96 pocos (TPP). Para neutralizar a tripsina (Sigma) foi
utilizado meio MEM com soro fetal bovino.

Para os ensaios de citotoxicidade foram usadas 1x10° células/mL. As placas
foram incubadas durante 24 h para a adesao das células completa na placas de 96

POGOS.

Em cada experimento foi testado um controle negativo (MEM com a
respectiva concentracdo de DMSO (sigma) em cada tratamento) e um controle
positivo (DMSO em MEM a 10 %). Todos os compostos foram testados em
diferentes concentragdes (0; 5; 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pug/mL) e solubilizados
em meio MEM depois de prévia solubilizacdo em DMSO, como mostrado na Figura
9. ApoOs 24 h, o tratamento foi removido e as placas foram lavadas suavemente com
tampéao fosfato salino (PBS - Sigma) (BRUGGINSSER et al.,, 2002), e 100 uL de
MTT (Sigma) (1 mg/mL em PBS) foram adicionados a cada pog¢o. As microplacas
foram incubadas a 37 £ 2 °C durante 4 h, protegido da luz, a fim de observar a
presenca de cristais de formazan (MOSMANN, 1983). Este procedimento pode ser
observado no esquema da Figura 10. Para a solubilizacdo dos cristais de formazan,
utilizou 100 pL de alcool isopropilico (Synth) foram adicionados a cada poco e a
absorvancia foi lida a 595 nm. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em
pelo menos trés ensaios independentes, e, em cada ensaio, 0 tratamento foi
realizado em triplicata. A porcentagem de células mortas e vivas foi calculada em
relacdo ao controle negativo e representa a citotoxicidade de cada tratamento, tal

como proposto por Zhang et al. (2004), como mostra a seguir:
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A
% da viabilidade celular =
A do controle negativo

Em que:

A = Absorvancia (leitura realizada em 595 nm)

do controle negativo — A do tratamento
x 100

Figura 9 - Esquema de tratamento das células HepG2 para os ensaios citotdxicos de MTT

em placa de 96 pocgos.
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Figura 10 - Esquema do ensaio de MTT.
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3.8 Teste de avaliacao da interferéncia na producdo de mRNA do parasito

3.8.1 Curva de crescimento da cepa 427 de Trypanosoma brucei

A curva de crescimento de Trypanosoma brucei - cepa 427 utilizando como
controle a pentamidina foi elaborada para determinar em qual tempo de tratamento
dos parasitos com 0s compostos selecionados apds os resultados obtidos de ICsg
(através de screening) se alcancava a quantidade de células necesséria (5 a 10x10°
parasitos/mL), para sua utilizacdo na técnica de RT-PCR. A curva foi elaborada
dentro de um periodo de 24 horas de tratamento.

3.8.2 Extrac&o de RNA total

A obtencdo de RNA total do parasito para a utilizacdo na reacdo de RT-PCR
foi realizada por meio da técnica de extracdo de RNA com TRIZOL® (Invitrogen), de
acordo com as especificacdes técnicas do fabricante; antes do inicio dessa técnica
foi realizado uma lavagem na cultura dos parasitos com tampao fosfato salino (PBS)
[1X], e em seguida realizando a extracdo com os reagentes fenol cloroformio (Synth),
isopropanol (Synth), etanol absoluto 99,8 % (Merck), agua dietilpirocarbonato -
inibidor de RNAase (DEPC) (Fermentas) e etanol a 70 % preparado com agua
DEPC, apés a obtencdo do precipitado de RNA total, 0 mesmo foi diluido em 20 pL
de agua DEPC e realizado uma quantificacdo no aparelho Epoch (BioTek), o qual

ajustou-se para uma concentracao de 5 pug de RNA total em 11 pL de agua DEPC.

3.8.3 Reacdo de RT-PCR (utilizando o kit 3’ RACE - System for Rapid
Amplification of cDNA Ends)

A reacéo de transcricao reversa seguida por PCR (RT-PCR, do inglés reverse
transcription-polymerase chain reaction), foi utilizada para detectar o RNA
mensageiro presente nas células. Durante o experimento foi obtido um DNA
complementar (cDNA) ao RNA, com a enzima transcriptase reversa utilizando-se
como molde o RNA total. Para essa finalidade, o kit 3’ RACE - System for Rapid
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Amplification of cDNA Ends (Invitrogen) foi empregado de acordo com as

especificacdes do fabricante.

A reacéo de RT-PCR foi realizada com o protocolo descrito em Silva (2009) e
Silva et al. (2011). Para a reacao foram necessarios 5 yg de RNA total extraido a

partir de parasitos tratados e nédo tratados com as substancias.

A seguir, no Quadro 3, apresentam-se as sequéncias de todos os iniciadores

utilizados nos experimentos:

Quadro 3 - Iniciadores utilizados na reacdo de RT-PCR.

. 5 -GGC CAC GCG TCG ACT ACT AGTACTTTT
AdapterPrlmer [TTTTTTTTTITT -3
Random Hexamer Primer 5 - NNNNNN - 3’

TS1 5 -CAATGT GGATGC AGATAGCC -3
TS2 5 - GTA AGT GGT GGT GGC GTAAG -3
TS3 5 - GAG AGT TGC TCG TGG TAG GC - 3
TS4 5 -GTACTATATTGATGC GTGAGGC -3
7SL1 5-TTGCTCTGTAACCTTC-3

7SL2 5 -TCT ACAGTG GCGACCTCAAC-3

Para a reacdo, foram utilizados 200 ng do reagente de Random Hexamer
Primer (Fermentas) com intuito de amplificar os RNAs nao processados e Adapter
primer para os processados. O protocolo original foi alterado em relacdo aos tempos
de incubagéao, utilizando 5 min a 25 °C, 50 min a 42 °C e 15 min a 70 °C, para

sintese do cDNA.

Para avaliacdo do produto (RNA maduro) da reacdo de trans-splicing, foram
empregados nas reacdes de PCR os iniciadores TS1 e TS2 para formas néo
processadas, e TS3 e TS4 para formas processadas de a-tubulina, utilizando cDNA
obtido com Random Hexamer Primer e Adapter primer, respectivamente, de acordo

com as condi¢des do Quadro a seguir:
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Quadro 4 - Condi¢cdes empregadas nas rea¢des de PCR para os iniciadores TS1 e TS2 (pré
a-tub) e TS3 e TS4 (a-tub).

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
94 2 min e 30 seg 1X
94 45 seg
53 45 seg 21X
72 1 min
72 5 min 1X
4 Tempo indeterminado 1X

Como controle da reacgéo foi amplificado o transcrito de 7 SL RNA, utilizando
os iniciadores 7SL1 e 7SL2, de acordo com Ambrésio et al. (2009), adotando as

condicbes do Quadro a seguir:

Quadro 5 - Condigbes empregadas nas reacdes de PCR para os iniciadores 7SL1 e 7SL2.

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
94 2 min e 30 seg 1X
94 45 seg
44 45 seg 21X
72 1 min
72 5 min 1X
4 Tempo indeterminado 1X

Foi utilizado a sequéncia do gene Th927.1.2400, obtido do GenBank, para
demonstrar as regibes em que os primers flanqueiam e se anelam ao gene a-
tubulina de T. brucei. (Figuras 11, 12 e 14)

Figura 11 - Anelamento dos primers TS1 e TS2 para a forma n&o-processada de a-tubulina
(banda de 218 pb - pré a-tub).

37 TCOCTTACGTEACTATGIATGARCCGTCAC TG TARGR TEAGCTAGT GREAT CRAAC AT AC RAC TC AT CRR CACGOCT ICTICTOGT
TR AT TR R L L T TT AT O T R CT TT AT G G T AT T ET T TGO TCT TC O CT G TE TEEAE TR DR CTAC ROGCACTTCT CRE
TG ARG TGET G CT CGLCETAAGCT A TT GO CT AL T GT TR CT CT AT G TT CT CCT CT OC TR OO COC TOGCEET GCTGATT TCTGRCAGAT

152 Regido intergénica (Intron})
CTT CRRA TR T T TR AR e R TR TT AT O GT T TATA TTA G AR C A TR G TRC TR GCRCCAC TAR CR R RACRR CRRRGCRE

TTCTATTTATTTATC l: TG OG T GG CT AT TGOAT CC AL ATT G TC MEECT G TIGCC ACE TT GE TR CEOC TEC TEEGRAT TET
T51 a-Tubulina (Exon}
TCT G T EA R O ATT CA M OO AT e TR A TEC CC TC TEA CA M RO AT TR ECE TT GRS EA TEATSOGTT CARCRACCTTICTTIC

TCTGEAGACTEETECTGECARACC M GTT CCOCECECGETETTCT TEEACCT CELECCR MCAGT GET GEATGALGTGCECACTGECR 37

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 - Anelamento dos primers TS3 e TS4 para a forma processada de a-tubulina
(banda de 871 - pb - a tub).

3" RRCTRRCGCTATTATTGATACRGTTTICTGTACTATATTG ( ATGCGTGAGGCTATC TGCATC CACRT TEETCAGECTEETTECCE
Spliced leader (Exan) T54 T54 o-Tubulina (Exon}
GETTGETARCGCCT GCTGGEARTTCT TCT GO CTGGRA CACGEC AT TCAR CCCGA T GETGC GATGCC CTICTGACRAGRAC GATIGGCGTIGA

GEATGATGCGTTCARCACCT TCTTCT CTGRAGACTGGET GCTGECARGCACGTTCCCOGCGC GETSTT CTTGEACCT GEAGCCAR CAGTGET
FEATGRAAGTGCGCACTGECACGTACCGCCAGCIGTTC CACCCC GAGCAG CTGAT CTCCGE CARGEAGEAT GO GFCCAR CARCTRCGCTCG
TGGCCACT ACACCATTGETARAGGAGA TCGTCGRCCTC TGCCTGGRACCGC ATCCG CARGCTCGCTGACAACTGCACTGG TCTTCAGGLECTT
CCTCGTGTATCACGCCGTCGECGET G GCACT GETICT GRCCTGEEIGCG CTGCT CTTGERGCGCCT CTCCGT GRACTATGECARGRRGTC
CARGCTOGGCTACACGETGT ATCCAT CACCECAGET G TORACG GG CGTGEAGCCCTACARCTC TGTGCT CTCGACACACT CACTICT
FERGCRC A CCGAT G TTGC TG CGAT G TTGACART AR GOGATT TATGAT TTGAC TGO CRRCCT CoATAT TRAGCGCCCCACETRCRD
AR CCTGAACCGCCTCATCGGTCAGE TEETT TOCT O CTRACAGCGTCC CTCCG CTTCGR CGETGC AT TGAACGTGEATCTGACAGRGTT
AR AT TG TGO CGT ACCCAC GTAT CCACTIC I GO T GACARGC TATGC A CAGT CRTCTC CGCAGR GRAGGC CTACCAC GAGCA
ACTCTCTGTCTCTGAGATCT CRRACGCTETGTITGRAGCCOCGCCTCCATGATGACRRASTSCGRCCT CCGCCE—'-_CGGCP‘_EGTF_E;-_%:}‘G GCGTG
CIGCCTCATGTACCGTGETGACGT TG TGCCARRGGAT GTGRAAT GCTGCCGTCGC GRACCAT CRARGAC GRRAGCGCACGAT TCAGT TCGTGGR
CTGETCTCCCACAGGCTTCARGTGOGGTATCARCTAC CAGCCACCCACG GTGET GUCAGS TEETGACCT TG CARAGET GCAGC GCGCGET
ATGCATGATCGCCA L CTCCR OGO AT O A GAGET G TT OGO C O AT T GRCCR CR R R TTCGAT CT CATGTACAGCAR GOGCECCTICGET

GCRACTGET ACGTCGGTGAGEGTAT GG ARGAGGETGAGTTCTCCGAGGCCCRTGRAGACCT TGCAGC ACTTGAGAAGGA CTACGRAR GRGGT

TEETGCCGAGTCCGCGEATATGRACG GTGAGGAGGAT GTGEAGGAGTACTAG ) 3r

Fonte: Elaborado pelo autor.

O transcrito de 7 SL RNA foi utilizado, sequéncia obtida do manuscrito de
Michaelis e colaboradores (1992), demonstrando as regides em que 0S primers
utilizados como controle 7SL1 e 7SL2 flanqueiam e se anelam. (Figura 13)

Figura 13 - Anelamento dos primers 7SL1 e 7SL2 utilizados como controle (banda de 123
pb).

5" TAGRAGGGCAGCCGCTTCCGTRAAGCGECTGTAACATATATTTATTTATTTTTTTTITCGTTTATGTTGAATAAGAATATCACTTGGCT
Fragmento de DNA Aiul de ATB273
TTGTCRAAACGRTCGACAT l: AGCCGGAGCGCATTGCTCTGTAACCTTCGEGGGCTGRATCCCGCTTAGCGGGGACGTCTTGGRACAAGES
7501
GGGETICIGTIGCGTTGRACTIGGIGIICTGCTIGGITGCGTGTICGETGTTCGAGETCGCCACTGTAGAGAGGCGTTCTCGCGCCGTTARAG
Gene TSL RNA 7512
TGGGGEGRAACGEEGT CAGGCCGETGACGGRAGCAGCCCACCTTGCGCACGITCCCGITCGAGRAGCACRACCGRAGGAGCATCTCAGGARALCTITIG

CGCCCCAAGTGTCGTCGCGRAGGCGGTITGTITTIT :] CCGCTGARARRCGGATCARAGTGGGTTICTITTGCCGATTATGGCTTITTIGTCR
Fragmento de DMNA Alul de ATBZ73

CAGGATCACGATTCAAGCACCTCATGGGAGEARCTGTGGGGGARRACATGCCTTACRRCATCCGCCTCCGCCCATTTTIGCTGCACCCCCE

TTGCCCCAATGATTCGCCGAGTTACATCACGCACTCTCCGATGGEETGAGGGGARATTTCARACGCTCCACCAGRATARRRAGTAGRATGCGE

RAGRAAGTATTCCCCGGCATCTTCATARA 37

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 - Representacdo esqueméatica das regides de anelamento dos iniciadores
empregados na andlise funcional da reacdo de trans-splicing. TS1 e TS2 anelam-se no éxon
e intron, ainda ndo processados do transcrito de a-tubulina (Pré- a-tub). Para avaliacdo do
processamento da o-tubulina, TS3 se liga em outra regido do éxon de a-tubulina, enquanto
TS4 anela-se tanto no SL éxon, quanto no éxon de a-tubulina (a-tub). E, éxon; I, intron; SL,
Spliced leader.

Fonte: Silva, 2009.
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4.1 Ensaios citotoxicos em Trypanosoma brucei e HepG2

Os resultados obtidos para os ensaios citotoxicos de MTT com o objetivo de
avaliar a atividade tripanocida e seu Safety Index (indice de seguranca — em testes
com células de mamiferos) demonstrou graus variados de citotoxicidade, desde
compostos muito ativos a outros que praticamente ndo exerceram nenhum efeito

contra o parasito.

4.1.1 Melampodium divaricatum

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores do indice de Citotoxicidade 50 %
(ICsp) do 6leo essencial de M. divaricatum frente as cepas 427 e 29-13 de T. brucei e
o valor em células de mamifero (HepG2); utilizou-se a pentamidina como controle

positivo (ICso = 2,19 ug/mL).

Tabela 1 - Atividade tripanocida e indice de seguranca de Melampodium divaricatum. 4Cso
(Mg/mL); °S.1.: Safety Index; ND: N&o Determinado; O.E.: Oleo essencial.

a a °S. | a °s. |
Células T. brucei o T. brucei T
Compostos T. brucei T. brucei
HepG2 Cepa 427 Cepa 427 Cepa 29-13 Cepa 29-13
O.E. Partes aéreas 67,90 > 100 < 0,68* > 100 < 0,68*
10 ND ND ND ND ND
pentamidina 54,87 2,19 25,05 2,19 25,05

*Esses compostos necessitam de concentragdes superiores a 100 ug/mL para obterem atividade nas cepas de
T. brucei e, portanto, os valores de Safety Index estdo < 10, ndo sendo considerados seguros para a utilizagao
proposta.

Em relacdo a atividade do 6leo essencial das partes aéreas da planta M.
divaricatum, o valor indicou ausencia de atividade tripanocida para ambas as cepas
de T. brucei (IC5, > 100 pg/mL); talvez esses valores possam ser diferentes, se o
Oleo essencial for preparado a partir do rizoma da planta e ndo de suas partes

aéreas, nas quais existe maior concentracdo de seus constituintes volateis.
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Quanto ao composto 10, principal constituinte do 6leo essencial de M.
divaricatum, ndo foram realizados os testes conforme mencionado em Materiais e
Métodos (item 3.2.2.).

O resultado apresentado para as ceélulas HepG2 revelou um valor de Safety
Index menor do que 1, para as duas cepas de T. brucei, demonstrando que esse
composto ndo é indicado para o uso seguro em humanos, tendo em vista que foi
inferior a 10 (protocolo padronizado pelo Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecular da FCFAr/UNESP - PASSERINI, 2008).

4.1.2 Polygonum ferrugineum

Os resultados obtidos da atividade tripanocida e em células de mamifero

referente a planta P. ferrugineum estéo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade tripanocida e indice de seguranca de Polygonum ferrugineum e seus
compostos isolados. 2ICs, (ug/mL); °S.I.: Safety Index; ext.: extrato.

D 3]
A . a . S. L. a . S. .
Células T. brucei . T. brucei .
Compostos
P HepG2 Cepa 427 T. brucei Cepa 29-13 T. brucei

Cepa 427 Cepa 29-13

1 > 500 > 100 * > 100 *

2 > 500 > 100 * > 100 *

3 152,79 1,77 86,32 1,36 112,34

4 300 84,80 3,54 95,67 3,13

5 500 > 100 5 > 100 5

6 > 500 > 100 * > 100 *

7 > 500 > 100 * > 100 *
ext. EAB > 500 72,61 > 6,89% 72,37 > 6,90%
ext. EDB 77,29 48,22 1,60 27,43 2,82
ext. EHB 80,49 8,65 9,30 9,21 8,74
ext. EMB > 500 185,28 >2,70* 150,74 > 3,31%

pentamidina 54,87 2,19 25,05 2,19 25,05

*Esses compostos necessitam de concentragdes superiores a 100 yg/mL para obterem atividade nas cepas de
T. brucei e, portanto, os valores de Safety Index estdo < 10, ndo sendo considerados seguros para a utilizagédo
proposta.
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O extrato EAB (acetato de etila) apresentou potencial atividade tripanocida
para a cepa 427 (ICso = 72,61 pg/mL) e 29-13 (ICso = 72,37 pug/mL) de T. brucei, 0
mesmo sendo observado para o extrato EMB (metandlico), respectivamente, 1Csg
185,28 e 150,74 pg/mL para 427 e 29-13 de T. brucei, com valores diferentes para

cada cepa.

O extrato EDB (diclorometénico) revelou um ICso melhor que os extratos
anteriores com valores de 48,22 ug/mL (cepa 427) e 27,43 ug/mL (cepa 29-13); mais
uma vez, o resultado foi menor na cepa 29-13 quando comparada com a cepa 427.

O extrato EHB (hexéanico) foi o que apresentou o melhor valor dentre os
resultados obtidos com os extratos, com um valor de ICso de 8,65 ug/mL (cepa 427)
e 9,21 pg/mL (cepa 29-13). Tratando-se de extratos, em que varias substancias
estdo presentes (nesse caso incluindo aquelas isoladas do EHB - 3 e 6), estes

resultados séo interessantes e promissores, principalmente o extrato EHB.

As substancias isoladas de P. ferrugineum, tais como, 1, 2, 5, 6 e 7 néo
apresentaram potencial atividade tripanocida para as duas cepas utilizadas;
enquanto a substancia 4 obteve um resultado de ICso de 84,80 pug/mL (cepa 427) e
95,67 pg/mL (cepa 29-13), demonstrando atividade para T. brucei, em concentracao

muito alta.

Entretanto, o resultado mais promissor foi o da substancia isolada do extrato
EHB, a substancia 3, que apresentou um ICso de 1,77 pg/mL para a cepa 427 e 1,36
Mg/mL para a cepa 29-13 de T. brucei, enquanto que o ICsy da pentamidina foi de
2,19 ug/mL para ambas as cepas. Esse resultado pode ser explicado devido a
substancia 3 ser uma chalcona, e a literatura mostra que nessa classe existe uma
grande variedade de atividades biol6gicas, como a antileishmaniose (RIZVI et al.,
2010) e a antimalarica (LI et al., 1995; DIMMOCK et al., 1999; DOMINGUEZ et al.,
2005; PADHYE et al., 2009), uma vez que em sua estrutura molecular existem
ligantes metoxila e hidroxila, sugerindo que sua atividade tripanocida possa estar
relacionada ao estresse oxidativo. Assim, esta foi a primeira vez que se descreve a

atividade antitripanocida de chalconas.
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Vale ressaltar que estudos para avaliar a influéncia ou ndo no processamento
de mRNA do parasito foram realizados na tentativa de deduzir se as substancias

podem influenciar a formacdo do RNA mensageiro.

Em relacdo aos resultados das células HepG2, foram demonstrados graus
variados de citotoxicidade e revelaram um Safety Index, para a maior parte dos
compostos, abaixo de 10, o que demonstra uma margem baixa de seguranca. O
extrato EHB revelou valores de Safety Index préximos a 10, possibilitando ensaios
em mamiferos com maior seguranca. A substancia 3 apresentou valores de Safety
Index iguais a 86,32 para a cepa 427 e 112,34 para a cepa 29-13, que foram
bastante expressivos, sugerindo que essa substancia pode ser promissora e com
um alto indice de seguranca para testes com mamiferos e formas sanguineas

infectantes.

Com esses resultados foi possivel evidenciar que a atividade tripanocida

dessa planta esté relacionada a classe das chalconas.

4.1.3 Hedychium coronarium

Na Tabela 3 sédo apresentados os resultados do ICsp dos Oleos essenciais de

H. coronarium e seus compostos majoritarios frente ao T. brucei e as células HepG2.

Os o6leos essenciais da planta H. coronarium, rizomas e folhas, bem como, o
composto 8, o principal constituinte do 6leo dos rizomas, revelaram valores de ICs
>100 ug/mL, indicando que esses compostos ndo apresentam atividade tripanocida
para ambas as cepas de T. brucei (valor do ICso da pentamidina, utilizada como

controle positivo, foi 2,19 pg/mL).

O composto 9, principal constituinte do 6leo essencial das folhas de H.
coronarium, revelou atividade contra as cepas de T. brucei 427 (ICso = 65,77 pg/mL)
e 29-13 (ICsp = 24,53 pg/mL).
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Tabela 3 - Atividade tripanocida e indice de seguranca de Hedychium coronarium. ®Cs
(ng/mL); SI: Safety Index; O.E.: Oleo Essencial.

3 b
arg a : S. L a . S. L
Células T. brucei . T. brucei .
Compostos
p HepG2 Cepa 427 T. brucei Cepa 29-13 T. brucei

Cepa 427 Cepa 29-13
O.E. Folhas 69,20 >100 < 0,69* >100 < 0,69*
O.E. Rizoma 67,54 > 100 <0,68* > 100 < 0,68*
8 > 500 >100 * >100 *
9 287,83 65,77 4,38 24,53 11,73
pentamidina 54,87 2,19 25,05 2,19 25,05

*Esses compostos necessitam de concentragdes superiores a 100 ug/mL para obterem atividade nas cepas de
T. brucei e, portanto, os valores de Safety Index estdo < 10, ndo sendo considerados seguros para a utilizagao
proposta.

No desenvolvimento do trabalho, houve interesse em verificar um possivel
sinergismo entre 0 composto 9 e pentamidina (1:1, V/V). Os resultados mostraram
uma atividade semelhante e mais intensa para ambas as cepas (ICsp = <1,0 pg/mL).
O oxido de cariofileno, denominado de composto 9 nesse trabalho, foi previamente
reconhecido como um dos principais constituintes para a atividade do extrato
hexanico de Serjania yucatanensis contra tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
(POLANCO-HERNANDEZ et al., 2012). Outros estudos corroboram com o0s
resultados dos efeitos citotoxicos, uma vez que também demonstra o uso do Oxido
de cariofileno em varios modelos celulares, causando a inibicdo da cadeia de
transporte de elétron mitocondrial (MONZOTE et al.,, 2009) ou a utilizacdo na
inducao de apoptose (PARK et al., 2011).

Com relacéo aos resultados de citotoxicidade obtidos para as células HepG2,
foram revelados valores de Safety Index abaixo de 10 para quase todos os
compostos, menos para 0 composto 9 - cepa 29-13, que apresentou um valor de
11,73.

Os valores de ICso diferentes encontrados nas cepas 427 e 29-13 para 0s
extratos EMB e EAB de P. ferrugineum, bem como para o composto 9, principal
constituinte do Oleo essencial das folhas de H. coronarium, chamaram a atencéo,
uma vez que ndo eram esperadas diferencas nos valores apresentados para essas

cepas de T. brucei.
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A cepa 29-13 possui algumas modificacdes genéticas (apresentadas no item
3.4.1 — Quadro 2), tais como a introducao de plasmideos contendo o gene T7 RNA
polimerase e o repressor da tetraciclina (WIRTZ; CLAYTON, 1995), requerendo
constante pressao seletiva dos antibidticos higromicina e geneticina (G418) na
manutencdo em meio de cultura. E provavel que a adicdo desses antibidticos
poderia potencializar a atividade tripanocida dos extratos e composto testados, como

observado.

Os Oleos essenciais de M. divaricatum, H. coronarium (folha e rizoma) e um
de seus compostos majoritarios (8 do rizoma), e as substancias isoladas de P.
ferrugineum, 1, 2, 5, 6 e 7, ndo apresentaram atividade tripanocida para o parasito
testado. Entretanto, estudos podem ser realizados com os 6leos essenciais no
intuito de averiguar uma possivel atividade repelente ou atraente contra o vetor da

doenca do sono, a mosca tsé-tsé.

4.2 Avaliagao das alteragcées na produgcdo de mRNA do gene a-tubulina da

cepa 427 de Trypanosoma brucei

4.2.1 Resultados da curva de crescimento da cepa 427 de Trypanosoma brucei

A curva de crescimento de Trypanosoma brucei - cepa 427, utilizando como

controle a pentamidina, esta apresentada na Figura 15:

Desta forma, ficou padronizado de 18-20 h de tratamento, pois neste periodo
foi possivel obter a quantidade necesséaria de células para os ensaios (5 a 10x10°

parasitos/mL).
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Figura 15 - Curva de crescimento de Trypanosoma brucei - cepa 427.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Assim os dois compostos selecionados pelos resultados de ICso (através de
screening), foram o extrato EHB e a substancia 3. As culturas de T. brucei (cepa
427) foram incubadas com o0s compostos durante 18-20 h para serem
posteriormente utilizadas na técnica de RT-PCR.

4.2.2 Resultados das reagdes de RT-PCR

Os estudos de prospeccdo das substancias com atividade tripanocida para
avaliar possiveis interferéncias no processamento de mRNA do parasito, utilizando
como modelo o gene a-tubulina, visam dar continuidade a linha de pesquisa de
VIANNA; AMBROSIO; CICARELLI, 2001; AMBROSIO et al., 2004; BARBOSA et al.,
2007; AMBROSIO et al., 2007; BOSETTO et al., 2008; AMBROSIO et al., 2009;
SILVA, 2009; SILVA et al., 2011 e ARNOSTI, 2011, e foram realizados neste
trabalho por reacdes de RT-PCR semi-quantitativa com dois compostos: extrato EHB

e substancia 3 (selecionados apés a obtencao dos resultados de I1Csp).

O protocolo utilizado para a RT-PCR foi o mesmo descrito em Silva (2009) e
Silva et al. (2011). Ap6s amplificacdo por PCR, os fragmentos de tubulina devem
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apresentar 871 pb para a forma processada (a-tub), 218 pb para a forma néo-

processada (pré- a tub) e 123 pb para o transcrito de 7 SL RNA.

A reacgdo foi padronizada conforme descrito em Material e Métodos (item
3.8.3); o peso molecular utilizado para o experimento foi 1 kb plus (invitrogen); os
compostos escolhidos para tratamento dos parasitas foram extrato EHB e
substancia 3; reacdes controle: parasitos sem tratamento; parasitos com

pentamidina e controle negativo (sem DNA).

Os resultados das reacdes de RT-PCR obtidos para o extrato EHB e a

substancia 3 estao apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etidio. 7 SL:
primers 7SL1/7SL2; a-tub: primers TS1/TS2; Pré a-tub: primers TS3/TS4; 1: acumulo; |:
diminuicao.

123pb— [ T. .| 7SL

218 pb ——> - ‘lr* - ¢w--- pré a-tub

871 pb —— | ——T- S -tub

No controle positivo os parasitos ndo foram tratados com substancias,
portanto, a presencga das bandas para a forma processada e ndo processada de a-

tubulina eram esperadas, conforme apresenta os resultados.

A pentamidina apresentou uma intensidade menor das bandas (7 SL, pré a-

tub e a-tub) e uma vez que se liga ao DNA do cinetoplasto do parasito, levando a
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desintegracéo e colapso da membrana mitocondrial (BRAY et al., 2003), entéo, esse

resultado também se justifica.

Quando os parasitos foram tratados com o extrato EHB, os resultados
demonstram uma diminuicéo discreta da forma nao processada de a-tubulina (pré a-
tub), mas aparentemente sem alteragdo para a forma processada de a-tubulina (a-
tub). Esse resultado pode sugerir alguma interferéncia do extrato EHB com o

processamento do pré mRNA.

Por outro lado, ao tratar os parasitos com a substancia 3, observa-se como
uma queda acentuada no nivel de transcrito ndo processado de a-tubulina (pré a-
tub) e um acumulo tanto do transcrito processado de a-tubulina (a-tub), como para o
7 SL. Esses resultados demonstram que a substancia 3 interfere também na reacéo
de trans-splicing, podendo ser esse o principal fator para a toxicidade da

substancia.

Entretanto, estes dados ainda sédo preliminares e mais experimentos devem

ser realizados para confirmacao desses achados.

Em suma, face aos resultados observados, foi possivel visualizar que os dois
compostos interferem de algum modo no processamento do mRNA do parasito, e
algumas hip6teses podem ser levantadas: de que a substancia 3 estaria interferindo
no processamento pelo fato de acumular os transcritos processados e do 7 SL, que
ao final comprometeria a traducéo das proteinas do parasito; em relacdo ao extrato
EHB que apresentou uma diminuigdo do transcrito pré a-tub, poderia estar

comprometendo o suprimento de pré mRNA para a formacdo de mRNA maduro.



Conclusoes
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Os Oleos essenciais das plantas Melampodium divaricatum e Hedychium
coronarium (folhas e rizomas), bem como, as substancias 1 (2',6'-dihidroxi-
3',4'-dimetoxi-chalcona), 2 (2',4'-dihidroxi-6'-metoxichalcona), 5 (5,7-dihidroxi-
6-metoxi-3-(9-hidroxi-fenilmetil)-cromen-4-ona), 6 (5-hidroxi-7-
metoxiflavanona), 7 (5,8-dimetoxi-7-hidroxiflavanona) e 8 (1,8
cineol/eucaliptol), ndo apresentaram atividade tripanocida contra as formas

prociclicas das cepas 427 e 29-13 de Trypanosoma brucei;

Os extratos EDB, EAB e EMB, e a substancia 4 (2',4',6'-trihidroxi-3'-metoxi-a-
hidroximetil-B-hidroxi-dihidrochalcona), apresentaram atividade para ambas
as cepas de T. brucei, porém, em concentracbes elevadas, quando

comparadas a pentamidina;

A substancia 9 (6xido de cariofileno) demonstrou atividade tripanocida
elevada, mas no instante em que foi realizado o experimento para avaliar o
sinergismo entre a substancia 9 e a pentamidina (1:1, V/V), obteve-se valores

promissores e bem abaixo do farmaco controle (pentamidina);

O extrato EHB foi o que apresentou a melhor atividade tripanocida dentre os

resultados obtidos dos extratos;

O experimento de MTT demonstrou também que a substancia 3 (4',6'-
dimetoxi-2'-hidroxichalcona), isolada do extrato EHB de P. ferrugineum,
apresenta um alto potencial de atividade tripanocida, com valores obtidos
para as cepas de T. brucei abaixo da pentamidina (farmaco controle), e

revelou um elevado indice de seguranca para testes em mamiferos;

Experimentos de RT-PCR (reverse transcription) demonstraram que o extrato
EHB e a substancia 3 apresentam interferéncia na reacao de trans-splicing do
T. brucei, uma vez que essas poderiam estar influenciando na formagéao de

MRNA maduro, bem como na traducao de proteinas do parasito.
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