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RESUMO
No presente trabalho avaliamos a atividade tripanocida in vitro de extratos brutos,
fragdes semipurificados e compostos isolados de 13 espécies de plantas da
Mata Atlantica. Os ensaios foram realizados contra formas epimastigotas,
tripomastigotas sanguineos e amastigotas da cepa Y de T. cruzi. Além disso,
foi avaliadas a atividade hemolitica, citotoxicidade para células Vero, atividade
tripanocida intracelular e a inibicdo da tripanotiona redutase para os produtos
naturais. De 14 extratos brutos testados, 11 foram ativos contra epimastigotas
Clso < 250 pyg/ml. O fracionamento de extratos de T. catigua, P. cypatricias, P.
paniculata, B. platypoda, P. sabulosa e E. jambolana resultou em 17 fragdes.
A avaliagao da atividade das 17 fragdes mostrou que, 15 foram ativas contra
epimastigotas Clso < 248,7 pg/ml e 13 contra tripomastigotas Clsp < 1016,1
pg/ml. O fracionamento das fragdes diclorometano e acetato de etila de P.
sabulosa, acetato de etila e hexanica de P. paniculata, acetato de etila de T.
catigua, E. jambolana e Baccharis platypoda resultou em 9 compostos
(prenilcumarina, stirilpirona-2, stirilpirona-6, quercetina-3-glu, febalosina,
dihidroxi-febalosina, miricitrina, flavolignana e taxifolina-3-acetil). Todos os 9
compostos foram ativos contra epimastigotas e tripomastigotas com Clsy <
332,4 e Clsp < 1409,3 pug/ml, respectivamente. A taxa de hemdalise variou de 2
a 6% e citotoxicidade contra células Vero foi dose dependente e variou de 27
a 58% na concentragdo de 100 pg/ml. Nenhum dos compostos ativos inibiu
significativamente a tripanotiona redutase. Dois compostos prenilcumarina e
stirilpirona-2 obtidos da familia Polygalaceae mostraram atividade contra
formas intracelulares do T. cruzi. Estes resultados indicam que esta espécie
pode ser uma nova classe de produtos naturais, € uma promissora fonte de

compostos ativos contra T. cruzi.
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ABSTRACT

In this present work, the trypanocidal activity of crude extracts, extracts fraction
and compounds of 13 species of plants from Atlantic Forest were evaluated in
vitro against epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes forms of T. cruzi
Y strain. on the Vero cells and peritoneal macrophages cells of Swiss mouse.
The hemolytic activity, cell cytotoxicity, intracellular activity against amastigotes
and inhibition of trypanothione reductase were performed. Among the fourteen
crude extracts tested, eleven were active against epimastigotes(ICso < 250
pg/ml). Partionation of crude extracts of T. catigua, P. cyparicias, P. paniculata,
B. platypoda, P. sabulosa e E. jambolana resulted in 17 fractions that were
tested against epimastigotes and blood trypomastigotes. Among the seventeen
fractions, fifteen ones revealed to be active against epimastigotes (ICso < 248,7
Mg/ml) and thirteen were active against blood trypomastigotes (ICsp < 1016,1
pg/ml). Partionation of dichloromethane and ethyl acetate fractions of P.
sabulosa, ethyl acetate and hexanic fraction of P. paniculata, ethyl acetate of
T. catigua, E. jambolana and Baccharis platypoda resulted in 9 compounds
(prenylcoumarin, styrylpyrone-2, styrylpyrone-6, quercetin-3-glu, febalosine,
dihidroxi-febalosine, miricitrine, flavolignan e taxifolin-3-acethyl).  All
compounds were active against epimastigotes and blood trypomastigotes (ICsg
< 332,4 ug/ml and (ICso < 1409,3 ug/ml), respectively. The hemolytic activity
varied from 2 to 6% and citotoxicity revealed to be dose-dependent and varied
from 27% to 58% at the higher concentration (100 pg/ml). None of the
compounds inhibited significantly the trypanotione reductase. Two compounds
prenylcoumarin and styrilpyrone-2  obtained from Polygalaceae family
presented activity against intracellular forms of T. cruzi. The result indicates
that this species are new class of natural products, and a promising source for

active compound against T. cruzi.
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Introducgao

Desde os tempos antigos as plantas vém sendo utilizadas pelo homem em
suas atividades terapéuticas e, por muito tempo, produtos minerais, vegetais e
animais foram as principais fontes de drogas (De Pasquale, 1984). Com o decorrer
do desenvolvimento da cultura humana, o uso de produtos naturais passou a ter
uma conotagdo magica religiosa em varias culturas (Rates, 2000). Na cultura
ocidental o uso de produtos naturais como alternativa de tratamento terapéutico
era considerada uma opc¢ao para a populagao de baixa renda e muitas vezes, uma
simples supersti¢ao religiosa sem valores farmacolégicos (Rates, 2000).

Com a revolugao industrial, o grande desenvolvimento da sintese quimica
de moléculas e o surgimento de industrias farmacéuticas, teve inicio o tratamento
farmacolégico sistematico de varias doengas. Inumeros compostos naturais
isolados de plantas como: quinina e quinidina de Cinchona sp, a vincristina e
vinblastina de Catharanthus roseus, a digoxina de Digitalis sp, a atropina de
Atropa belladona, a morfina de Papaver somniferum e a penicilina isolada do
fungo Penicilium caudatum, tiveram e continuam tendo um grande impacto na
sobrevida e no tratamento de varias enfermidades humanas (Rates, 2000).

Atualmente, cerca de 60% da populagdo mundial faz uso de plantas como
fonte alternativa para o tratamento de doengas (Harvey, 2000). Das 520 novas
drogas que surgiram entre os anos de 1983 e 1994, 39% sao isoladas de plantas
ou derivadas de produtos naturais e, 60 a 80% dos compostos antibacterianos e
anti-tumorais sao derivados de produtos naturais (Cragg et al, 1997).

Aproximadamente 60% das drogas anti-tumorais antiparasitarias, antibacterianas
13



e antivirais disponiveis no mercado ou ainda em testes clinicos sdo de origem
natural (Shu, 1998). Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela
Organizagdao Mundial da Saude, 11% sao exclusivamente de origem vegetal e um
namero significante de compostos sintéticos foi obtido de precursores naturais
(WHO, 1992).

Além disso, ao longo do tempo as plantas tem sido reconhecida como uma
importante fonte para o desenvolvimento de novas drogas. Dentre estes, podemos
citar a muscarina, o canabinol, a iombina, a colchicina,a fisostigmina e a quinidina
entre outros as quais sdo de grande importancia no estudo de processos
biolégicos em nivel farmacoldgico, fisiolégico e bioquimico (Williamson et al.,
1996).

Recentemente, tem surgido um grande interesse na pesquisa de terapias
alternativas como a fitoterapia. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) considera
a fitoterapia como programa de saude e sugere procedimentos basicos para a
validacdo de novas drogas de origem vegetal (Goldfrank et al., 1982; Vulto &
Smet, 1988; Israelsen, 1997). Atualmente paises orientais, como a China e a
india, possuem importantes industrias de fitomedicamentos. Nos paises
industrializados, aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos e
registrados contém farmacos ativos derivados de vegetais. Este interesse se deve
em parte a ineficiéncia dos tratamentos medicamentosos convencionais, aos
efeitos colaterais indesejaveis, uso incorreto e abusivo de medicamentos e a
restricio de grande parte da populagdo aos tratamentos farmacoldgicos

convencionais disponiveis (Gruenwald, 1997).
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Em paises da Europa como a Alemanha e a Franca, 50% dos produtos
fitomedicinais sdo vendidos com prescricdo médica, e custeado por planos de
saude (Gruenwald, 1997). Nos paises em desenvolvimento cerca de 75% da
populacdo depende da medicina alternativa para solucionar seus problemas de
saude, face ao alto custo da terapéutica convencional (Ahmad et al., 1998).
Entretanto, em muitas ocasides a utilizagdo de plantas sem nenhum
embasamento cientifico, pode acarretar aos usuarios quadros de intoxicacdes e
envenenamentos. No Brasil esta realidade € agravada pela imensa diversidade e
abundancia de espécies vegetais desconhecidas tanto quimica como
taxonomicamente. Na América do Norte os fitomedicamentos sdo enquadrados e
vendidos como alimentos (de saude) (Brevoort, (1997) e Calixto (2000) e os
consumidores tem sido alertados para os aspectos da eficacia e seguranga destes
produtos, sendo atualmente necessario novas normas para o seu registro no FDA
(Food Drugs Administration) (Israelsen, 1997)).

A partir de 1993 o Programa Internacional de Cooperagéao da
Biodiversidade (IPCB), langcado nos paises da América Latina, tem permitido o
desenvolvimento de programas multidisciplinares entre universidades, industrias e
0 governo no sentido de promover pesquisas com produtos naturais baseadas no
desenvolvimento sustentado e na preservagdo do meio ambiente (Rouhi, 1997).
Atualmente grandes industrias farmacéuticas como a Merck, Ciba, Glaxo,
Boehringer e Syntex, possuem departamentos especificos para o estudo de novos
farmacos a partir fontes naturais (Reid et al., 1993).

Considerando a vasta diversidade de espécies de plantas, estimada em

torno de 250 mil espécies no mundo, a bioprospeccao de novos farmacos de
15



origem vegetal encontra-se pouco desenvolvida. As limitagdes dos produtos
naturais como fonte de desenvolvimento de novos farmacos sao inumeras. Destas
podemos destacar a complexidade dos processos de avaliagdo e a presenga de
misturas bioldgicas de dificil caracterizacdo. Em geral, produtos naturais oriundos
de plantas sdo metabdlitos secundarios produzidos em resposta a estimulos
externos tais como mudanga nutricional, infec¢do bacteriana, fungica, defesa
contra insetos entre outros (Strohl, 2000). Alguns destes metabdlitos podem
apresentar efeitos terapéuticos notaveis. Tais substancias, conhecidas como
principio ativo sdo 6leos essenciais, resinas, alcaldides, flavondides, taninos,
terpenos entre outros e sdo produzidos em pequenas concentragdes (Di Stasi,
1996).

Face a pequena quantidade destes metabdlitos secundarios, apenas um
limitado numero de compostos naturais tem sido investigados em suas
propriedades fitoquimicas e farmacolégicas. Com o desenvolvimento de novas
tecnologias como a recombinagdo genética, aplicagdo de modernas técnicas de
biologia molecular e de biotecnologia, metabdlitos secundarios de plantas de
interesse fitoterapico poderdao ser obtidos em larga escala e com a garantia da
preservagao do meio ambiente (Harvey, 2000).

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo e a
estimativa do numero de espécies vegetais catalogadas € de cerca de 55.000
(Dias, 1996). Acredita-se que mais da metade das espécies vegetais do planeta
sdo encontradas nas florestas tropicais, numa area de apenas 7% da superficie da

terra, sendo necessarios projetos para conservagido in situ do germoplasma
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vegetal, pois na maioria das situagcbes a exploracao desta diversidade tem sido
feita de forma extrativista (Soerjarto, 1996).

Por outro lado, as doencas parasitarias sdo responsaveis por elevadas
taxas de morbidade e mortalidade humana nos paises em desenvolvimento. Para
a grande maioria destas enfermidades o arsenal quimioterapico disponivel é
limitado. Embora consideraveis investimentos na pesquisa e desenvolvimento de
vacinas tenham sido implementados na ultima década, nao existe atualmente
disponivel nenhuma vacina eficaz para uso em humanos contra protozoarios
parasitas . Desta forma, o uso de quimioterapicos € uma das unicas alternativas
viaveis para o tratamento dos individuos infectados sendo os produtos naturais
uma importante fonte alternativa de novas drogas antiparasitarias (Kondrachine &

Trigg, 1997; Phillipson & Wright, 1991).

2. Doencga de Chagas

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), € ainda um grande problema de saude
publica na maioria dos paises latino-americanos afetando, cerca de 18 milhdes de
individuos e causando a morte de aproximadamente 45.000 pacientes por ano
(Dias & Brener, 1984; WHO, 1997). No Brasil cerca de 5 a 6 milhdes de pessoas
sao infectados, com cerca de 300.000 somente no Estado de S&o Paulo (Canesin
& Barreto, 1997). A infeccdo pelo T. cruzi apresenta um carater zoonotico

envolvendo inumeras espécies silvestres e domésticas de mamiferos hospedeiros
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e de insetos transmissores da subfamilia Triatominae popularmente conhecidos
com barbeiros (Dias & Schofield, 1999).

A epidemiologia do T. cruzi envolve ciclos de transmissdo silvestre,
peridoméstico e doméstico, e em muitas situagdes pode ocorrer a sobreposi¢cao
destes ciclos dependendo das espécies de hospedeiros reservatérios e insetos
vetores envolvidos (Dias & Schofield, 1999). Além da transmissao vetorial que
ainda responde por cerca de 80% dos casos de infec¢do, o parasita pode ser
transmitido ao homem por vias alternativas como a transfusional, congénita, oral,
transplante de érgéos e através de acidentes laboratoriais (Dias, 1979; 1993).

A biologia do parasita € complexa e envolve diferentes formas morfolégicas
(tripomastigota e amastigota) no hospedeiro vertebrado e (epimastigota e
tripomastigota metaciclico) no invertebrado. No hospedeiro vertebrado o T. cruzi
replica-se intracelularmente em uma ampla variedade de tipos celulares incluindo
células do sistema fagocitico mononuclear, células epiteliais, nervosas,
musculares e fibroblastos (Bertelli & Brener, 1980; Andrade, 1985; Toma, 1994).

O complexo ciclo de vida do T. cruzi inicia-se com a deposi¢cao de
tripomastigotas metaciclicos presentes nas fezes e/ou urina do vetor sobre a pele
ou mucosas do hospedeiro. As formas tripomastigotas sao fagocitadas ou
penetram ativamente em células do sistema fagocitario mononuclear onde, apos
se evadirem do vacuolo fagocitico, diferenciam-se para a forma amastigota a qual
se multiplica intracelularmente por divisao binaria e, apds um periodo de 96 a 120
horas aproximadamente, se diferenciam para formas tripomastigotas (Brener,
1984). Apds o rompimento da membrana da célula hospedeira, os tripomastigotas

sdo liberados e podem infectar células adjacentes ou ganhar a corrente sanguinea
18



e atingir outras células hospedeiras, ou serem ingeridos pelo triatomineo e dar
assim, continuidade ao ciclo de multiplicagao no inseto vetor (Rey, 1992).

Face a domiciliagao de algumas espécies de triatomineos a transmissao do
parasita ao homem passou a ocorrer no contexto do ambiente domiciliar. Desta
forma, o rociamento das habitacbes humanas nas regides rurais com inseticidas
de acao residual, tem permitido uma acentuada reducido e/ou interrupcéo da
transmissao vetorial em algumas regides (Dias & Schofield, 1999).

No homem a doenga de Chagas apresenta um curso clinico bastante
variado sendo caracterizada por uma fase aguda, que em geral dura poucas
semanas, e que pode ou nao estar acompanhada de um quadro febril passageiro
e inespecifico (Brener, 1987). O tratamento especifico com benznidazol
(Rochagan®) na fase aguda da infecgado pode resultar em elevadas taxas de cura
(Rassi & Luquetti, 1992). A maioria dos casos nao sao detectados e, portanto, n&o
tratados, evoluindo para a forma crbnica indeterminada que consiste na presenca
da infecgdo comprovada por sorologia e/ou métodos parasitologicos indiretos,
porém sem apresentar sintomatologia e sinais clinicos como as alteragdes
cardiacas e digestivas (Dias,1992).

Embora raro, em alguns casos, principalmente quando ha alteragbes
cardiacas na fase aguda, pode ocorrer uma evolugéo direta para a fase crdnica
determinada, passando por uma fase conhecida como subaguda, em que, de
forma subita em adultos jovens, manifesta-se uma gravissima cardiopatia com
insuficiéncia cardiaca congestiva refrataria causando a morte na maioria dos

casos (Rassi & Luquetti, 1992).
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Do ponto de vista clinico-epidemiolégico as formas mais graves sao as
formas cronicas determinadas face aos grandes impactos médico-sociais que
causam. Estas se caracterizam por manifestagdes morbidas, como a cardiopatia
chagasica cronica, alteragdes do sistema de condugao elétrica do coracédo e as
megasindromes (megaeséfago, megacolon e cardiomegalia) (Brener, 1987).
Embora os mecanismos envolvidos na patogenia da doenga de Chagas serem
pouco conhecidos, existem fortes evidéncias da participacdo da resposta imune no
estabelecimento das lesdes (Dias,1992).

Outro fato relevante no contexto da doenca de Chagas é sua transmisséao
por via transfusional (Silveira & Rezende, 1994). Esta via de transmisséo esta
diretamente relacionada com a prevaléncia da infeccdo entre os candidatos a
doadores e a qualidade do sangue e hemoderivados transfundidos. A Unica
substancia usada para prevenir a infecgdo por esta via é a violeta de genciana
(Nussenzweig et al., 1953). Entretanto, seu uso ¢é limitado devido a toxicidade para
os componentes do sangue e principalmente aos efeitos indesejaveis (coloragao
das mucosas) para o paciente.

O arsenal de drogas disponiveis para o tratamento da infec¢ao pelo T. cruzi
€ extremamente limitado. Isto se deve em parte aos escassos investimentos na
area, a dificuldade em se obter novos quimioterapicos e problemas de mercado
consumidor (Rassi & Luquetti, 1992). Atualmente existem dois derivados
nitroheterociclicos usados no tratamento da doenca de Chagas, o nifurtimox
(Lampit), introduzido para uso clinico em 1965, mas que nao esta disponivel no
mercado atualmente e o benznidazol introduzido em 1971, sendo o Unico

disponivel atualmente. No Brasil este derivado nitroimidazoélico € comercializado
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pela Roche com o nome de Rochagan® (Rezende & Rassi, 1995). Este
quimioterapico atua contra as formas tripomastigotas sanguineas inibindo a
sintese de proteinas e de RNA do parasita e aumentando a degradacao destas
macromoléculas (Gonzalez & Cazzulo, 1989). Entretanto, seu uso causa efeitos
colaterais como anorexia, vomitos, neuropatia periférica e reacdes alérgicas (De
Castro, 1993). Além disso, existem na literatura evidéncias de carcinogenicidade
induzida pelo benznidazol em modelos experimentais (Teixeira et al, 1985, 1990a,
1990b).

Embora o benznidazol apresente consideravel atividade na fase aguda da
doenga, ha relatos de completa falha terapéutica (Andrade et al, 1985; 1992).
Estas falhas, possivelmente, podem ser atribuidas em parte a populagcdes de T.
cruzi naturalmente resistentes ao quimoterapico como demonstrado
experimentalmente (Filardi & Brener, 1987). Contrariamente, na fase crbnica, o
benznidazol apresenta reduzida eficacia no tratamento da doenga (De Castro,
1993; Andrade & Zicker, 1997). O predominio de cepas de T. cruzi com diferente
susceptibilidade ao benznidazol em areas geograficas particulares, pode explicar
os resultados contraditérios reportados na literatura em relagdo ao tratamento
especifico da doenga de Chagas.

Estudos recentes utilizando derivados triazolicos (D0870) e (SCH56592)
mostraram que estes compostos promoveram cura parasitolégica da ordem de 70
a 100% em camundongos infectados com diferentes cepas de T. cruzi tanto na

fase aguda como na fase crénica da infecgao (Urbina et al., 1996; Urbina, 1999).
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Estes resultados foram também confirmados utilizando-se cepas naturalmente
resistentes ao benznidazol (Molina et al., 1997).

Um dos alvos para desenvolvimento de novos agentes tripanocidas e
leishmanicidas tem sido o metabolismo de sintese de poliaminas destes parasitas
(Hamilton et al., 2002). Na maioria dos organismos, a glutationa € um importante
agente antioxidante e niveis de glutationa em sua forma reduzida sdo mantidos
pela enzima glutationa redutase (GR). A familia Trypanosomatidae nao possue
glutationa redutase, sendo a tripanotiona redutase (TR) a unica enzima presente
com esta funcdo. O mecanismo de acido da TR é essencialmente idéntico aquele
da GR. Embora a glutationa redutase e a tripanotiona redutase apresentem
similaridade estrutural, suas especificidades aos substratos sdo distintas.

A TR é uma flavoenzima NADPH dependente que catalisa a redugao de
disulfide para um conjugado glutationa-espermidina denominado tripanotiona (N',
N? — bis (glutationa) espermidina. A enzima é responsavel pela manutencéo do
balanco reduzido intracelular do parasita para protecdo contra o estresse oxidativo
produzida por radicais livres liberada pela célula hospedeira (Bonnet et al, 2000).
Estudos tem indicado que TR é fundamental para sobrevivéncia de Leishmania
spp. € Trypanosoma spp. e desta forma inibidores da TR constituem-se em
moléculas de grande interesse para o desenvolvimento de drogas contra estes
parasitas. (Bond et al, 1999; Bonnet et al, 2000; Li et al, 2001).

Um dos problemas enfrentados no estudo e na detecgdo de produtos
naturais ativos, refere-se aos seus efeitos de citotoxicidade. O 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) é um ensaio

amplamente usado para avaliar a viabilidade metabdlica in vitro de culturas
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celulares. O MTT é um composto hidrossoluvel que apresenta coloracdo amarelo
palido e é rapidamente incorporado por células viaveis que reduzem o composto
em suas mitocéndrias pela agcdo das desidrogenases, formando um composto
formazan de coloragao azul escuro, ndo soluvel em agua e que fica armazenado
no citoplasma celular (Slater et al, 1963). Desta forma, a quantidade de formazan
medido é diretamente proporcional ao numero de células viaveis (Slater et al,
1963). Este ensaio que pode ser lido em leitor de microplacas apresenta-se
vantajoso na avaliagdo da citotoxicidade, proliferagdo ou ativagado das células,
uma vez que o mesmo pode ser executado de forma semi-automatizada.

A técnica foi descrita por Mosmann (1983), primeiramente para avaliar
compostos com atividade anti-tumoral. Posteriormente, Pauwels et al (1988),
usaram a técnica com algumas modificagbes para avaliar atividade antiviral contra
o virus HIV e citotoxicidade de varios compostos. Desde entado, a técnica tem sido
largamente utilizada na avaliagdo da atividade de compostos, proliferagcao celular
e citotoxicidade (Loosdrecht et al, 1991; Takeuchi et al, 1991; Sieuwerts et al,
1995).

Face a importancia da doenga de Chagas como problema de saude publica
acrescida ao limitado numero de drogas disponiveis para o tratamento da infecgéo
pelo T. cruzi e seus efeitos colaterais, a busca de novos agentes tripanocidas a
partir de plantas € uma importante estratégia (Croft et al., 1998). Inumeros estudos
de atividade antiparasitaria de compostos obtidos de plantas tém sido realizados
utilizando diferentes modelos experimentais (Rasonaivo et al., 1993; Rivas et al.,
1998; Schmeda-Hirschmann, et al., 1996; Mukherjee, 1991). Devido a facilidade

de manutengao e producéao, formas sangulineas e de cultura de T. cruzi e formas
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de cultura de Leishmania spp. tem sido muito utilizadas na triagem de compostos
(Rojas de Arias et al., 1994; Lunardi et al., 1998; Oliveira et al., 1996; Chiari et al.,
1991;1996; Silva et al.,1997). Alguns desses compostos tem apresentado
expressiva atividade antiparasitaria e podem ser considerados como moléculas
promissoras para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos para o T.
cruzi.

Embora a bioprospeccédo de compostos ativos a partir de produtos naturais
seja um processo longo e requer uma abordagem multidisciplinar, varios
medicamentos hoje disponiveis no mercado sao derivados de produtos naturais.
Desde a década de 80 a Universidade Federal de Santa Catarina desenvolve
pesquisa multidisciplinar em fitomedicina, possuindo atualmente, um grupo
atuante de pesquisadores na area de quimica e farmacologia de produtos
naturais. Aliado a esta experiéncia, a disponibilidade de extratos e compostos
isolados, possibilita o desenvolvimento de estudos multidisciplinares sobre a

atividade tripanocida de compostos obtidos de plantas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral
- Avaliar a atividade tripanocida de extratos, fragdes e compostos puros obtidos de

plantas, bem como o mecanismo de a¢ao de alguns compostos ativos.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a atividade tripanocida de extratos brutos, fracbes semipurificados e
compostos isolados obtidos de plantas contra formas epimastigotas de cultura
e tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma cruzi “in vitro”.

- Avaliar o efeito hemolitico de compostos ativos frente a hemacias de
camundongos.

- Avaliar a atividade tripanocida contra formas intracelulares de T. cruzi em
cultura de células VERO e em macréfagos murinos.

- Avaliar a citotoxicidade celular de compostos ativos.

- Avaliar alguns mecanismos de acdo de compostos ativos.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Extratos de plantas

Os extratos brutos, fracbes semipurificadas e compostos isolados foram

obtidos a partir das plantas descritas na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Lista das plantas nativas da Mata Atlantica das quais foram obtidos os

extratos para analise da atividade tripanocida.

Familia Espécie Nome popular Origem
Euphorbiaceae  Croton celtidifolius Sangue de Adave SC
Anacardiaceae = Schinus molle Aroeira mansa SC
Guttiferae Rheedia gardneriana Bacopari SC
Compositae Spilantes oleraceae Agriao do Para SC
Polygalaceae Polygala sabulosa Tmitu-pinheirinho SC
P. paniculata Barba de S&o Pedro SC
P. cyparicias Pinheirinho da praia SC
Asteraceae Bacchatris pseudotenuifolia  Carqueja SC
B. platypoda Carqueja MG
Leguminosae Bauhinia forficata Pata de vaca SC
Myrtaceae Eugenia jambolana Jambol&o SC
E. uniflora Pitanga SC
Meliaceae Trichilia catigua Catuaba,catigua SC
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As plantas foram obtidas de seu habitat natural na mata atlantica
catarinense e o material botanico enviado para identificagdo especifica. As
espécies Croton celtidifolius, Schinus molle e Eugenia uniflora foram identificadas
pelo prof. Dr. Ademir Reis do departamento de Botanica da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC); Bauhinia forficata foi identificada pelo prof. Daniel
Falkenberg do departamento de botanica da UFSC e Rheedia gardneriana,
Spilantes oleraceae, Polygala sabulosa, P. paniculata, Baccharis pseudotenuifolia
pelo prof. Olavo Guimaraes do departamento de Botanica da Universidade Federal
do Parana (UFPR).

Os extratos brutos de Croton celtidifolius (folhas e casca), Schinus molle
(partes aéreas), Rheedia gardneriana (folhas), Spilantes oleraceae (toda planta),
Polygala sabulosa (toda planta), Polygalla paniculata (toda planta), Baccharis
pseudotenuifolia (partes aéreas), Bauhinia forficata (folhas) e Eugenia uniflora
(folhas) foram obtidas de exemplares coletados em seu habitat natural. O extrato
bruto de Baccharis platypoda (partes aéreas) foi fornecido pelo Professor Anselmo
A. de Moraes da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e a amostra de
Trichilia catigua (casca) foi gentilmente fornecida pelo Laboratério Catarinense de
Joinville.

Para a preparagao dos extratos brutos, amostras de cada planta foram
secas, trituradas e submetidas a maceragdo com solugcdo hidroalcodlica
(etanol/agua 4:1) durante 14 dias. Os extratos assim obtidos foram filtrados em
papel filtro comum, e o solvente completamente removido por evaporagao a vacuo
(45°C) resultando na obtencédo dos respectivos extratos brutos secos, os quais

foram avaliados quanto a sua atividade tripanocida contra formas de cultura de T.
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cruzi. Os extratos brutos que apresentaram promissora atividade tripanomicida
foram submetidos a um pré-fracionamento por extragdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente (Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila). Com
este fracionamento, a partir dos extratos brutos de T. catigua, P. sabulosa, P.
paniculata, P. cyparicias e B. platypoda, obteve-se as respectivas fragdes Hexano,
Diclorometano, Acetato de Etila e Aquosa, que também foram submetidos aos
ensaios de atividade tripanocida.

Seguindo os procedimentos de isolamento biomonitorado para a
caracterizagao dos principios ativos, as fracbes acima que mostraram atividade
contra as formas de cultura de T. cruzi, foram submetidos a sucessivos
fracionamentos por cromatografia em coluna de Silica Gel e eluidas num sistema
de diferentes gradientes de polaridade. As fragdes contendo os principios ativos
foram purificadas por recristalizacbes no solvente apropriado ou por
recromatografia em coluna Flasch. A caracterizagdo estrutural dos principios
ativos isolados foi realizada através da avaliacdo de suas propriedades fisicas e
espectroscopicas incluindo ai as analises por Infra-Vermelho, Espectrometria de
Massas, Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H), de Carbono 13 (RMN ™C) e demais técnicas de ressonancia uni e bi
dimensionais tais como APT, HMBC, HMQC, NOEDIF e INEPT Seletivo. Os
procedimentos de extracao, fracionamento, isolamento dos principios ativos e a
identificacdo quimica dos compostos isolados foram realizados no laboratério de
Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSC sob a

orientacao do Professor Moacir Geraldo Pizzolatti.
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Extratos brutos, fragdes semipurificadas e compostos isolados foram
solubilizados em Dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragao de 20 mg/ml, filtrados
em membrana de 0,45 um e mantidos a 4°C até o uso nos bioensaios.

Como drogas controle foram utilizados o cristal violeta na concentracao de
250 ug/ml solubilizado em tampéao salina fosfato (PBS pH 7,2) e o benznidazol

(Rochagan®) na concentragéo de 50 mg/ml solubilizado em DMSO.

4.2 Parasitas
Neste estudo foram utilizadas formas epimastigotas de cultura,
tripomastigotas sanguineas e amastigotas de cultivo celular da cepa Y de T. cruzi

(Silva & Nussenweig, 1953) mantidos no Laboratorio de Protozoologia da UFSC.

4.2.1 - Formas epimastigotas.

Formas epimastigotas obtidos na fase exponencial de crescimento em meio
LIT (Liver Infusion Tryptose) foram lavados 3 vezes em tampao salina fosfato
(PBS) pH 7,2 a 1.500 x g/10 minutos a temperatura ambiente e suspendidos em
meio LIT suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF). O numero de
parasitas foi determinado em camara de Neubauer e a concentragdo ajustada

para 2x10° células/ml e os parasitas mantidos a 4°C até o seu uso.

4.2.2 - Formas tripomastigotas.
Formas tripomastigotas sanguineas foram obtidas de camundongos Swiss

primoinfectados no 7° dia de infecgdo. Para tanto, animais infectados foram
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anestesiados com éter e sangrados pelo plexo retrorbital com auxilio de uma
pipeta Pasteur contendo citrato de sddio 3,8% como anticoagulante. O sangue de
3 a 5 animais foi coletado em tubo plastico contendo 1 ml da mesma solugao
anticoagulante. O numero de parasitas foi determinado pela técnica de Brener
(1962), e a concentragdo ajustada para 1x10° tripomastigotas/ml pela adicdo de
meio LIT acrescido de 10% de SBF. Os parasitas foram mantidos a 4°C até o seu

uso.

4.2.3 - Formas amastigotas.

Formas amastigotas intracelulares de T. cruzi foram produzidas em
monocamadas de células Vero cultivadas sobre laminulas circulares de vidro de
12 mm em placas de cultura Costar® de 24 orificios contendo meio DMEM

suplementado com 5% de SBF e mantidas a 37°C e 5% de CO..

5. Bioensaios

5.1 Avaliacao in vitro da atividade tripanocida de extratos brutos, compostos
semi-purificados e compostos isolados de plantas contra formas
epimastigotas de cultura e tripomastigotas sangiliineos de Trypanosoma
cruzi .

Para a triagem inicial dos extratos brutos, os ensaios de atividade foram

realizados em placas de culturas de 96 orificios Nunc®, contendo concentragdes

em ordem decrescente: 500, 250, 100, 50, 10 e 5ug/ml dos extratos brutos
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solubilizados em DMSO num volume final de 200 pl contendo 2x10°
epimastigotas/ml. Como controle, os parasitas foram incubados na auséncia de
drogas, na presencga de 5% de DMSO e 200, 100, 50 e 25 ug/ml de benznidazol.
Apods adicao dos extratos as amostras foram homogeneizadas e incubadas a
28°C por 72 horas e a seguir as placas foram avaliadas visualmente em
microscopio invertido para verificagdo da motilidade dos parasitas. Apos
homogeneizagdo com auxilio de micropipetador, o niumero de parasitas viaveis foi
determinado através da contagem em camara de Neubauer.

As diferentes fracbes obtidas a partir de extratos ativos foram avaliadas
como descrito anteriormente nas mesmas concentracdes para determinacao da
concentracao inibitéria de 50% (Clsp), em relagdo as drogas controle. Compostos
isolados obtidos das fragdes ativas foram avaliados como descrito anteriormente
em concentragdes seriadas decrescentes de: 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 e
7,8ug/ml para determinacgdo da concentracgao inibitéria de 50% (Clsp), em relagdo
ao benznidazol. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e repetidos pelo
menos trés vezes com o objetivo de avaliar a estabilidade dos compostos.

Para avaliar a atividade dos compostos semipurificados contra formas
tripomastigotas sanguineos, os ensaios foram realizados em placas de culturas de
96 orificios Nunc®, contendo concentracdes em ordem decrescente: 2000, 1000,
500, 250, 100ug/ml dos compostos solubilizados em DMSO num volume final de
200 pl contendo 1x10° tripomastigotas/ml. Como controle os parasitas foram
incubados na auséncia de drogas,na presenca de 250 ug/ml de cristal violeta e 5%
de DMSO. As placas foram incubadas a 4°C por 72 horas e a atividade tripanocida
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avaliada apos 48 e 72 horas de exposigao aos compostos. Para tanto, o volume
de sangue foi cuidadosamente homogeneizado com auxilio de micropipeta e o
numero de parasitas determinado pelo método de Brener (1962) em uma amostra
de 5 ul de sangue. Compostos isolados foram avaliados como descrito
anteriormente nas concentragdes de 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25ug/ml
para determinagdo da concentragao inibitéria de 50% (Clsg), em relagao ao cristal
violeta. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e repetidos pelo menos

duas vezes com o objetivo de avaliar a estabilidade dos compostos.

5.2 Avaliagao do efeito hemolitico dos compostos.

Os efeitos hemoliticos das fracbes e compostos isolados em diferentes
concentragbes foram avaliados através da dosagem da hemoglobina do sangue
total de camundongos e a dosagem da hemoglobina plasmatica nas amostras
apos incubacao de 72 horas com os compostos.

O teste baseia-se no método da cianometahemoglobina onde, uma amostra
de 10ul de sangue total ou plasma € diluida em 990ul de uma solugéo isotdnica
(Solugdo de Drabkins). Na presenca 25 ul de um agente oxidante (Cianeto de
potassio), a hemoglobina liberada € convertida em um composto estavel
(cianometahemoglobina), cuja concentracdo ¢é diretamente proporcional a
concentragdo de hemoglobina em G/dl, na leitura espectrofotométrica a 540 nm. A
concentragcdo de hemoglobina foi calculada no sangue total e no plasma do
sangue centrifugado das diferentes concentragbes das amostras ensaiadas contra

formas tripomastigotas sanguineos e o resultado foi expresso em % de hemdlise.
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5.3 Infectividade para camundongos de formas tripomastigotas tratados com
diferentes compostos.

O volume restante de sangue tratado com compostos (0,1 ml) onde néao
foram observados parasitas na contagem, foi inoculado por via intraperitoneal em
grupos de 2 camundongos Swiss jovens. Os animais foram mantidos no infectério
em condicdes controladas e a parasitemia avaliada através de exame a fresco do
sangue obtido da cauda do animal em intervalos de 2 dias a partir do 7° dia apés
inoculagdo. No 30° dia pds-inoculagdo os animais negativos foram anestesiados
com éter e 0,5 ml de sangue obtido pelo plexo retrorbital em condigbes assépticas
foi utilizado para realizagdo de hemocultura em meio LIT. As culturas foram
incubadas a 28°C e examinadas em intervalos de 15 dias até o 90° dia (Luz,

1999).

5.4 Estudo da citotoxicidade de compostos ativos pela técnica colorimétrica
do MTT.

Neste trabalho a atividade mitocondrial foi avaliada através da técnica do
MTT conforme descrito por Loosdrecht et al. (1991) e modificada por Sieuwerts et
al. (1995). O composto 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT)(Sigma) foi dissolvido em PBS na concentragdo de 2 mg/ml e
mantido a —20°C até o uso.

A linhagem de células epiteliais de rim de macaco (Cercopithecus aethiops)
- Vero (ATCC-CCL81) depositada no Criobanco do Laboratério de Protozoologia
do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFSC, foi cultivada em

garrafas de cultura de 25 cm? contendo 5ml de meio DMEM pH 7,4 suplementado
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com 5% de SBF, 2mM de L glutamina, acrescido de 100 ug/ml de estreptomicina e
100 Ul/ml de penicilina, mantida em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO; e
repicadas semanalmente.

Para a montagem dos experimentos, as monocamadas foram lavadas com
PBS e tratadas com tripsina 0,25% + EDTA 0,1% por 5 minutos a 37°C,
transferidas imediatamente para tubos plasticos estéreis de 15 ml contendo meio
DMEM + 5% de SBF e centrifugadas a 250xg/5 minutos a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado, as células suspendidas em 1 ml de meio DMEM, o
numero de células determinado em camara de Neubauer e a concentracio
ajustada para 2x10* células/ml. A viabilidade celular foi avaliada pela adicdo do
corante vital (azul de tripan 0,02%). Cem microlitros da suspens&o celular foi
cultivada em placas de culturas de 96 orificios Nunc® em volume final de 200 pl
de meio DMEM a 37°C, 5% de CO; por 24 horas. A seguir foram adicionados os
compostos isolados em concentragdes decrescentes (100; 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,12pg/ml) e as células mantidas a 37°C, 5% de CO; por 72 horas. Como controle
as monocamadas foram incubadas com as mesmas concentracbes de
benznidazol e com DMSO 1%. Apds a incubagéo, o meio de cultura foi retirado,
adicionado 100ul de uma solugao de MTT a 2 mg/ml em PBS e a placa novamente
incubada a 37°C por 4 horas. A seguir o sobrenadante foi retirado, adicionado
100l de DMSO puro a cada orificio da placa e com auxilio de micropipetador as
células foram rompidas para solubilizacdo do formazan. A densidade o6ptica foi
determinada em leitor de microplacas (Bio-Tek, EIx800) a 540 nm. Os resultados

foram expressos em percentagem de citotoxicidade.
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5.5 Avaliacao da atividade tripanocida de compostos isolados contra formas
amastigotas de T. cruzi.

A avaliacdo da atividade tripanocida contra amastigotas, foi ensaiada em
duas linhagens celulares distintas: Vero e macréfagos peritoneais de
camundongos. Para tanto, 100 ul de uma suspenséo de células Vero contendo
5x10* células/ml foi cultivada sobre laminulas de vidro de 12 mm de diametro em
placas de 24 orificios na presenca de um volume final 0,5 ml de meio DMEM em
cada orificio e as placas mantidas a 37°C, 5% de CO, por 24 horas.

Macréfagos residentes da cavidade peritoneal de camundongos da
linhagem Swiss foram obtidos através da inoculag&o intraperitoneal de 5 ml de
PBS estéril, acrescida de 10 unidades de heparina/ml e 100 ug/ml de ampicilina
sbédica. Apos massagem abdominal, as células foram aspiradas assepticamente
com seringa, depositadas em tubo Falcon de 15ml e mantidas em banho de gelo.
A suspensao celular foi centrifugada a 250g/5min a temperatura ambiente e
ressuspendida em meio de cultura DMEM pH 7,4 + 10% de SBF. As células foram
quantificadas em camara de Neubauer, testadas pelo Trypan blue 0,02% e a
concentracdo ajustada para 5x10° células/ml. A seguir 100 pl de uma suspensao
celular foi cultivada sobre laminulas de vidro de 12 mm de didmetro em placas de
24 orificios na presenga de um volume final 0,5 ml de meio DMEM em cada orificio
e as placas mantidas a 37°C, 5% de CO, por 12 horas.

A seguir as monocamadas foram infectadas com tripomastigotas da cepa Y

de T. cruzi derivados de cultura celular obedecendo uma raz&o parasita/célula de
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(5:1) e mantidas a 37°C, 5% de CO, por 4 horas. Apos a infeccao as
monocamadas foram lavadas para remocdo dos parasitas nao aderidos,
adicionado 0,5 ml de meio e a células mantidas como descrito anteriormente.
Vinte quatro horas apds a infecgao, diferentes concentragbes dos compostos
prenilcumarina e stirilpirona 6 (50 e 25 pg/ml), stirilpirona 2 e taxifolina (100 e 50
pg/ml) foram adicionados e as células cultivadas por 72 horas a 37°C, 5% de CO..
Como controle, monocamadas infectadas foram tratadas com benznidazol na
concentragcdo de 100 e 50upg/ml e/ou cultivadas na auséncia de drogas.
Diariamente foram realizadas observagbes em microscopio invertido para
avaliagao da integridade do tapete celular. Apds 72 horas de cultivo, 0 meio de um
poco para cada concentragao foi retirado e adicionado uma solugdo de azul de
trypan 0,02% para avaliagéo da viabilidade celular. A seguir as laminulas foram
retiradas, lavadas em PBS, fixadas pelo Bouin por 15 minutos, lavadas em agua
destilada e coradas pela técnica do Giemsa lento por 24 horas. Apds a coloragao,
as células foram lavadas em agua destilada, descoradas em a&lcool 70%,
diferenciadas em acetona-xilol 7:3 e 3:7 durante 1 minuto e, em seguida montadas
em balsamo sintético. Para determinacido da taxa de infecgao 300 células foram
contadas randomicamente e o numero de parasitas intracelulares nas diferentes
concentragdes dos compostos foi determinado em microscépio Optico em objetiva
de 100X. Adicionalmente, monocamadas tratadas e n&o tratadas foram

acompanhadas por 120 h para avaliacao do ciclo intracelular do parasita.
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5.6 Inibicao da tripanotiona redutase

Para analisar a possivel agdo dos compostos ativos sobre a tripanotiona
redutase foi utilizado o método descrito por Borges et al. (1995). Para tanto, a
tripanotiona redutase recombinante na concentracdo de 18,4 nM em tampéo de
reacao contendo 20 mM de HEPES, 30 mM de NaCl, 0,1 mM de EDTA (pH 7,4),
acrescido de 150 uM de NADPH 500ul foi incubada a 27°C por 30 minutos com
100 pg/ml dos diferentes compostos solubilizados em DMSO, antes da adi¢édo do
substrato tripanotiona disulfida (50uM). A atividade enzimatica foi determinada
espectofometricamente a 340 nm e o resultado expresso em porcentagem de

reducao da tripanotiona redutase em relagdo ao controle, DMSO 5% (Zani et al.,

1997).
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6. Analise estatistica
Os valores de Clsg dos extratos brutos, fracdes e compostos foram

estimados a partir dos valores médios de 3 experimentos por interpolacéo grafica

- , ®
utilizando o programa Graph Prism Instat™. Os resultados foram expressos como

média das Clsp (ug/ml) de pelo menos 3 experimentos independentes
acompanhada de seus respectivos limites de confianca de 95%. O teste t de
Student foi utilizado para comparacdo das médias das Clsy das fracbes e
compostos em relagdo ao benznidazol. Foram considerados significantes os

valores quando p < 0,05.
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7. Resultados
7.1 Atividade tripanocida de extratos brutos obtidos de plantas contra
formas epimastigotas de cultura da cepa Y de T. cruzi.

A atividade tripanocida de 14 extratos brutos obtidos de 13 espécies de
plantas da Floresta da Mata Atlantica foram testados in vitro contra formas

epimastigotas de cultura da cepa Y de T. cruzi (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade tripanocida in vitro de extratos brutos de plantas, de

benznidazol contra formas epimastigotas de cultura da cepa Y de Trypanosoma

cruzi.

Espécie Parte da planta Clso (ng/mL)
Croton celtidifolius Folhas 250

C. celtidifolius Casca 250
Trichilia catigua Casca 10
Schinus molle folhas 50
Spilantes oleraceae Casca Sem atividade
Rheedia gardneriana Folhas Sem atividade
Polygala sabulosa planta toda 5

P. cyparicias Planta toda 10

P. paniculata Planta toda 50
Baccharis pseudotenifolia Partes aéreas 50

B. platypoda Partes aéreas 10
Bauhinia forficata Folhas Sem atividade
Eugenia jambolana Folhas 5

E. uniflora Folhas 50
Benznidazol 13

Os resultados representam a média de 3 experimentos independentes realizados

em triplicata.
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Dos 14 extratos 11 (78,6%), apresentaram atividade tripanocida sendo que
destes, 5 apresentaram atividade tripanocida com Clsg < 10ug/ml) e, 3 (21,4%),
nao foram ativos contra formas epimastigotas de T. cruzi. Dois extratos de Croton
celtidifolius que mostraram uma Clsy de 250 ug/ml no primeiro ensaio, perderam
sua atividade tripanocida no segundo ensaio realizado 3 semanas apds o primeiro.
As demais amostras mostraram-se estaveis mesmo quando testadas 3 meses
apos a solubilizagdo inicial. O benznidazol apresentou uma Clso de 13,6 ug/ml e a

presenca de 5% de DMSO né&o interfiriu no crescimento dos parasitas.

7.2 Atividade tripanocida de compostos semipurificados obtidos de plantas
contra formas epimastigotas de cultura, tripomastigotas sangiiineos da cepa
Y de T. cruzi e percentagem de hemdlise.

Os extratos brutos hidroalcodlico das plantas que apresentaram atividade
tripanocida (Clsp < 10ug/ml) foram submetidos aos fracionamentos por particdo em
diferentes sistemas de solventes (hexano, diclorometano, butanol, acetato de etila
e agua) e as respectivas fragbes testadas contra formas epimastigotas de T. cruzi.
Das 17 fragbes testadas, 13 (76%) apresentaram promissora atividade tripanocida
(Clso < 10,8ug/ml) e duas 11,8% nao foram ativas (Tabela 3). Treze fragoes foram
também ensaiadas contra tripomastigotas sanguineos de T. cruzi e contra
hemaceas de camundongo para determinacdo da percentagem de hemodlise
(Tabela 3). A Clsp destas amostras variou de 1016,1 a 147,6ug/mL e a
percentagem de hemdlise variou 20 a 3%. Seis entre 13 fragbes mostraram uma

Cls0<302,7 ug/mL para formas tripomastigotas sanguineas. Considerando as duas
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formas do parasita, as fragbes mais ativas foram a diclorometano (PSD) de P.
sabulosa, aquosa (PCA), acetato de etila (PCAet) e diclorometano (PCD) de P.
cyparicias, e diclorometano (TCD) de T. catigua. A fragao hexanica de P. sabulosa
e as fragdes diclorometano, acetato de etila e aquosa de B. platypoda nao foram
testadas contra tripomastigotas sanguineas. Ensaios de atividade repetidos em
diferentes intervalos de dois meses mostraram resultados idénticos sugerindo uma

boa estabilidade das amostras apds a solubilizacao.
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Tabela 3. Atividade tripanocida in vitro e ex vivo de fragbes semipurificadas de plantas contra formas epimastigotas de

cultura e tripomastigotas sanguineos da cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Espécie Fracéo Clso (ng/ml) Hemolise (%)
Epimastigota Tripomastigota
Polygala sabulosa Aquosa S/ atividade 748,2 (708,6 — 790,1) 9
Acetato de etila 10,3 (5,8 - 18,4) 993,6 (845,2 — 1168,1) 3
Diclorometano 10,4 (5,1-21,1) 147,6 (96,9 — 224,9) 3
Hexano 1,1 (0,6 -2,1) NT NT
P. cyparicias Acetato de etila 5,1(2,5-10,6) 302,0 (266,7 — 342,1) 10
Diclorometano 5,3 (3,3-8,95) 256,4 (233,8 — 281,2) 10
Hexano 248,7 (230,1 - 268,8) 300,7 (237,9 — 379,95) 10
Aquosa 52(3,1-8,7) 201,6 (154,5 — 263,2) 10
P. paniculata Aquosa 10,3 (6,7 - 15,6) 602,9 (561,1 — 647,8) 3
Butanol 10,5 (7,6 - 14,6) 605,3 (566,1 — 647,2) 3
Hexano 54(3,7-7,7) 499,4 (428,1 — 582,5) 20
Trichilia catigua Diclorometano 10,1 (6,9 - 15,0) 299,2 (278,9 — 321,0) 6
Aquosa S/ atividade 630,3 (586,7 — 681,3) 14
Acetato de etila 50,5 (41,7 - 61,2) 1016,1 (878,6 — 1175,1) 10
Baccharis Diclorometano 10,3 (6,4 - 16,6) NT NT
platypoda Acetato de etila 10,5 (7,6 - 14,6) NT NT
Aquosa 10,8 (7,9 - 14,6) NT NT
Benznidazol 13,6 (8,5 - 21,6) - -

Os resultados representam a média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata acompanhada do seu

respectivo intervalo de confianga de 95%. NT: ndo testado

42



O benznidazol apresentou uma Clsy de 13,6 pg/ml para formas
epimastigotas e o cristal violeta na concentracao de 250 ug/ml promoveu a morte
de 100% dos tripomastigotas sanglineos apds 48 horas de incubagao a 4°C. A
presenca de 5% de DMSO nao interfiriu no crescimento e/ou na morfologia e
motilidade dos parasitas.

7.3 Atividade tripanocida de compostos isolados contra formas
epimastigotas de cultura e tripomastigotas sangiiineos da cepa Y de T. cruzi
e percentagem de hemolise.

A Figura 1 mostra os compostos obtidos através do fracionamento
cromatografico das fragdes ativas e a Tabela 4 e as Figuras 2, 3, 4 e 5 mostram os
resultados de atividade dos diferentes compostos frente a formas epimastigotas e
tripomastigotas sangliineos da cepa Y de T. cruzi. Quatro de nove compostos
testados (44%) apresentaram importante atividade (Clsp <43,3ug/mL) contra
formas epimastigotas sendo os compostos prenilcumarina e stirilpirona-2 os mais
ativos (Clso de 10,5 e 13,7ug/mL). Trés compostos (33,3%) mostraram significante
atividade (Clsp <636,4ug/mL) contra tripomastigotas sanglineas, sendo o
composto prenilcumarina o mais ativo (Clsp de 88,2ug/mL). A percentagem de
hemolise causada pelos compostos variou de 2 a 6%. Em todas as amostras de
sangue infectado tratadas com compostos nas concentragcbées > a 500 mg/ml, ndo
foram observados parasitas na contagem e no exame a fresco do material.

O fracionamento cromatografico da fragdo Diclorometano de P. sabulosa
resultou no isolamento de 6-preniloxi-7-metoxi cumarina (prenilcumarina) (1) e 4-

metoxi-6-(11,12-metilenedioxi-14-metoxidihidrostiril)-2-pirona (stirilpirona 2) (2). O
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fracionamento cromatografico da fragdo Acetato de Etila de P. sabulosa resultou
no isolamento de 4-metoxi-6-(11,12-dimetilstiril)-2-pirona (stirilpirona 6) (3) e
Quercetina-3-O-Glucosideo (Quer-3-Glu) (4). O fracionamento cromatografico da
fracdo Acetato de Etila de B. platypoda resultou no isolamento do flavondide
taxifolina-3-acetil (5) e o da fragdo Acetato de Etila de T. catigua na flavolignana
(6). O fracionamento cromatografico da fragdo Hexano e Acetato de Etila de P.
paniculata resultou no isolamento da prenilcumarina, febalosina (7) e do derivado
di-hidroxi da febalosina (8) e da fracdo Acetato de Etila de E. jambolana do

flavondide glicosilado miricitrina (9) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos avaliados. 1= 6-Preniloxi-7-metoxi
cumarina (prenilcumarina), 2= 4-Metoxi-6-(11,12-metilenedioxi-14-
metoxidihidrostiril)-2-pirona (stirilpirona 2), 3= 4-Metoxi-6-(11,12-dimetilstiril)-2-
pirona (stirilpirona 6), 4= Quercetina-3-O-Glucosideo; 5= Taxifolina-3-acetil; 6=

Flavolignana; 7= Febalosina; 8= Derivado di-hidroxi da febalosina e 9= Miricitrina.
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Tabela 4. Atividade tripanocida in vitro e ex vivo de compostos puros isolados de plantas contra formas epimastigotas de

cultura e tripomastigotas sanguineos da cepa Y de Trypanosoma cruzi.

Clso (ng/ml)
Espécie Composto Epimastigota Tripomastigota Hemolise (%)
Prenilcumarina 10,5 (4,9 - 22,0) 88,2 (57,3 - 135,7) 3
Polygala Stirilpirona-2 13,7 (6,3 - 29,9) 636,3 (601,9 - 672,9) 2
sabulosa Stirilpirona-6 25,9 (17,8 - 37,5) 1008,6 (919,7 - 1106,0) 6
Quer-3-glu 326,3 (244,5 - 435,5) 945,6 (845,6 - 1057,2) 5
Polygala Febalosina 247,5 (211,1 - 290,5) 502,3 (457,2 - 551,7) 5
paniculata Dihidroxi-febalosina 289,6 (249,6 - 335,9) 1185,8 (1179,8 - 1191,8) 4
Trichilia Flavolignana 332,4 (294,4 - 375,2) 1038,7 (898,6 - 1200,7) 5
catigua
Baccharis Taxifolina-3-acetil 43,3 (30,2 - 61,9) 698,3 (632,7 - 770,6) 4
platypoda
Eugenia Miricitrina 249,9 (221,1 - 282,4) 1409,3 (1314,5 - 1510,9) 5
Jjambolana

Benznidazol 13,6 (8,5 - 21,6)

Os resultados representam a média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata com seu respectivo

intervalo de confianca de 95%.
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Figura 2 Efeito dose-dependente de compostos contra formas epimastigotas de
cultura da cepa Y de Trypanosoma cruzi: A- Prenilcumarina, B- Stirilpirona-2, C-
Stirilpirona-6, D- Febalosina, E- Dihidroxi-febalosina. Os resultados representam a
meédia de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. ** Resultado foi
significantemente diferente quando comparado ao valor do Controle (P< 0,01).
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Figura 3 Efeito dose-dependente de compostos contra formas epimastigotas de
cultura da cepa Y de Trypanosoma cruzi: A- Flavolignana, B- Miricitrina, C-
Quercetina-3-glu, D-Taxifolina-3-acetil, E- Benznidazol. Os resultados representam
a média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

** Resultado foi significantemente diferente quando comparado ao valor do
Controle (P< 0,01).
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Figura 4 Efeito dose-dependente de compostos contra formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y de Trypanosoma cruzi em diferentes concentragbes, apos
48 horas de incubagdo a 4°C: A- Prenilcumarina, B- Stirilpirona-2, C —Stirilpirona-
6, D- Febalosina, E- Dihidroxi-febalosina. Os resultados representam a média de 3
experimentos independentes realizados em ftriplicata. ** Resultado foi
significantemente diferente quando comparado ao valor do Controle (P< 0,01).
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Figura 5. Efeito dose-dependente de compostos contra formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y de Trypanosoma cruzi em diferentes concentragbes, apos
48 horas de incubagao a 4°C: A- Flavolignana, B- Taxifolina-3-acetil,C- Miricitrina e
D- Quercetina-3-glu. Os resultados representam a média de 3 experimentos
independentes realizados em triplicata. ** Resultado foi significantemente diferente
quando comparado ao valor do Controle (P< 0,01).




7.4 Comprovacgao in vivo da atividade tripanocida dos compostos.

Para comprovar a efetividade dos compostos, o sangue infectado tratado
por 48 horas a 4°C foi inoculado intraperitonealmente em grupos de 2
camundongos Swiss jovens. O exame a fresco do sangue mostrou-se positivo em
todos animais inoculados a exceg¢ao daqueles inoculados com sangue tratado com
cristal violeta (250 pg/ml) ou com o composto prenilcumarina a (500 ug/ml)
(Tabela 5). A hemocultura dos animais negativos para T. cruzi no exame a fresco
realizada 30 dias apods a inoculagdo também foi negativa.
Tabela 5. Parasitemia sanglinea e hemocultura de camundongos inoculados
intraperitonealmente com 0,1 ml de sangue infectado pelo Trypanosoma cruzi

incubado a 4°C por 48 horas com diferentes concentracbes dos compostos

testados.
Composto Concentragao (ug/ml) Parasitemia Hemocultura
Cristal violeta 250 - Negativa
Prenilcumarina 500 - Negativa
250 + NR
Stirilpirona 6 2000 + NR
Stirilpirona 2 2000 + NR
1000 + NR
Dihidroxi-febalosina 2000 + NR
Taxifolina-3-acetil 2000 + NR
Quer-3-glu 2000 + NR
Febalosina 1000 + NR
500 + NR

Os resultados representam a média de parasitemia realizadas em 2
camundongos.
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7.5 Avaliagao da citotoxicidade para células Vero de compostos ativos
contra formas epimastigotas de cultura e tripomastigotas sanguineos da
cepaYde T. cruzi.

A incubagao das células com diferentes concentracbes dos compostos
ativos mostrou distintos graus de citotoxicidade. Os resultados da citotoxicidade
celular estao apresentados na Figura 6. Os compostos induziram citotoxicidade de
forma dose dependente para todos os compostos, sendo que a prenilcumarina
que foi o mais ativo contra tripomastigotas sanglineos foi também o mais

citotdxico para células Vero.
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Figura 6. Taxa de citotoxicidade dose-dependente de compostos obtidos de
plantas para as células Vero em diferentes concentragdes. Os resultados

representam a média de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. 5



7.6 Atividade tripanocida in vitro de compostos contra formas intracelulares
de T. cruzi.

Monocamadas de células Vero e macréfagos peritoneais de camundongos
infectadas pelo T. cruzi foram tratadas por 72 e 120 horas com duas
concentragcbes dos compostos mais ativos (prenilcumarina, stirilpirona-2,
stirilpirona-6 e taxifolina) contra tripomastigotas sanglineos. A taxa de infecgao

celular e o numero de parasitas por célula estdo demonstradas na tabela 6.

7.7 Atividade inibitéria da tripanotiona redutase

Os compostos prenilcumaria, taxifolina-3-acetil e stirilpirona 2, e stirilpirona 6
solubilizado em DMSO na concentragao de 100 ug/ml foram testados quanto a
sua atividade inibitoria da enzima tripanotiona redutase de acordo com a técnica
descrita por Borges et al., (1995). Os ensaios foram realizados no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais do Instituto René Rachou em Belo Horizonte. As
percentagens de inibicdo da tripanotiona redutase confirmadas em dois ensaios
independentes foram de 13% para a prenilcumarina; 26% para stirilpirona 2; 30%

para sitirilpirona 6 e 21% para taxifolina-3-acetil.

53



Tabela 6. Taxa de infeccdo e numero de parasitas intracelulares em células Vero e macrofagos peritoneais de

camundongos infectadas pela cepa Y de Trypanosoma cruzi ap6s 72 horas de tratamento com diferentes compostos.

Composto Concentragao Linhagem celular Vero Macrofago
(ng/ml) % meédia de células Numero de % meédia de células Numero de
infectadas parasitas/célula infectadas parasitas/célula

Benznidazol 100 0 0 0 0

50 - - 4 2,7+15
Prenilcumarina 50 4 4+15 7 45+19

25 - - 9 53+1,8
Stirilpirona 6 50 14 8+1,9 16 54+24

25 - - 18 6,1+2,1
Stirilpirona 2 100 5 42+1,8 10 51+27

20 - - 13 6,6 £2,5
Taxifolina-3- 100 16 6 13 44+24
acetil 50 - - 17 75+26

Controle 16 8,0+31 18 7,9+31




8. DISCUSSAO

As plantas constituem-se em uma importante fonte de novas drogas e
apresentam-se como alternativa viavel para o tratamento de varias enfermidades
no contexto da medicina moderna. Embora um consideravel numero de drogas
atualmente disponivel para o tratamento de varias enfermidades sejam derivadas
de produtos naturais, apenas uma pequena percentagem das cerca de 250 mil
especies de plantas tem sido investigadas em suas propriedades, biologicas,
quimicas e farmacoldgicas (Soerjato, 1996).

Dentre as varias doengas que acometem o homem, as parasitoses e
notadamente as protozooses, sao responsaveis por elevadas taxas de morbidade
e mortalidade. Neste contexto, a doengca de Chagas representa um grande
impacto social e econdmico nos paises da América Latina, onde aproximadamente
18 milhdes de individuos encontram-se infectados pelo parasita (WHO, 1993). As
alternativas para o tratamento especifico da infeccdo pelo T. cruzi atualmente
disponiveis, resumem-se a uma droga, o benznidazol (Rochagam) que além de
possuir baixa eficacia no tratamento da infegcao crénica, apresenta consideraveis
efeitos colaterais (Brener, 1984; De Castro, 1993).

No presente trabalho a atividade tripanocida de extratos brutos, fracbes
semipurificadas e compostos puros de 13 espécies de plantas da mata atlantica
(pertencentes a nove familias) foram ensaiadas contra diferentes formas

evolutivas de T. cruzi. Os bioensaios de extratos brutos mostraram que 11/14
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(78,5%) dos extratos testados foram ativos contra formas epimastigotas de cultura
de T. cruzi em concentragdes inferiores a 250 ug/ml e, 3 (21,5%), ndo mostraram
atividade. Dois extratos brutos (folhas e casca) de Croton celtidifolius ativos no
primeiro ensaio contra formas epimastigotas (Clsp de 250 pg/ml), perderam sua
atividade tripanocida no segundo ensaio realizado 3 semanas ap6és a solubilizagdo
inicial, demonstrando a instabilidade destes compostos. Resultados de perda de
atividade foram observados anteriormente com extratos de plantas da familia
Rutaceae, Mafezoli et al. (2000) que foram testados contra formas tripomastigotas
e com o composto cinabarina obtido do fungo Pycnoporus sanguineus (Marques,
2001)que foram testados contra formas epimastigotas. Os demais extratos
mantiveram inalterada sua atividade tripanocida até 3 meses apds a solubilizacao
inicial quando foram realizados os ultimos ensaios.

A atividade tripanocida em extratos brutos e compostos obtidos de plantas
tem sido pesquisada por diferentes autores (Zani et al., 1995; Da Costa et al.,
1996; Chiari et al., 1996; Sepulveda-Boza & Cassels, 1996; Caceres et al., 1998;
Berger et al., 1998; Croft et al., 1998; Muelas-Serrano et al., 1999; Mafezoli et al.,
2000; Duarte et al., 2002; Schinella et al., 2002).

Estudos in vitro utilizando extratos etandlicos de 52 espécies de plantas da
familia Asteraceae, mostraram que 10% dos extratos testados reduziram em 70%
o numero de tripomastigotas sanguineos na concentragdo de 250ug/ml (Zani et
al., 1995). Contrariamente, Chiari et al. (1996), avaliando extratos etandlicos de
outras 47 espécies da familia Asteraceae verificaram que 23% dos extratos foram

ativos contra tripomastigotas sanglineos de T. cruzi na concentracdo de 12
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mg/ml. Mafezoli et al. (2000), estudando a atividade de extratos brutos de 9
espécies de plantas da familia Rutaceae contra tripomastigotas sanguineos da
cepa Y de T. cruzi verificaram que 8 de 32 extratos ocasionaram a mortalidade de
75% dos parasitas na concentragdo de 4 mg/ml. De 25 fra¢des obtidas a partir dos
extratos ativos, 6 ocasionaram uma reducdo > 80% no numero de parasitas na
concentragédo de 2mg/ml.

Berger et al. (1998), avaliando a atividade tripanocida de 5 espécies de
plantas da Guatemala, utilizadas em medicina popular mostraram que as fragdes
etandlica, hexanica e aquosa de Neurolaena lobata (Asteraceae) apresentaram
ICq de 290,6; 152,4 e 551,8 ug/ml para epimastigotas de T. cruzi. Schinella et al.
(2002), estudando a atividade de extratos brutos obtidos de 18 plantas e 2 fungos
usados na medicina tradicional Chinesa e Mediterranea, verificaram que 10 (50%)
dos extratos inibiram o crescimento de epimastigotas de T. cruzi na concentragao
de 250pg/ml.

Em nossos experimentos extratos brutos de duas espécies da familia
Asteraceae (B. pseudotenifolia e B. platypoda) inibiram o crescimento de 50% das
formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi nas concentragcées de 50 e 10ug/ml
respectivamente. Extrato hidroalcéolico de casca de T. catigua (Meliaceae), e da
planta inteira de P. sabulosa e de P. cyparicias (Polygalaceae), folhas de E.
Jjambolana (Myrtaceae) ocasionaram a inibigdo do crescimento de 50% de formas
epimastigotas em concentragbes <10ug/ml e extratos de folhas de S. molle

(Anacardiaceae), planta inteira de P. paniculata e folhas de E. uniflora
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ocasionaram a inibicao do crescimento de 50% dos parasitas na concentragéo de
50ug/ml. Estes resultados mostram que os extratos brutos das plantas aqui
testadas apresentaram atividade tripanocida igual ou superior aquela descrita na
literatura por outros autores. Extratos de partes aéreas de Spilantes oleraceae
(Compositae), folnas de Rheedia gardneriana (Guttiferae) e folhas de Bauhinia
forficata (Leguminosae) nao foram ativas contra formas epimastigotas de T. cruzi
(Tabela 2).

O fracionamento de 5 extratos mais ativos utilizando diferentes sistemas de
solventes permitiu a obtencao de 17 fragdes. A atividade biolégica ensaiada contra
formas epimastigotas e tripomastigotas sanguineos de T. cruzi mostrou que 15
(88,3%) das fragdes foram ativas contra epimastigotas (Clso de 248,7 a 1,1ug/ml),
e das 13 fracbes testadas contra tripomastigotas as Clsy variaram de (1016,1 a
147,6 pg/ml). As fragdbes aquosas de P. sabulosa e Trichilia catigua nao
apresentaram atividade. De maneira geral ndo houve correlagdo positiva entre a
atividade das fragdes contra epimastigotas e tripomastigotas sangulineos (Tabela
3). Este fato reflete que estas duas formas evolutivas do parasita apresentam
metabolismo e caracteristicas bioldgicas e bioquimicas distintas. A auséncia de
correlacao entre atividade antiparasitaria in vitro nestas duas formas evolutivas
tem sido demonstradas anteriormente por outros autores (Croft, 1988; Chiari et al.,
1996).

As fragdes diclorometano, acetato de etila e aquosa de B. platypoda que
apresentaram boa eficacia (inibicdo de 50% do crescimento de epimastigotas na

concentragdo < 10,8 pg/ml) ndo puderam ser ensaiadas contra formas
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tripomastigotas devido a baixa quantidade de material disponivel. As fragbes
acetato de etila de P. sabulosa e P. cyparicias, as fragdes diclorometano de P.
sabulosa, P. cyparicias e T. catigua, as fracbes aquosa e butandlica de P.
paniculata apresentaram boa eficacia inibindo o crescimento de 50% das formas
epimastigota em concentragcdes < 10,5 ug/ml. Entretanto, quando testadas contra
tripomastigota as Clso destas mesmas fragdes foram > 147,6 ug/ml . A fragdo
hexanica de P. cyparicias e P. paniculata inibiu o crescimento de 50% das formas
epimastigotas em concentragbes de 248,7 e 5,4 pg/ml (Tabela 3). Quando
testadas contra tripomastigotas as Clsp foram de 300,7 e 499,4 ug/ml para P.
cyparicias e P. paniculata respectivamente. As fragdes diclorometano e acetato de
etila de T. catigua exibiram Clsy de 10,1 e 50,5 pg/ml para formas epimastigotas e
quando testadas contra tripomastigotas as Clsy foram 299,2 e 1016,1 ug/ml
(Tabela 3). Devido a pequena quantidade disponivel a fragdo hexéanica de P.
sabulosa que inibiu o crescimento de 50% das formas epimastigotas na
concentragao de 1,1 pg/ml e as fragcbes diclorometano, acetato de etila e aquosa
de B. platypoda que apresentaram a Clso de 10,3; 10,5 e 10,8 respectivamente
nao puderam ser ensaiada contra tripomastigotas. O estudo comparativo com os
dados presente na literatura atual mostra uma acentuada atividade tripanocida das
fragcbes ensaiadas no presente trabalho. Os nossos resultados registram pela
primeira vez a atividade tripanocida de extratos, fracdes e compostos obtidos de

plantas da familia Poligalaceae.
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Na busca de novos quimioterapicos de relevancia para o tratamento da
doencga de Chagas, varios compostos obtidos de plantas tem sido identificados e
testados contra formas de cultura, tripomastigotas sanguineos de T. cruzi, ou
células de mamiferos infectadas com o parasita (Chiari et al., 1991; Sepulveda-
Boza & Cassels, 1995; Da Costa et al., 1996; Zani et al., 1997). Entretanto, muitas
vezes 0 uso destes compostos tem sido limitadas, devido a necessidade de altas
concentragbes para os testes biolégicos, condi¢des farmaco-cinéticos
desfavoraveis e principalmente a baixa solubilidade (Sepulveda-Boza & Cassels,
1995). Em nossos experimentos verificamos que alguns extratos e fragbes
apresentaram baixa solubilidade nos solventes testados (DMSO e Tween 80)
mesmo quando submetidos a sonicagdo. Marques (2001), estudando dois esterdis
obtidos do fungo Pycnoporus sanguineus verificou que o composto denominado
Ga1 foi insoluvel em 5 diferentes sistemas de solvente testados.

Estudos fitoquimicos realizados pelo grupo multidisciplinar da UFSC tem
demonstrado a presenca de xantonas polihidroxiladas na fragao acetato de etila
de P. cyparicias (Pinheiro et al., 1998), prenilcumarina e stirilpironas na fragao
diclorometano de P. sabulosa (Pizzolatti et al., 2000) e flavolignanas em fragao
acetato de etila de T. catigua (Pizzolatti et al., 2002). Estudos preliminares
revelaram a presencga de xantonas e flavondides glicosilados na fragdo aquosa de
P. cyparicias, esterdis e cumarinas na fragdo hexanica de P. sabulosa, fenill-y-

lactonas e esterois na fragdo diclorometano de T. catigua (Pizzolatti et al., 2002).
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A atividade biolégica de nove compostos ensaiada contra formas
epimastigotas e tripomastigotas sanglineos de T. cruzi mostrou que todas foram
ativas contra epimastigotas com Clsp variando de 332,4 a 10,5 pg/ml e contra
tripomastigotas sanguineos com Clsg variando de 1409,3 a 88,2 ug/ml (Tabela 4).
Entretanto, se compararmos os resultados de atividade dos compostos com
aqueles obtidos nas fragcbes percebe-se uma perda de atividade de mais de 6
vezes. Este fato pode ser atribuido ao efeito sinérgico de diferentes componentes
presentes nas fracdes e que foram perdidos durante o processo de purificacao.
Resultados semelhantes de perda de atividade foram anteriormente reportados
por Mafezoli et al. (2000) avaliando extratos brutos e fragdes de plantas da familia
Rutaceae.

De maneira geral, ndo houve correlagao entre a atividade dos compostos
frente a epimastigotas e tripomastigotas. Os compostos prenilcumarina,
stirilpirona-2, stirilpirona-6, e taxifolina-3-acetil foram os mais ativos contra formas
epimastigotas com Clsg variando de 10,5 a 43,3 ug/ml. Os demais compostos s6
inibiram o crescimento de epimastigotas em 50% em concentragbes 8 a 16 vezes
maiores. Contrariamente, para tripomastigotas a variagdo nas concentragcbées dos
compostos foi muito menor cerca de 5 vezes. Dentre os 9 compostos avaliados, 4
reduziram 50% o numero de tripomastigotas sanglineos em concentragdes iguais
ou menos que 698,3 pg/ml sendo que a prenilcumarina revelou pronunciada
atividade, reduzindo 50% o numero de parasitas na concentragdo de 88,2 ug/ml

(Tabela 4).
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A atividade antiparasitaria observada em extratos brutos, fragdes e
compostos, muitas vezes podem ser devida a lise inespecifica decorrente dos
constituintes presentes. Embora n&o relatada na literatura consultada, a
determinacdo de atividade hemolitica de extratos ativos € um parametro
importante a ser avaliado. Em nossos experimentos a atividade hemolitica de
fragcbes e compostos ativos contra formas tripomastigotas de T. cruzi variou de 20
a 3% para as fragcbes e de 6 a 2% para os compostos. Estes resultados sugerem
que estes compostos atuam de forma seletiva e aparentemente apresentam uma
baixa toxicidade contra as hemacias de camundongos. A atividade hemolitica do
cristal violeta ndo foi avaliada devido a interferéncia da coloragdo na dosagem da
hemoglobina.

Para avaliar a efetividade dos compostos contra tripomastigotas
sanguineos, amostras de sangue infectado que foram tratadas com diferentes
concentragbes dos compostos e que apresentaram negativas ao exame a fresco,
foram inoculadas em camundongos jovens com objetivo de avaliar a infectividade
in vivo. Somente o0s camundongos inoculados com sangue tratado com
prenilcumarina (500 pg/ml) e cristal violeta (250 pg/ml) ndo apresentaram
parasitemia sanglinea. Da mesma forma as hemoculturas destes animais foram
negativas mostrando a eficacia da prenilcumarina e do cristal violeta nestas
concentragdes. Todos os animais inoculados com sangue tratado com os demais
compostos, negativas no exame a fresco, incluindo-se aqui os camundongos que
receberam o sangue tratado com 250 pg/ml de prenilcumarina apresentaram

parasitemia sanguinea no 7° dia de infecgao (Tabela 5). Estes resultados mostram
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que dos compostos testados apenas a prenilcumarina na concentragao de 500
Mg/ml foi capaz de promover a eliminagdo dos parasitas do sangue. A taxa de
hemdlise nesta concentracédo (13%) sugere que a atividade tripanocida da
prenilcumarina é bastante especifica e que este composto possa se constituir em
uma fonte promissora para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade
contra o T. cruzi.

Grupos quimicos diversos presentes em plantas, podem atuar através de
varios mecanismos, entre esses a inibicdo de enzimas ou sistemas enzimaticos, a
diminuicdo da replicacdo de acidos nucléicos, desestabilizacdo de membranas,
etc,. Varias drogas (vinblastina, vincristina e taxol) com atividade anti-neoplasica
pronunciada utilizadas na pratica clinica apresentam consideravel grau de
toxicidade sendo portanto, menos atrativas para uso em doencas parasitarias
(Sepulveda-Boza & Cassels, 1995). Desta forma, avaliar o efeito citotoxico dos
compostos em células hospedeiras de mamiferos € um importante critério na
busca de novos compostos com perspectivas de uso terapéutico (Weniger et al.,
2001; Schinella et al, 2002).

Diferentes metodologias tém sido empregadas no estudo dos efeitos
citotoxicos de compostos. Dentre estas, o ensaio de MTT é um teste classico
largamente utilizado na avaliagdo de citotoxicidade e atividade de compostos.
Schinella et al. (2002) utilizando o ensaio de MTT e da LDH (desidrogenase latica)
avaliaram a citotoxicidade de 4 fracbes ativas contra o T. cruzi verificaram
auséncia de citotoxicidade das fragbes para macrofagos peritoneais de ratos na

concentragao de 200 pg/ml. No presente trabalho as taxas de citotoxicidade para
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células Vero dos compostos mais ativos contra o T. cruzi foram dose dependente.
(Figura 4). A prenilcumarina que foi 0 composto mais ativo contra tripomastigotas
sanguineos foi também o mais citotéxico (58% de inibicdo do crescimento celular
na concentracdo de 100 ug/ml). A citotoxicidade do benznidazol foi
aproximadamente a metade daquele exibida pela prenilcumarina. Weniger et al.
(2001) utilizando o ensaio do MTT em linhagem de promondcito humano U-937
avaliaram a citotoxicidade de 21 extratos de plantas ativos contra T. cruzi e
leishmania e verificaram que apenas 2 entre 21 extratos testados apresentaram
taxa de citotoxicidade aceitavel, mostrando que, em muitos casos, compostos
ativos presentes nestes extratos ndo podem ser utilizados na pratica devido a sua
elevada toxicidade para a célula hospedeira.

A avaliacdo da atividade tripanocida de compostos contra formas
amastigotas intracelulares de T. cruzi € um importante parametro, uma vez que, os
resultados destes ensaios podem se aproximar da atividade esperada no modelo
vivo. No presente estudo avaliamos a atividade dos compostos em duas linhagens
celulares distintas: macréfagos peritoneais de camundongos e células Vero.
Embora o tratamento das monocamadas iniciado apds 24 horas de infeccéo tenha
mostrado que os compostos prenilcumarina e stirilpirona-2 nas concentracées de
50 e 100 ug/ml respectivamente, reduziram as taxas de infeccdo em 2 a 4 vezes o
numero de parasitas intracelulares em 2 vezes em relacdo ao controle nas duas
linhagens celulares, nenhum dos compostos apresentou eficacia semelhante ao
benznidazol. Considerando-se a percentagem de infecgdo, os compostos

stirilpirona-6, taxifolina-3-acetii nas concentracbes de 50 e 100 pg/ml,
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respectivamente, nao foram efetivos neste modelo experimental, embora tenham
ocasionado a reducdo no numero de parasitas intracelulares. O benznidazol que
apresentou efetividade de 100% na concentragdo de 100 uyg/ml para as duas
linhagens celulares, teve efetividade parcial para macrofagos tratados com 50
Mg/ml da droga. Embora o tratamento concomitante das monocamadas no
momento da infeccdo pudesse mostrar resultados diferentes, esses ensaios nao
foram realizados.

Paralelamente quando as monocamadas tratadas e nao tratadas nas
condicbes anteriores foram acompanhadas por um periodo de 120 horas
verificamos que nas células tratadas com prenilcumarina (50ug/ml) e benznidazol
(100 pg/ml) o ciclo intracelular ndo se completou e as tratadas com stirilpirona-2
(100 ug/ml) houve um retardo no ciclo intracelular. Para as demais monocamadas
tratadas com os demais compostos o ciclo intracelular foi completo a partir de 96
horas de infecgao, incluindo-se aqui macrofagos tratados com 50 ug/ml de
benznidazol.

O mecanismo de acao do benznidazol é através do bloqueio da sintese de
acido nucléico e de proteinas (Van Voorhis, 1990). Esta droga usada na clinica,
reduz a duragao e a severidade clinica da doenca de Chagas na fase aguda e
congénita mas resulta no “clearence” total do parasita somente em 50% dos
pacientes tratados (Kirchoff, 1993). Além disso, variagao de sua eficacia de acordo
com as cepas do parasita e a regidao geografica tem sido reportadas (Andrade et

al., 1992; Molina et al., 1997).
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Diferentes moléculas (allopurinol, gosypol, megazol, fexemidazol, e
cetoconazol) de uso clinico tem sido testada contra o T. cruzi nos ultimos anos
(Brener, 1987; Maldonado et al., 1993; Urbina et al.,1993). Entretanto, nenhum
destes compostos mostrou efetividade comparavel ao benznidazol. Estudos
recentes tem demonstrado que dois derivados triazdlicos o (D0870) e
(SCH56592), que inibem especificamente a sintese do ergosterol, mostraram
eficacia igual ou superior ao benznidazol no tratamento da doenga de Chagas
experimental aguda e crénica (Molina et al., 1997; Urbina et al., 1996 Urbina,
1999). Devido a pequena quantidade disponivel dos compostos ndo pudemos
avaliar a atividade dos mesmos in vivo.

A existéncia de enzimas especificas em tripanosomatideos como as trans-
sialidases, cisteino-proteases e a tripanotiona redutases constituem-se em
importantes alvos para quimioterapia e desenvolvimento de novas drogas
(Schenkman et al., 1991; Sepulveda-Boza & Cassels, 1996; Bonnet et al., 2000; Li
et al., 2000; Hamilton et al., 2002). O mecanismo de agao dos compostos ativos
em estudo neste trabalho nao é conhecido e foi apenas parcialmente estudado.

A avaliacdo da inibicao da tripanotiona redutase que € uma enzima chave
responsavel pelo equilibrio intracelular protegendo o parasita do stress oxidativo
mostrou que nenhum dos 4 compostos ativos (prenilcumarina, stirilpirona 2 € 6 e
taxifolina-3-acetil) foram capazes de inibir a atividade da tripanotiona redutase em
taxas maiores que 30%. Estes resultados demonstram que a atividade tripanocida
desses compostos ocorre por um outro mecanismo que necessita ser melhor

investigado.
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9. CONCLUSOES

A analise dos resultados do presente trabalho nos permitem concluir que:

De 14 extratos brutos testados, 11 apresentaram atividade tripanocida contra
epimastigotas de T. cruzi e 3 ndo mostraram atividade;

As espécies do género Polygala apresentaram os maiores niveis de atividade e
este é o primeiro relato de atividade tripanocida de plantas deste género.

De 17 fragbes estudadas 15 foram ativas contra epimastigotas e 13 foram ativas
contra tripomastigotas sanguineos;

Embora os 9 compostos puros tenham apresentado atividade contra epimastigotas
e tripomastigotas, as Clsp foram mais baixas que as observadas para as
respectivas fragcdes;

A Clsp dos compostos prenilcumarina e stirilpirona 2 contra epimastigotas foram
semelhantes a do benznidazol e a prenilcumarina foi o composto mais ativo contra
tripomastigotas sanglineos, ocasionando a esterilizagdo do sangue na
concentracao de 500 ug/ml;

As taxas de hemolise dos compostos foram inferiores a 6% sugerindo uma baixa
toxicidade contra os componentes sanguineos;

A citotoxicidade dos compostos ativos foi dose-dependente. O composto mais
ativo, a prenilcumarina, foi também a mais citotéxica contra células Vero;

A atividade intracelular dos compostos prenilcumarina (50ug/ml) e stirilpirona 2
(100 pg/ml) contra amastigotas foi semelhante a do benznidazol;

Nenhum dos 4 compostos ativos mostrou atividade inibitoria da tripanotiona

redutase.
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