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RESUMO 

A doença de Chagas, causada pelo parasito Trypanosoma cruzi é considerada uma 
doença tropical negligenciada. No Brasil, apenas o benzonidazol é utilizado no 
tratamento apresentando eficácia limitada e efeitos adversos relevantes. Produtos 
naturais de plantas são uma fonte promissora de drogas para o combate de infecções por 
T. cruzi. Na busca de alternativas terapêuticas, o presente trabalho avaliou o efeito de 
polissacarídeos vegetais sobre as formas evolutivas de T. cruzi e investigou seu 
mecanismo de ação. O pó obtido das partes vegetais (5 g) foi suspenso em metanol, 
homogeneizado e filtrado. O resíduo foi suspenso em NaOH 0,1 M (1:50, p/v), 
homogeneizado e centrifugado (1445 x g, 15 min., TA). Os sobrenadantes foram 
reunidos, neutralizados, precipitados e centrifugado. O precipitado foi dialisado, 
centrifugado e o sobrenadante liofilizado (polissacarídeos totais-PLT). Os PLT foram 
dissolvidos em água destilada (2:1, p/v), aplicados em cromatografia de troca iônica 
(DEAE-celulose) e as frações acídicas eluídas com NaCl (0,1-1,0 M). As frações 
majoritárias (FI e FII) foram dialisadas e liofilizadas. PLT e frações foram analisados 
quanto aos teores de carboidratos, ácido urônico e proteínas. Os polissacarídeos foram 
avaliados sobre as formas epimastigotas (24, 48, 72h), tripomastigotas (24h), amastigota 
(24 e 48h) de T. cruzi. Foi também avaliada a citotoxicidade sobre células LLC-MK2 
(MTT). Ensaios de citometria de fluxo (7AAD/anexina V, Rho123, H2DCFH-DA e 
Laranja de Acridina) foram realizados para a avaliação do mecanismo de morte celular. 
Microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada para observar possíveis 
alterações ultraestruturais. Os PLT e frações apresentaram altos teores de carboidratos 
(23-54,6%), ácido urônico (9-30%) e baixa contaminação protéica (0,56-5%). Os PLT 
de todas as espécies inibiram o crescimento das formas epimastigotas e tripomastigotas, 
dentre estas os PLT das folhas de G. americana destacaram-se por apresentarem as 
menores CI50 frente aos ensaios tripanocidas, além de baixa citotoxidade sobre LLC-
MK2. PLT [epimastigota (CI50/24h = 740±0,07 µg/mL; CI50/48h = 710±0,05 µg/mL; 
CI50/72h = 870±0,05 µg/mL); tripomastigota (LC50 = 470±0,08 µg/mL)]; LLC-MK2 
(CC50=2250±0,07 µg/mL)]. Quanto as frações (FI e FII), apenas FI apresentou CI50 para 
formas epimastigotas [(CI50/24 h = 580±0,17 µg/mL; CI50/48 h = 530±0,13 µg/mL; CI50/72 h 

= 500±0,14 µg/mL)]. Já em tripomastigotas apresentaram as seguintes LC50: FI (LC50 = 
100±0,09 µg/mL) e FII (LC50= 23±0,06 µg/mL). FI e FII não causaram toxicidade sobre 
as células hospedeiras, apresentando índice de seletividade superior a 15 (FI) e 65 (FII).  
PLT (235 e 470 µg/mL) e frações [FI (50 e 100 µg/mL); FII (11,5 e 23 µg/mL)] também 
apresentaram efeito antimastigota, com redução do percentual de células infectadas, do 
número de amastigotas/células e do índice de sobrevivência. Ensaios de citometria de 
fluxo com 7AAD/anexina V, demostraram uma maior população de parasitos marcados 
com 7-AAD, nas concentrações avaliadas [PLT (CI50 -740 µg/mL) e FI (CI50 - 580 
µg/mL)] sugerindo morte induzida por necrose. Em seguida foram realizados ensaios 
com Rho 123, H2DCFH-DA e Laranja de Acridina, para investigar as alterações do 
potencial transmembrânico mitocondrial, envolvimento de EROs e a detecção de 
vacuólos acídicos. Os resultados demonstraram que houve alteração do potencial 
transmembrânico e aumento de EROs.  A via de morte celular do T.cruzi por mecanismo 
necrótico foi confirmada por MEV, onde foi observado alterações no formato típico, 
arredondamento e encurtamento do parasito e degradação da membrana celular com 
poros. Em conclusão, os polissacarídeos de todas as espécies vegetais inibiram o 
crescimento das formas epimastigotas e tripomastigotas, dentre estas os polissacarídeos 
das folhas de G. americana inibiram todas as formas evolutivas de cepa Y de T. cruzi, 
com alto índice de seletividade (FII), com indução de necrose e  stress oxidativo. 
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, polissacarídeos vegetais, necrose, stress oxidativo. 



 

ABSTRACT  
 
Chagas disease caused by the parasite Trypanosoma cruzi is considered a neglected 
tropical disease. In Brazil, only benzonidazole is used in treatment with limited efficacy 
and relevant adverse effects. Natural plant products are a promising source of drugs for 
the fight against T. cruzi infections. In the search for therapeutic alternatives, the 
objective was to evaluate the effect of plant polysaccharides on the evolutionary forms 
of T. cruzi and to investigate its mechanism of action. The powder obtained from the 
vegetable parts (5 g) was suspended in methanol, homogenized and filtered. The residue 
was suspended in 0.1 M NaOH (1:50, w/v), homogenized and centrifuged (1445 x g, 15 
min, r.t). Supernatants were pooled, neutralized, precipitated and centrifuged. The 
precipitate was dialyzed, centrifuged and the lyophilized supernatant (total 
polysaccharides-TP). The TP were dissolved in distilled water (2: 1, w/v), applied in ion 
exchange chromatography (DEAE-cellulose) and acidic fractions eluted with NaCl (0.1-
1.0 M). The majority fractions (FI and FII) were dialysed and lyophilized. TP and 
fractions were analyzed for carbohydrate, uronic acid and protein contents.The 
polysaccharides were evaluated on epimastigotes (24, 48, 72 h), trypomastigotes (24 h), 
amastigote (24 and 48h). Cytotoxicity on LLC-MK2 cells (MTT) was also evaluated. 
Flow cytometry assays (7AAD/annexin V, Rho123, H2DCFH-DA and Acridine Orange) 
were performed for the evaluation of the mechanism of cell death. Scanning electron 
microscopy (SEM) was used to observe possible ultrastructural changes. TP of all 
species inhibited the growth of epimastigote and trypomastigote forms, among these the 
TP of the leaves of G. americana were distinguished by their lower IC50 compared to the 
trypanocidal assays, in addition to low cytotoxicity on LLC-MK2. TP [epimastigote 
(IC50/24h = 740 ± 0.07 μg / mL; IC50/48h = 710±0.05 μg / mL; IC50/72h = 870±0.05 
μg/mL); trypomastigote (LC50 = 470±0.08 μg/ml)]; LLC-MK2 (CC50 = 2250±0.07 
μg/mL)]. As for fractions (FI and FII), only FI presented IC50 for epimastigote forms 
[IC50/24 h = 580±0.17 μg/mL; IC50/48 h = 530±0.13 μg/mL; IC50/72 h = 500±0.14 μg 
mL)]. In trypomastigotes, the following LC50 were present: FI (LC50 = 100±0.09 
μg/mL) and FII (LC50 = 23±0.06 μg/mL). FI and FII did not cause toxicity on the host 
cells, with a selectivity index higher than 15 (FI) and 65 (FII). TP (235 and 470 μg/mL) 
and fractions [FI (50 and 100 μg/mL); FII (11.5 and 23 μg/mL)] also showed 
antimastigote effect, with a reduction in the percentage of infected cells, number of 
amastigotes/cells and survival index. After 7AAD/annexin V, flow cytometry assays 
demonstrated a higher population of 7-AAD-labeled parasites at the concentrations 
tested [TP (IC50 -740 μg/mL) and FI (IC50 – 580 μg/mL)] suggesting that death induced 
by the polysaccharides is predominantly by necrosis. Then, Rho 123, H2DCFH-DA and 
Acridine Orange tests were performed to investigate the changes of the mitochondrial 
transmembrane potential, the involvement of ROS and detection of acidic vacuoles. The 
results showed that there was alteration of transmembrane potential and increase of 
ROs. The cell death pathway of T.cruzi by a necrotic mechanism was confirmed by 
MEV, which demonstrated changes in the typical format, rounding and shortening of the 
parasite and degradation of the cell membrane with pores. In conclusion, the 
polysaccharides of all plant species inhibited the growth of the epimastigotes and 
trypomastigote forms, among which the polysaccharides of G. americana leaves 
inhibited all evolutionary forms of Y strain of T. cruzi, with high selectivity index (FII), 
with induction of necrosis and oxidative stress. 
 
Key words: Trypanosoma cruzi, plant polysaccharides, necrosis, oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doença de Chagas: histórico e epidemiologia 

 

No ano de 1909, no município de Lassance, Minas Gerais, o cientista 

brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas fez a descoberta da Tripanossomíase 

Americana, conhecida popularmente por doença de Chagas (DC). Neste período, 

Chagas observou a presença abundante de barbeiros nas casas de pau-a-pique típicas da 

região, caracterizado-os como insetos hemípteros da família Reduviidae e subfamília 

Triatominae. Além disso, identificou também o agente etiológico da doença, o 

protozoário flagelado Trypanosoma cruzi, descreveu as formas clínica da doença e os 

comprometimentos dos sistemas digestivo, cardíaco e neurológico. Hoje, essa doença é 

considerada negligenciada e possui ampla distribuição pelo mundo (CHAGAS, 1909; 

CHAGAS, 1911; RASSI; RASSI; MARIN-NETO,  2009; SILVEIRA, 2011). 

A DC é endêmica em 21 países latino-americanos, do sul dos Estados 

Unidos (EUA) ao norte da Argentina e do Chile. Tem se limitado a áreas rurais pobres 

da América Central e do Sul, onde a transmissão vetorial é a principal via de contágio 

(FELICIANGELI et al., 2003; SAMUELS et al., 2013).  

Com a recente migração interna das áreas rurais para as áreas urbanas, a 

transmissão congênita e a doação de sangue permitiram que a doença se espalhasse para 

regiões anteriormente não afetadas, principalmente para as grandes áreas urbanas, onde 

os ciclos da doença urbana foram estabelecidos em áreas periféricas (BOWMAN et al., 

2008).  A prevalência da infecção por T. cruzi é mais alta na Bolívia, Argentina, 

Paraguai, Equador, El Salvador e Guatemala (WHO, 2010). Nos EUA, ciclos enzoóticos 

de transmissão de T. cruzi foram estabelecidos em algumas áreas dos estados do sul, 

embora apenas algumas infecções autóctones tenham sido relatadas (BERN et al., 2011; 

HERNANDEZ et al., 2016). 

Desde o início da década de 90, as medidas mais eficazes para o controle da 

DC na América Latina foram programas de controle vetorial e testes obrigatórios para 

bancos de sangue (YAMAGATA; NAKAGAWA, 2006; WHO, 2002). 

Consequentemente, a prevalência diminuiu substancialmente, e a transmissão vetorial 

foi interrompida no Uruguai em 1997, no Chile em 1999, e na maior parte do Brasil em 

2000 (WHO, 2002, SALVATELLA; IRABEDRA; CASTELLANOS, 2014).  No 

entanto, a frequência de transmissão aumentou em regiões como a bacia amazônica 
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(transmissão oral) (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012) e algumas áreas do 

Gran Chaco (devido à resistência aos piretróides pelo vetor) (GUREVITZ et al., 2013). 

A DC atravessou fronteiras internacionais e tornou-se uma epidemia global 

(SCHMUNIS; YADON, 2010), na medida em que pode ser transmitida em regiões não 

endêmicas. A prevalência de infecção em migrantes latino-americanos que vivem na 

Europa é estimada em 4,2%, com maior prevalência entre migrantes da Bolívia (18,1%) 

e do Paraguai (5,5%) (REQUENA-MENDEZ et al., 2015). Nos EUA, cerca de 300.000 

imigrantes são estimados com infecção por T. cruzi (BERN; MONTGOMERY, 2009).  

No entanto, o índice estimado de subdiagnóstico é de cerca de 95% (BASILE et al., 

2011) somados a experiência insuficiente dos profissionais de saúde nessa área 

(STIMPERT; MONTGOMERY, 2010).  

Atualmente, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estima em 8 milhões 

o número de pessoas infectadas em todo o mundo, sendo a maioria na América Latina, 

com mais de 10.000 mortes por ano (WHO, 2017). A figura 1 apresenta a distribuição 

mundial da DC.  

 

Figura 1 -  Distribuição mundial de casos de infecção por Trypanosoma cruzi nos anos 

de 2010 a 2013.  

 
 
Fonte: http://www.who.int/neglected_diseases/2010report/en/ 
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No Brasil, a prevalência da DC teve início entre os anos de 1975 e 1980, na 

população rural, com aproximadamente 6,5 milhões de pessoas infectadas por T. cruzi. 

Em 1996, o número foi estimado para 1,96 milhões de pessoas infectadas e, 

posteriormente, após 2000, a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) estimou o 

número de pessoas expostas ao risco em áreas endêmicas em 21,8 milhões, sendo de 1,9 

milhões o número de pessoas infectadas. Neste estudo, as maiores prevalências foram 

verificadas em mulheres, maiores de 60 anos, residentes nas regiões Nordeste e Sudeste 

e em áreas mistas, urbana/rural (DIAS et al., 2016) 

Entre os anos de 2000 a 2013 foram notificados 1.570 casos da doença de 

Chagas aguda (DCA), onde a maioria destes casos (1.430 - 91,1%) concentrava-se na 

região Norte, seguidos das regiões Nordeste (73 - 4,7%), Sul (28 - 0,2%), Centro-Oeste 

(27 - 1,8%) e  Sudeste (12 - 0,8%) (Figura 2). Ressalta-se que o estado do Pará foi 

responsável por 75% de todos os casos no país e por 82% dos casos da região Norte 

(SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2015).  

 

Figura 2 - Distribuição dos surtos da doença de Chagas aguda ocorridos no Brasil, no 

período de 2005 a 2013. 

 
Fonte: Sinan e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado em maio/2014 
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1.2 Trypanosoma cruzi  

 

O agente etiológico da doença, um protozoário flagelado pertencente ao filo 

Sarcomastigophora, classe Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae (NEVES; FILIPPIS, 2010). São parasitos heteroxenos, que 

apresentam uma variedade de hospedeiros vertebrados, representados por diferentes 

animais domésticos e silvestres. Quanto aos hospedeiros invertebrados são 

representados por numerosas espécies de hemípteros hematófagos da família 

Reduviidae, conhecidos popularmente como “barbeiros” (NEVES; FILIPPIS, 2010). 

O T. cruzi possui ciclo de vida complexo que requer passagem obrigatória 

por um hospedeiro invertebrado, o inseto vetor triatomíneo, e um hospedeiro vertebrado 

(BONNEY; ENGMAN, 2010). Durante seu ciclo de desenvolvimento, o parasito 

apresenta três formas evolutivas morfológica e funcionalmente distintas: epimastigota, 

forma replicativa não infectante, presente no intestino superior do inseto; 

tripomastigota, forma não replicativa infectante, presente na porção posterior do 

intestino do inseto e sangue periférico; e amastigota, forma replicativa intracelular 

(Figura 3)  (ABE et al., 2002; ROMERO; MORILLA, 2010). 

A forma epimastigota possui forma alongada e achatada, o cinetoplasto 

situa-se próximo ao núcleo e a bolsa flagelar abre-se lateralmente. O flagelo emerge 

afastado da extremidade anterior, porém se mantém colado à membrana do citossomo 

por uma prega da bainha flagelar denominada “membrana ondulante” porção não 

funcional que acompanha o flagelo. Este se torna livre só depois de ultrapassar o pólo 

anterior da célula (BRENER et al., 2000; SOUZA, 2013; REY, 2013). 

As formas tripomastigotas são classificadas em metacíclicas e sanguíneas. 

Os tripomastigotas metacíclicos são encontrados em hospedeiros invertebrados, 

apresentam forma fina, com cinetoplasto grande, redondo e afastado da extremidade 

posterior, núcleo alongado e de estrutura frouxa, membrana ondulante estreita e curto 

flagelo livre (NEVES; FILIPPIS, 2010; REY, 2013). Enquanto que os tripomastigotas 

sanguíneos são encontrados nos hospedeiros vertebrados, podendo apresentar formas 

finas ou largas, o citossomo quando fixado, adota em geral a forma de um “C”, outras 

vezes a de um “S”, com extremidade posterior. A membrana ondulante tem proporção 

estreita e pouco pregueada, o segmento livre do flagelo representa aproximadamente um 

terço do comprimento total e o núcleo ocupa uma porção média do corpo celular  

(BRENER et al., 2000; NEVES; FILIPPIS, 2010; REY, 2013). 
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Figura 3 – Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Epimastigota, (B) Tripomastigota, (C) Amastigota. N= núcleo, k= cinetoplasto, F= flagelo. 

Fonte: Adaptado de ESCHENAZI (2009). 

 

A forma amastigota apresenta pequenas dimensões e contornos circulares, 

ovoides ou fusiformes. O corpo é achatado, com pouco citoplasma e núcleo redondo e 

excêntrico com tamanho relativamente grande. O cinetoplasto se faz bem visível na 

microscopia óptica, sendo o oposto do flagelo, por estar invaginado ao segmento 

intracelular, logo não sendo evidenciado em preparações coradas e examinadas. A 

mobilidade desta forma do parasito é quase nula devido à ausência da parte externa do 

flagelo.  Esta forma evolutiva encontra-se em hospedeiros vertebrados e possui 

localização intracelular (REY, 2013; SOUZA, 2013). 

 

1.3 Biologia celular do Trypanosoma cruzi 

 

Semelhantemente a outros eucariotos, os tripanosomatídeos apresentam 

diversas estruturas e organelas (Figura 4), algumas delas são encontradas em outros 

organismos, enquanto que outras são exclusivas, exercendo funções essenciais para sua 

sobrevivência e interação com hospedeiros.  

O flagelo, que emerge ao longo do parasito, é responsável pela mobilidade 

das formas tripomastigotas e epimastigotas (DE SOUZA, 2002; ELIAS et al., 2007).  A 

mitocôndria  contém uma região especializada conhecida como cinetoplasto onde se 

localiza uma vasta rede de ácido desoxirribonucléico (DNA), chamado de DNA do 

 
  

 

 

F 
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cinetoplasto (kDNA) (LIU et al., 2005; DE SOUZA, 2009). Nas formas epimastigotas e 

amastigotas, o cinetoplasto apresenta uma morfologia similar (STUART et al., 2008; 

CAVALCANTI et al., 2009; GONÇALVES et al., 2011). 

 

Figura 4 – Estruturas celulares da forma epimastigota de T. cruzi.  

 
Fonte: Adaptado de DOCAMPO et al., 2005. 

 

 

O núcleo apresenta um diâmetro de aproximadamente 2,5 μm, com 

cromatina altamente condensada, associada à face interna do envelope nuclear que 

apresenta continuidade com a membrana do retículo endoplasmático. Nas formas 

tripomastigotas o núcleo é central e alongado, enquanto que nas formas epimastigotas e 

amastigotas apresenta-se arredondado e com nucléolo evidente (DE SOUZA, 2002). 

Os reservossomos apresentam forma esférica e são encontrados na região 

posterior de formas epimastigotas. Essas organelas são únicas e apresentam papel 

central no ciclo de vida do T. cruzi, em particular, nos epimastigotas. Além de 

armazenar macromoléculas e concentrar hidrolases lisossômicas, também degradam e 

regulam proteínas (SOARES, 1999; DE SOUZA, 2002).   

Outra organela importante para T. cruzi, assim como para outros 

tripanosomatídeos, são os acidocalcissomas, que estão envolvidos em diversas funções, 

tais como armazenamento do cálcio, magnésio, sódio, potássio, zinco, ferro e fósforo; 

contribuindo para a osmorregulação celular, em associação com o vacúolo contrátil (DE 

SOUZA, 2002; MIRANDA et al., 2008). Os microtúbulos subpeliculares conferem 

maior resistência mecânica ao parasito (DE SOUZA, 2009; MENNA-BARRETO et al., 
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2009).  Os glicossomos são estruturas distribuídas no citoplasma e representam um tipo 

especializado de peroxissomo, albergando algumas enzimas da via glicolítica, que em 

outros organismos, localizam-se no citoplasma (HANNAERT et al., 2003).  

Algumas estruturas especializadas da membrana plasmática conhecidas 

como microdomínios apresentam características distintas e estão envolvidas em funções 

vitais no protozoário (DE SOUZA, 2002; 2009; PARSONS, 2004). O citóstoma é uma 

dessas estruturas, visualizado nas formas amastigotas e epimastigotas, está localizado 

próximo à bolsa flagelar, constituído de uma profunda invaginação da membrana que se 

estende até a região do núcleo. Juntos o citóstoma e a bolsa flagelar estão envolvidos na 

absorção de nutrientes, através do mecanismo de endocitose (FIGUEIREDO; ROSA; 

SOARES, 2000; PORTO-CARREIRO et al., 2000; DE SOUZA, 2009).  

 

1.4 Vias de transmissão 

 

1.4.1 Transmissão vetorial  

 

Por essa via é necessário que ocorra a interação vetor-hospedeiro, onde o 

vetor é o principal elo na cadeia dessa modalidade de transmissão. O T. cruzi 

desenvolve-se principalmente em insetos da família Reduviidae e subfamília 

Triatominae. Os triatomíneos são considerados os vetores mais importantes da doença 

(SILVEIRA; DIAS, 2011). 

O T. cruzi infecta mais de 100 espécies de mamíferos domésticos e 

silvestres e pode ser transmitido por mais de 150 espécies de triatomíneos. Existem 15 

gêneros que transmitem a infecção para seres humanos, representados principalmente 

por Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (WHO, 2015), agrupados em cinco principais 

espécies com a seguinte distribuição geográfica: Triatoma infestans é encontrado 

normalmente no sudeste da América do Sul; Rhodnius prolixus no norte da América do 

Sul e América Central; Triatoma dimidiatas América do Sul e Central e México; 

Panstrongylus megistus na região do sudoeste dos Estados Unidos e central da 

Argentina, Brasil e Paraguai e Triatoma brasiliensis no Brasil (GALVÃO et al., 2003). 

No Brasil a transmissão vetorial foi substancialmente reduzida frente aos 

avanços tecnológicos utilizados no controle das atividades de vigilância epidemiológica, 

juntamente com estratégias para a identificação da presença do vetor, desencadeando 

assim ações de combate ao mesmo. O controle da transmissão vetorial foi realizado com 
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êxito em diversos países do Cone Sul (FERREIRA; SILVA, 2006; SOBREIRA et al, 

2001). 

Apesar das medidas adotadas, o Brasil ainda apresenta cerca de dois a três 

milhões de pessoas cronicamente infectadas com o parasito (MARTINS-MELO et al., 

2012). Atualmente, as regiões de risco para a transmissão vetorial estão concentradas 

em: Alagoas, Bahia, Ceará, Distrito Federal, Goiás, Maranhão, Minas Gerais, Mato 

Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Paraná, Rio Grande do Norte, 

Rio Grande do Sul, Sergipe, São Paulo e Tocantins. Estas são áreas em que a Secretaria 

de Vigilância em Saúde do país visa realizar uma vigilância epidemiológica com a 

finalidade de detecção vetorial e de prevenção a formação de colônias domiciliares do 

vetor (MINUZZI-SOUZA et al., 2016). 

 

1.4.2 Transmissão congênita  

 

A transmissão vertical da DC acontece predominantemente  pela via 

transplacentária, que ocorre tanto na fase aguda quanto na fase crônica da doença em 

qualquer período da gestação, sendo mais provável no último trimestre. Porém, a 

transmissão também pode acontecer no canal do parto, através do contato de mucosas 

do feto com o sangue da mãe contaminado por T. cruzi (GONTIJO et al, 2009). 

Segundo dados da OMS, estima-se que 1.125.000 mulheres em idade fértil 

estão infectadas com T. cruzi na América Latina, com incidência de infecção congênita 

de cerca de 8.668 casos anualmente e aproximadamente 50% destes casos ocorrem no 

México, Argentina e Colômbia (WHO, 2015). 

Contudo, é importante ressaltar que mulheres infectadas em idade 

reprodutiva podem transmitir o parasito aos seus descendentes durante sucessivas 

gestações, desta forma esta via é considerada um importante problema de saúde, visto 

que pode ser facilmente disseminado no tempo e no espaço, devido as migrações 

(CARLIER;  TRUYERS, 2010). 

 

1.4.3 Transmissão oral 

 

Várias são as possibilidades de transmissão oral do T. cruzi, entre elas estão, 

ingestão de leite materno da mãe infectada; ingestão de sangue de mamífero infectado; 

ingestão de carne mal cozida de mamífero infectado, especialmente reservatórios 
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silvestres; ingestão de alimentos ou bebidas contaminados com fezes ou urina de 

triatomíneos infectados por T. cruzi; ingestão de alimentos ou bebidas contaminados 

com urina ou secreção perianal de marsupiais infectados por T. cruzi (CHIEFFI; 

AMATO NETO, 2000; DIAS; AMATO NETO, 2011; REY, 2013). 

Registros epidemiológicos no Brasil remetem que a transmissão oral de T. 

cruzi vem ampliando a sua relevância, registrando surtos ou microepidemias, 

principalmente, nos estados do Amazonas, Rio Grande do Sul, Pará, Paraíba, Santa 

Catarina, Bahia e Ceará (DIAS; AMATO NETO, 2011). 

O Ministério da Saúde contabilizou 112 surtos no território nacional entre 

2005 e 2013, envolvendo em sua totalidade 35 municípios da Região Amazônica. A 

fonte provável de infecção foi a ingestão de alimentos contaminados com T. cruzi, entre 

eles, açaí, bacaba, jaci, caldo de cana e palmito de babaçu (DIAS et al., 2016). 

 

1.4.4 Transmissão transfusional  

 

A transmissão de T. cruzi através da transfusão sanguínea teve sua 

ampliação devido ao processo de expansão da doença para as grandes cidades e capitais 

de países endêmicos na América Latina (DIAS et al., 2016). Estima-se que 60% dos 

indivíduos contaminados residem em espaços urbanos e nas grandes metrópoles, destes, 

aproximadamente 50% o parasito é identificado apenas na fase crônica constituindo um 

grupo de potenciais doadores de sangue, aumentando assim o risco da DC transfusional 

(CIMERMAN; CIMERMAM, 2008). 

Na década de 80, o Brasil iniciou um rigoroso controle sobre os bancos de 

sangue, como alternativa no controle da transmissão por transfusão sanguínea. De fato, 

os números mostraram que na América Latina a prevalência da infecção diminuiu de 20 

milhões, inicio dos anos 90, a 10 milhões no ano de 2000, e a população de risco de 100 

para 40 milhões no mesmo período (DIAS et al, 2002). 

 

1.4.5 Transmissão transplantar 

 

A disseminação do parasito em doadores infectados já foi observada em 

transplantes de coração, fígado, medula óssea, pâncreas e rim (CHIEFFI; AMATO 

NETO, 2000; DIAS; MACEDO, 2005).  A conduta básica para o processo de 

transplante de órgãos tem por princípio o diagnóstico da infecção da DC no doador e no 
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receptor, não sendo recomendada a realização do transplante se o doador estiver 

infectado e se o receptor estiver suscetível.  No Brasil, com a cobertura integral na 

seleção de doadores, a transmissão transplantar está sob controle (DIAS; MACÊDO, 

2005; DIAS; AMATO NETO, 2011). 

 

1.5 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi 

 

A infecção pelo T. cruzi ocorre predominantemente através da transmissão 

vetorial por insetos triatomíneos dos gêneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus. 

Esses triatomíneos sugam o sangue de vertebrados infectados com tripomastigotas, e 

inicia o ciclo de vida do parasito. Uma vez ingeridos pelo inseto vetor, os 

tripomastigotas são transformados no intestino médio anterior em formas 

esferomastigotas ou epimastigotas. Os epimastigotas se multiplicam no intestino médio 

e se juntam às membranas perimicrovilares das células intestinais do triatomíneo 

(SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010; NOGUEIRA et al., 2015).  

 Na região posterior do intestino do vetor e no reto, muitos epimastigotas se 

separam da superfície intestinal e se transformam em  tripomastigotas metacíclicos 

infecciosos, que são então liberados junto com as fezes e urina durante o repasto 

sanguíneo. Contudo, os tripomastigotas metacíclicos não conseguem penetrar a pele do 

hospedeiro intacta, assim, entram através da fricção, cortes, feridas, ou através de 

superfícies de membranas mucosas como as do conjuntivo no local da inoculação. O 

recrutamento e a fusão do lisossoma do hospedeiro com o parasito envolvem a 

formação de um vacúolo endocítico parasitóforo, necessário para a invasão em 

fibroblastos, macrófagos e células epiteliais pelos parasitos (SOUZA et al., 2010; 

NOGUEIRA et al., 2015). 

Posteriormente, o parasito promove a lise enzimática do vacúolo da 

membrana, diferenciando-se em amastigotas intracelulares, que após nove ciclos de 

divisão binária tornam-se tripomastigotas que eventualmente são lançados na circulação 

como tripomastigotas sanguíneos. Estes infectam novas células ou são absorvidos por 

um novo inseto vetor durante o repasto sanguíneo, repetindo o ciclo do parasito 

(DVORAK; HYDE, 1973,1976). 

Uma vez na corrente sanguínea de um hospedeiro mamífero, o T. cruzi é 

capaz de infectar vários tipos de células de uma variedade de tecidos espalhando-se para 
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novos locais de infecção onde eles se diferenciam em amastigotas intracelulares 

(WATANABE COSTA; SILVEIRA; BAHIA, 2016) (Figura 5). 

 

Figura 5 – Ciclo de vida do T. cruzi. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de LIDANI et al. (2017). 
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1.6 Evolução clínica da doença de Chagas 

 

Várias manifestações clínicas podem surgir em humanos infectados por T. 

cruzi. A doença possui duas fases clínicas distintas: fase aguda e fase crônica definidas 

de acordo com a evolução clínica e o perfil laboratorial. 

A fase aguda tem duração de cerca de dois meses, caracterizada por alta 

parasitemia. Nesta fase, o diagnóstico pode ser estabelecido por visualização direta do 

parasito no sangue e pela detecção do anticorpo IgM contra antígenos de T. cruzi. 

Embora a maioria dos casos agudos sejam oligossintomáticos ou assintomáticos, 

manifestações dermatológicas iniciais resultando em uma lesão na pele (chagoma), 

edema da pálpebra e conjuntivite (sinal de Romaña) ou erupção morbilliforme 

generalizada (esquizotripanídeos) podem estar presentes (NUNES et al., 2013). Outros 

sinais e sintomas podem incluir anorexia, febre, dor de cabeça, dispnéia, dor abdominal, 

tosse, hepatoesplenomegalia, erupção cutânea, nódulos dolorosos, inchaço generalizado 

e miocardite (HIDRON et al., 2010; MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015). 

Após a fase aguda, a maioria das pessoas infectadas entra na fase latente ou 

indeterminada (assintomática), caracterizada por um período de latência que se inicia a 

partir de oito a dez semanas após a fase aguda, podendo durar meses ou anos, ou até 

mesmo por toda a vida do indivíduo infectado. Nesta fase ocorre redução da parasitemia 

circulante devido a ação da resposta humoral. Porém ninhos de amastigotas são 

formados em diferentes tecidos, principalmente os musculares, que estimulam resposta 

imune das próprias células afetadas, podendo desenvolver a formação de um processo 

inflamatório, podendo causar fibrose no tecido comprometido, criando lesões similares 

às encontradas na fase crônica sintomática da doença (REY, 2013, SOUZA, 2013). 

A fase crônica sintomática da doença pode ser caracterizada por algumas 

manifestações clínicas, como cardiomiopatia (20-30%), comprometimento digestivo 

(10-15%) ou ambos (1-5%) (Figura 6) (RASSI; MARIN-NETO, 2010). 
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Figura 6 – Curso natural da infecção por T. cruzi. 

 

 

Fonte: Adaptado de LIDANI et al. (2017). 

 

A cardiomiopatia crônica representa a manifestação mais grave e 

potencialmente fatal da DC em humanos, variando de anormalidades no 

eletrocardiograma assintomáticas a insuficiência cardíaca congestiva, arritmias e/ou 

eventos tromboembólicos (BIOLO et al., 2010) que estão associados a alta morbidade e 

mortalidade. No entanto, a mortalidade relacionada à DC deve-se ao comprometimento 

cardiovascular, com aproximadamente 12.000 mortes por ano (SALVATELLA et al., 

2013), com morte súbita (60%), insuficiência cardíaca (25-30%) e acidente vascular 

cerebral (AVC) (10-15%) (RASSI; RASSI; RASSI, 2001). 

Quanto ao comprometimento cardíaco, os sinais iniciais mais comuns são, 

interrupção do fascículo anterior esquerdo, bloqueio do ramo direito e segmental 

esquerdo, anormalidades do movimento da parede ventricular. Manifestações tardias 

incluem disfunção do nó sinusal levando a bradicardia graves, bloqueios  

atrioventriculares de alto grau,  taquicardia ventricular,  cardiomiopatia dilatada 

progressiva com insuficiência cardíaca, aneurismas e embolia no ventrículo esquerdo, 

devido a formação do trombo (RASSI; LITTLE, 2000). A DC também é uma das 

principais causas do AVC cardioembólico, que é até duas vezes mais comum na doença 
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cardíaca de Chagas como em outras formas de cardiomiopatia (CARDOSO et al., 2014; 

NUNES et al., 2009). A incidência de AVC isquêmico foi estimada em 2 a 7 eventos por 

cada 100 pacientes/ano (NUNES et al., 2009) e cerca de um terço dos pacientes com 

AVC isquêmico podem ter infecção assintomática (CAROD-ARTAL, 2013). 

Com relação às manifestações clínicas no aparelho gastrointestinal incluem 

disfagia, odinofagia, refluxo esofágico, perda de peso, aspiração, tosse e regurgitação. 

Pacientes com megaoesôfago podem ter maior risco de desenvolverem câncer 

esofágico, nesses casos,  a endoscopia gastrointestinal superior pode ser indicada, 

especialmente em pacientes com sintomas novos ou progressivos. Megacolon é 

caracterizado por constipação persistente (DE OLIVEIRA et al., 1998), o sigmoide e o 

reto estão dilatados em quase todos os casos de megacólon, enquanto a dilatação de 

segmentos colônicos mais proximais é raro. Evidências de câncer colorretal não foram 

encontrados em pacientes com megacólon. O envolvimento do intestino delgado e do 

ducto biliar é muito raro (DE OLIVEIRA et al., 1998). 

Abordagens padrão para o diagnóstico da DC na fase crônica requerem pelo 

menos dois testes sorológicos diferentes, geralmente usando o Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) e imunofluorescência indireta (IFA) (BERN et al., 

2007). Além disso, a amplificação do DNA do parasita po reação em cadeia de 

polimerase (PCR) pode ser empregada em alguns casos incertos (SCHIJMAN et al., 

2011). 

 

1.7 Tratamento farmacológico  

 

Apenas dois fármacos, benzonidazol (BZ) e nifurtimox (NFX) são 

licenciados para o tratamento da DC. Ambas foram utilizadas como suporte principal 

para o tratamento por quase 50 anos, embora seu perfil de segurança e eficácia estejam 

longe do ideal. Além disso, uma vez que a eficácia do tratamento parece diminuir com o 

tempo de infecção, assim a detecção precoce e intervenção são cruciais (PÉREZ-

MOLINA; MOLINA, 2017).  

NFX (1,1-dióxido da tetraidro-3-metil-4[(5- nitrofurfurilideno)amino]-2H-

1,4-triazina), lançado pelo Laboratório Bayer com o nome comercial de Lampit®, foi o 

primeiro medicamento utilizado, sua administração é por via oral em três a quatro doses 

durante 60-90 dias (WHO, 2002; BERN et al., 2007; ANDRADE et al., 2011).  As taxas 

de cura no intervalo da fase indeterminada crônica é de 86% em crianças menores de 14 
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anos e de 7-8% em adultos (RODRIQUES; CASTRO, 2002; STREIGER  et al., 2004).  

A frequência de efeitos adversos com NFX são de 43-97,5%; sendo os mais comuns, 

anorexia, perda de peso, distúrbios neurológicos (irritabilidade, insônia, desorientação, 

mudanças de humor, parestesia, e neuropatia periférica), manifestações digestivas como 

náuseas e vômitos e, ocasionalmente, febre e erupção cutânea. O tratamento é 

descontinuado em 14,5-75,0% dos casos (RODRIQUES; CASTRO, 2002; JACKSON 

et al., 2010).  

No entanto, NFX deixou de ser utilizado como tratamento no Brasil, devido 

sua alta toxicidade (CANCADO, 2002). Dessa forma, o BZ (N-benzil-2nitro-1- 

imidazolacetaminda) é o fármaco indicado pelo Ministério da Saúde (CANCADO, 

2002; PEREZ-MOLINA et al., 2009). O BZ é um composto nitroheterocíclico que foi 

desenvolvido pelo laboratório Roche® sob o nome comercial de Rochagan®. Em 2003, 

a patente desse fármaco foi transferida para o Brasil, que produz esse medicamento para 

distribuição pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no Laboratório Farmacêutico de 

Pernambuco (LAFEPE) (OLIVEIRA et al., 2008). 

Deste modo, a indicação do BZ deve-se ao seu melhor perfil de 

tolerabilidade, penetração nos tecidos e, possivelmente a eficácia. É administrado por 

via oral em duas ou três doses geralmente por 60 dias. Recomenda-se doses mais 

elevadas de até 15 mg/kg para crianças em casos de meningoencefalite (WHO, 2002).  

De acordo com alguns relatórios, 30 dias de tratamento podem ser úteis para adultos 

com infecção crônica (VIOTTI et al., 2006).  O BZ tem atividade considerável durante a 

fase aguda da infecção, a cura sorológica é alcançada em até 100% dos pacientes com 

doença congênita (RUSSOMANDO et al., 1998; SCHIJMAN et al., 2003) tratada 

durante o primeiro ano, e em 76% dos pacientes com doença aguda (CANÇADO, 

1999).  

 Na fase crônica, as taxas de cura são muito menores: 60-93% em crianças 

com idade até 13 anos (SOSA-ESTANI  et al., 1998; YUN  et al., 2009) e 2-40% em 

adultos com doença crônica tardia, embora esses valores melhorem com um 

acompanhamento (VIOTTI et al., 2006; CANÇADO,1999; FABBRO et al., 2007).  Os 

efeitos adversos mais comuns envolvem hipersensibilidade, principalmente na forma de 

erupção cutânea (29-50%), intolerância digestiva (5-15%) e sintomas gerais como 

anorexia, astenia, dor de cabeça e distúrbios do sono (40%). Neuropatia e depressão da 

medula óssea são considerados raros.  

O tratamento é descontinuado em 9-29% dos casos, mesmo que as reações 
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sejam reversíveis e graves em menos de 1% dos casos (PÉREZ-AYALA et al., 2011; 

MORILLO et al., 2015; PINAZO et al., 2010; MOLINA et al., 2015). Os níveis 

elevados de fármaco sérico e de doses diárias (> 300 mg) foram associadas a uma 

frequência aumentada de eventos adversos (PINAZO et al., 2012).  Os sintomas de 

reação medicamentosa tóxica suave podem ser tratados com anti-histamínicos, 

corticosteróides ou ambos, embora o tratamento antitripanosomal seja interrompido 

quando a toxicidade for severa. NFX pode ser seguro para o tratamento secundário após 

a interrupção do BZ por causa dos efeitos adversos (PEREZ-MOLINA et al, 2013).  A 

adição de corticosteróides para prevenir efeitos adversos não beneficia os pacientes que 

tomaram NFX (RASSI et al., 2002) e resultados desencorajadores foram encontrados 

em pacientes que tomaram BZ (GÓRGOLAS et al., 2013).  

Além disso, o NFX apresenta efeito tripanocida contra as formas 

amastigotas do T. cruzi. Seu mecanismo de ação envolve a redução parcial ao ânion 

radical seguida por uma auto-oxidação para regenerar o nitrofurano original e formar o 

radical ânion superóxido e outras espécies reativas de oxigênio, como o peróxido de 

hidrogênio e radical hidroxila (SOBRINHO et al., 2007). Apesar de não ser totalmente 

elucidado, o mecanismo de ação do BZ parece estar relacionado com o grupo nitro, cujo 

metabolismo nas células hospedeiras inclui a redução de um grupo amino que está 

associado a geração de intermediários reativos (ex. radical nitro) que podem 

posteriormente reagir com oxigênio gerando superóxido (HALL; WILKINSON, 2012). 

 

1.8 Mecanismos de morte celular 

 

O termo morte celular programada (MCP) descreve eventos que de forma 

orquestrada e bem definida em etapas controladas, e não acidentalmente, levam a morte 

celular (DUSZENKO et al., 2006). Apesar de toda a complexidade dos fenômenos 

fisiológicos que envolvem os processos de morte celular, é reconhecido que acontece 

não somente em resposta a estímulos patológicos, mas também como parte da 

homeostase de um tecido ou população de células (DOONAN; COTTER, 2008). 

Segundo a sua morfologia a morte celular pode ser classificada em três tipos principais, 

morte celular programada por apoptose, autofagia e necrose, porém, a literatura tem 

demonstrado novos subtipos (TAN et al., 2014).  A figura 7 demonstra a diferença das 

manifestações celulares observadas em células necróticas, apoptóticas e autofágicas.  



35 
 

A apoptose apresenta como características, redução do volume celular, 

fragmentação do DNA, condensação da cromatina, arredondamento celular, com 

discreta ou nenhuma modificação ultraestrutural de organelas citoplasmáticas. Há 

manutenção da integridade da membrana citoplasmática até o processo final, sem 

liberação do conteúdo citoplasmático no meio extracelular. Entretanto, há perda de 

assimetria da membrana citoplasmática com externalização da fosfatidilserina. Além 

disso, também ocorre alteração mitocondrial, como despolarização do potencial 

transmembrânico mitocondrial (∆Ѱm), e formação de blebbing de membrana 

(JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010; BORGES et a., 2011). 

 

 

Figura 7 – Vias de morte celular. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de TAN et al. (2014). 

 

 

A autofagia é considerada um processo crucial para a célula, que tem como 

papel manter a homeostasia celular em condições de degradação e remodelação da 

célula. Todavia, se o estímulo destrutivo for contínuo, a autofagia é ativada, resultando 

em alterações que conduzem a morte da célula (BRENNAND et al., 2011). É definida 

como tipo de morte celular que ocorre na ausência de condensação da cromatina, 
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acompanhada de vacuolização intensa no citoplasma, contrariamente a apoptose, onde 

as células estão associadas à fagocitose, neste caso, células em morte por autofagia tem 

pouca ou nenhuma relação com fagócitos. A autofagia é denominada um processo de 

reciclagem, neste processo formam-se os autofagossomos ou vacúolos autofágicos, 

estes apresentam membranas duplas. A membrana externa do autofagossomo funde-se 

com a membrana do lisossomo, formando o autolisossomo, as vesículas presentes no 

interior do lúmem do lisossomo são chamadas de corpos autofágicos, que são 

degradadas por hidrolases lisossomais. Os produtos da degradação são conduzidos de 

volta ao citosol, via membrana lisossomal (JAIN et al., 2013). 

Por fim, a necrose conhecida por morte celular citoplasmática, é 

caracterizada pelo aumento do volume celular, edema nas organelas, como dilatação da 

mitocôndria, retículo endoplasmático e complexo de Golgi. A comprovação clássica de 

morte celular por necrose é a ruptura da membrana plasmática com perda do conteúdo 

intracelular, além disso, também  acontece a vacuolização citoplasmática (JIMÉNEZ-

RUIZ et al., 2010; JAIN, et al., 2013). 

 

1.9 Produtos naturais com atividade antiparasitária  

 

Produtos naturais são importantes fontes de agentes quimioterápicos, 

particularmente os utilizados para tratar doenças infecciosas. Das 162 novas entidades 

químicas aprovadas como medicamentos anti-infecciosos por agências reguladoras no 

período de 1981-2002, 99 (61%) eram de origem natural (NEWMAN; CRAGG; 

SNADER, 2003). Nas últimas duas décadas, a indústria farmacêutica se afastou da 

pesquisa de produtos naturais. Em vez disso, o foco mudou para a química 

combinatória, no entanto, essa abordagem não resultou na expectativa de maior 

produtividade e aumento da quantidade de novas drogas. Além disso, há um crescente 

interesse entre os consumidores quanto ao uso de remédios herbais.  No entanto, estima-

se que apenas uma pequena fração das 500.000 espécies de plantas conhecidas tenham 

sido submetidas a pesquisas fitoquímicas ou farmacológicas (RATES, 2001). 

Dada à utilidade dos produtos naturais na descoberta e desenvolvimento de 

moléculas biologicamente ativas, não é surpreendente que muitos compostos de plantas 

apresentem atividade antiparasitária. No entanto, nenhum deles foram avaliados em 

estudos clínicos ou projetados para alcançar aplicação clínica no futuro próximo. A 

maioria das pesquisas científicas se concentram na triagem de novos compostos 
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antiparasitários, em vez da otimização de produtos naturais existentes, uma vez que os 

parasitos que causam leishmaniose e tripanossomíase estão relacionados e 

compartilham certas características bioquímicas e celulares (DAVIS; KEDZIERSKI, 

2005). 

A literatura de produtos naturais fornece uma pesquisa crescente sobre 

agentes antileishmanicidas derivados de plantas. No entanto, dispõe de poucos estudos 

que avaliam produtos naturais antitripanosomais. Além disso, muitos dos compostos 

avaliados exibem alta atividade tripanocida, porém mostram uma citotoxicidade 

inaceitável em mamíferos, minimizando seu uso terapêutico. Sendo assim, muitos 

compostos potenciais vistos na literatura não foram investigados devido à toxicidade, 

biodisponibilidade ou eficácia inadequada in vivo, ou simplesmente por razões 

econômicas. O desenvolvimento de novos fármacos a partir de moléculas promissoras 

derivadas de plantas requer um esforço interdisciplinar para identificar fortes candidatos 

com bons perfis in vivo que são acessíveis à produção em escala (SALEM; 

WERBOVETZ, 2006). 

Produtos derivados de plantas são uma imensa fonte de compostos que 

podem ser potencialmente ativos contra protozoários e, apesar de serem amplamente 

estudados, ainda há muitos compostos a serem descobertos (CROFT et al., 2005; 

SALEM; WERBOVETZ, 2006). Óleos essenciais de plantas aromáticas mostraram 

atividade contra vários microorganismos (BOYRAZ; ÖZCAN, 2006; TAGBOTO; 

TOWNSON, 2001; TEPE; SOKMEN, 2007) incluindo T. cruzi (SANTORO et al., 

2007) e Leishmania spp. (DE MEDEIROS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009). 

Extratos de plantas conhecidas como alecrim e chá-verde mostraram atividade 

tripanocida (ABE et al., 2002; PAVETO et al., 2004) . Borges et al. (2012) investigaram 

a atividade tripanocida de óleos essenciais de plantas medicinais brasileiras que 

inibiram o crescimento de parasitos de forma dose dependente e foram bem tolerados 

por mamíferos. Similarmente, Bou et al. (2014) demonstraram as atividades 

antileishmanicida e tripanocidal de casearinas isoladas das folhas de Casearia sylvestris, 

uma planta geograficamente distribuída em toda a América Latina (LORENZI; DE 

ABREU MATOS, 2002).  

Testes in vivo em camundongos infectados com T. cruzi e tratados com 

extrato de Senna villosa apresentaram uma melhora clínica, além de ninhos de 

amastigotas menores e menos frequentes, com redução de até 95% quando comparados 
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ao controle não tratado (JIMENEZ-COELLO et al., 2011). Extratos brutos de Ageratum 

conyzoides induz elevada mortalidade de formas tripomastigota de T. cruzi assim como 

quando tratados com Handroantus impetiginosus e Ruta graveolens. O extrato de A. 

conyzoides apresentou toxicidade para macrófagos murinos de linhagem J774G8 e 

peritoneais, H. impetiginosus mostrou baixa toxicidade enquanto R. graveolens não 

demonstrou toxicidade, revelando sua potencial utilização em ensaios clínicos 

(TEIXEIRA et al., 2014).  

Resultados promissores in vitro foram obtidos após a exposição do parasito 

a extratos aquosos de Polygala sabulosa e de Polygala  cyparissias com inbição de 50% 

de crescimento em epimastigotas após 72 h de tratamento (PIZZOLATI et al., 2002). O 

extrato metanólico de Piptadenia africana levou a morte de 50% dos tripomastigotas 

tratados após 96 h (MESIA et al., 2008). Em formas amastigotas foi observado inibição 

de 50% após 7 dias de tratamento com extratos de Hypoestes forskaolii, Kleinia odora, 

Psiadia punctulata, Capparis spinosa, Euphorbia schimperiana, Ricinus communis, 

Marrubium vulgare e Solanum villosum (ABDEL-SATTAR et al., 2010). 

Entre os últimos produtos promissores de extratos vegetais estão a 

desidroleucodina (DhL) e a ilenalina, lactonas de sesquiterpeno encontradas em muitas 

famílias de plantas. Foi demonstrado que DhL e helenalina induzem morte celular 

programada em epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, onde ajudam a modular a 

resposta imune do hospedeiro ao diminuir a inflamação desencadeada por parasitos de 

células não programadas. Além disso, a combinação de DhL com BZ ou NFX aumentou 

sua atividade tripanocida (JIMENEZ et al., 2014). Assim, a busca por novas substâncias 

bioativas, como os polissacarídeos vegetais, com atividade tripanocida poderão ser uma 

fonte promissora de compostos antiparasitários.  

 

1.10 Polissacarídeos vegetais: atividades biológicas 

 

Os carboidratos existem como monossacarídeos, oligossacarídeos, 

polissacarídeos e seus derivados (AVIGAD; DEY, 1997). Depois da água, eles são os 

principais constituintes químicos da maioria dos tecidos e células das plantas, isto 

porque formam a parede celular, que é o suporte estrutural para as células vegetais 

(REID, 1997). Os polissacarídeos são estruturalmente um grupo heterogêneo de 

compostos, neutros ou ácidos, que consistem de dez ou mais unidades monossacarídicas 
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unidas por ligações glicosídicas, diferindo-se entre si na unidade, no grau de 

ramificação, no tipo de ligação e no comprimento de suas cadeias, que podem 

apresentar diferentes composições e funções (LEHNINGER, 2006). 

Nas últimas décadas, vários polissacarídeos foram isolados de plantas 

superiores, e têm atraído atenção devido ao seu amplo espectro de atividades biológicas 

e por apresentarem toxicidade relativamente baixa (PAULSEN, 2001; TZIANABOS, 

2000). Abbas e Lichtman (2005) se referem aos polissacarídeos como modificadores 

exógenos de respostas biológicas (MRBs), uma vez que atuam como moduladores da 

inflamação, imunidade e hematopoiese, atuando ou suprimindo a resposta de células do 

sistema imune (macrófagos, monócitos, neutrófilos, células “Natural Killer”, eosinófilos 

e linfócitos), ligando-se aos mesmos receptores para MRBs endógenos como citocinas. 

Estudos demonstram que as propriedades biológicas de polissacarídeos dependem de 

uma variedade de parâmetros estruturais, tais como, composição monossacarídica, tipo 

e configuração da ligação glicosídica, tamanho dos pontos de ramificação, peso 

molecular e a presença de substituição por grupos polares e apolares (PEREIRA; 

MELO; MOURÃO, 2002; YANG et al., 2003). 

Dentre as atividades biológicas, a literatura aponta um grande número de 

estudos envolvendo a ação imunomoduladora de  polissacarídeos vegetais.  

Polissacarídeos isolados das plantas Hymenaea courbaril, Copaifera lansdorfie, 

Mucuna sloanei apresentam resposta imunomodulatória (CUNHA et al., 2009). Outros 

polissacarídeos de plantas como Plantago major, Glycyrrhiza uralensis e Panax 

ginseng demonstraram eficiência na ativação do sistema complemento (SAMUELSEN 

et al. 1995; GAO et al., 1988; SUN; MATSUMOTO; YAMADA, 1992). 

Os macrófagos quando ativados por polissacarídeos podem desencadear 

diferentes respostas, como aumento na produção de O2•
- e NO•, atividade elicitora de 

células para a cavidade peritoneal e aumento da capacidade fagocítica (MORETÃO et 

al., 2003; 2004; MELLINGER et al., 2005).  

Galactomananas e mananas também são descritas como ativadoras das 

funções de macrófagos, aumentando a atividade fagocítica e a produção de NO• 

(RAMESH; YAMAKI; TSUSHIDA, 2002). O polissacarídeo ácido presente na goma de 

angico branco (Anadenanthera colubrina), constituído por arabinose, manose, 

galactose, ramnose e ácido hexurônico, com a cadeia principal de (1→3)-β-

galactopiranose altamente ramificada, mostrou atividade tanto in vitro quanto in vivo, 
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ativando macrófagos e aumentando tanto sua capacidade fagocítica como a produção de 

O2•-  (MORETÃO et al., 2003). 

Além destas ações, há registros de polissacarídeos considerados 

farmacologicamente ativos por apresentarem atividades antiviral (TALARICO et al., 

2004; JUNG et al., 2004; SASAKI et al., 2001; NISHINO et al., 1994), antibacteriana 

(XIE et al., 2002; LI et al., 2004; RUIZ-BRAVO et al., 2001), antiparasitária 

(HRCKOVA;VELEBNY, 2001; YUN et al., 1997; NATHAN, 1985), leishmanicida 

(NOLETO et al., 2002; BARROSO et al., 2007), antitussígena (KARDOSOVÁ et al., 

2004), reguladora intestinal (SANZ et al., 2005), antitumoral (YALIN et al., 2005; 

HAYASHI et al., 2000), antinocipeptiva (WANG et al., 2011; SILVA-LEITE et al., 

2017) antiinflamatória (PEREIRA et al.,2012) e anticoagulante (SOUZA  et al., 2015; 

MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005; YOON et al., 2002). 

Dentre os estudos que avaliam a atividade de polissacarídeos, existem 

alguns relatos dos efeitos dessas moléculas quanto à atividade leishmanicida, entretanto, 

não há nenhum relato sobre T. cruzi.  Estudos de complexação de diferentes 

polissacarídeos visando obter moléculas com maior efeito biológico tem sido 

desenvolvidos. Cantos et al. (1993) usando concentrações iguais de antimônio 

complexado e não complexado, demonstrou que o tratamento com o antimônio 

complexado com manana apresentou 90% de atividade, mas a manana não complexada 

não apresentou efeito leishmanicida. A galactomanana do líquen Ramalina celastri 

(GMPOLY) e seu complexo com íon vanadio apresentaram efeito leishmanicida contra 

forma amastigota de L. amazonensis in vitro. A mesma atividade leishmanicida 

apresentada para 300 µg/mL de Glucantime foi obtida com 100 µg/mL de 

galactomanana e 0,5 µg/mL do complexo galactomanana-ion vanadio (NOLETO et al., 

2002).  
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1.11 Espécies vegetais 

1.11.1 Azadirachta indica 

 

A espécie Azadirachta indica pertence ao reino Plantae, divisão 

Angiosperma, classe Dicotiledônea, ordem Rutales, família Meliaceae, gênero 

Azadirachta (DE JUSSIEU, 1830). É cultivada como uma planta medicinal na Ásia e 

em vários países, inclusive no Brasil (BISWAS et al., 2002). É popularmente conhecida 

como neem indiano ou lilás indiano, apresentando frutos na forma de bagas ovaladas de 

cor verde-clara e sementes aladas (SCHULTZ, 1984; JOLY, 2002) (Figura 8).  

 

Figura 8- Azadirachta indica. (A) Flor; (B) Fruto. 

 

Fonte: http://www.mfrural.com.br 

Na medicina popular, apresenta um grande número de propriedades, onde os 

extratos são utilizados contra endo e ectoparasitas ou simplesmente, como enxaguatório 

bucal (VANKA; TANDON; RAO, 2001). Outras partes da planta tem sido utilizadas 

para controle de parasitoses intestinais (KIRTIKAR; BASU, 1975). 

Além do uso popular, também existem inúmeras propriedades biológicas, 

dentre elas estão a ação imunomodulatória in vitro (VAN DER NAT et al., 1991) e in 

vivo (RAY; BANERJEE; SEN, 1996), antibacteriana e antiviral (HARIKRISHNAN; 

BALASUNDARAM; BHUVANESWARI, 2003; ISMAN et al., 1990; BADAM; 

JOSHI; BEDEKAR, 1999). 

 

1.11.2 Caesalpinia ferrea 

 

A espécie Caesalpinia ferrea pertence ao reino Plantae da divisão 

Angiosperma, classe Dicotiledônea, ordem Fabales, família Caesalpiniaceae, gênero 
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Caesalpinia (CRONQUIST, 1981). É largamente distribuída nas regiões Norte e 

Nordeste do Brasil, principalmente nos estados de Pernambuco e Ceará (ALZUGARAY, 

1984), é conhecida popularmente como pau-ferro, jucá, ibirá-obi, imirá-itá, muirá-obi e 

muiré-itá (PIO CORREA, 1984) (Figura 9). Entre as suas propriedades terapêuticas 

estão à atividade antibacteriana (CARVALHO et al., 1996; SUDHAKAR et al., 2006). 

Figura 9- Caesalpinia ferrea. (A) Casca do caule; (B) Flor; (C) Vagem. 

 
Fonte: LORENZI (1998); http://www.fotolog.com/t_m_m_/241000000000006749/ 

 

1.11.3 Geoffroea spinosa 

 

Pertencente à família Leguminosea, subfamília Papilionoideae é encontrada 

em toda a América do Sul, principalmente nas várzeas e margens de rios do nordeste 

brasileiro (KILLEN; GARCIA; BECK, 1993). Conhecida popularmente como “umari”, 

“mari” ou “marizeira” (PIOCORRÊA, 1984; KILLEN; GARCIA; BECK, 1993). O 

táxon Geoffroea spp, também chamado de Geoffraea é relativamente pequeno, 

constituído por apenas cinco espécies: G. estriata, G. inermis, G. superba, G. 

decorticans e G. spinosa.  

Geoffroea spinosa é uma árvore grande, frondosa, com caule e ramos cheios 

de pequenos espinhos; folhas alternas, imparinadas, com 5 a 9 folíolos oblongos; flores 

amarelas, cheirosas, em cachos axilares; fruto ovóide, verde amarelado, com mesocarpo 

carnoso e sementes fusiformes (PIO-CORRÊA, 1984) (Figura 10). Estudos 

experimentais demonstraram atividade antimicrobiana do extrato metanólico de seus 

ramos e folhas (SALVAT et al., 2004). 

 

 

 

 



43 
 

Figura 10 – Geoffroea spinosa. (A) Árvore; (B) Flor e Folhas; (C) Fruto.  

 
 

Fonte: http://www.colecionandofrutas.org/geoffroea.htm 

           http://www.naturezabela.com.br/2012/12/umari-geoffroea-spinosa.html 

 

1.11.4 Ximenia americana 

 

A espécie Ximenia americana L., pertence a  família Olacaceae, é uma das 

principais espécies do extrato arbustivo-arbóreo da Caatinga (FERNANDEZ; 

BEZERRA, 1990). Conhecida popularmente como ameixa-do-mato, ameixa-brava, 

ameixa-do-sertão e ameixeira-do-Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005), Caracteriza-se 

como uma árvore pequena espinhosa de casca fina, avermelhada ou cinza, lisa ou pouco 

rugosa, com folhas pequenas, simples, inteiras e flores branco-amareladas e aromáticas. 

Seus frutos são aromáticos, do tipo drupa, de cor amarelo alaranjado (MATOS, 2007) 

(Figura 11).  

 

Figura 11 – Ximenia americana. (A) Folhas e espinhos; (B) Caule; (C) Fruto.  

 
 

Fonte: https://www.prota4u.org/database/protav8.asp?g=psk&p=Ximenia+americana+L. 

            http://www.cnip.org.br/banco_img/Ameixa/ximeniaamericanal6.html  
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Quanto ao uso popular, é relatada para o tratamento da malária 

(OGUNLEYE; IBITOYE, 2003). Estudos experimentais evidenciaram que extratos 

aquosos da casca de X. americana apresentam atividade antimalárica (OGUNLEYE; 

IBITOYE, 2003). Já os extratos etanólicos foram relacionados às atividades 

antimicrobiana (OGUNLEYE; IBITOYE, 2003), antiviral (ASRES et al., 2001), 

antiparasitária (MAIKAI, 2011). 

 

1.11.5 Genipa americana 

 

A espécie Genipa americana, pertencente a família Rubiaceae possui uma 

ampla distribuição geográfica no Brasil, endêmica no semi-árido nordestino, sendo 

encontrada desde o Pará até Minas Gerais. Conhecida popularmente como jenipapeiro, 

sua árvore caracteriza-se por caule reto, copa grande e arredondada com ramos 

numerosos e fortes, de casca lisa e espessa (ESTRELLA, 1995; CORRÊA, 1984). As 

folhas são simples, opostas, pecioladas, e glabras em ambas as faces. Os frutos são do 

tipo baga, com polpa adocicada e contendo numerosas sementes cinzento-escuras e 

compridas (PRANCE, 1975). A casca e os frutos verdes contêm substância corante 

violeta ou azul-escuro, denominada genipina (PRANCE, 1975; ESTRELLA, 1995) 

(Figura 12). 

 

Figura 12 – Genipa americana. (A) Folhas; (B) Flor e Fruto. 

 
Fonte: http://belezadacaatinga.blogspot.com.br 

 

Na medicina poupular é utilizada para o tratamento da malária (KFFURI et 

al., 2016). Estudos experimentais demonstraram atividade antimalárica (in vitro e in 

vivo), antiparasitária (OLIVEIRA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2014)  e 

antimicrobiana (TALLENT, 1964).  



45 
 

2 JUSTIFICATIVA 

 

A DC é considerada pela OMS uma doença tropical negligenciada que afeta 

aproximadamente 8 milhões de pessoas no mundo e aproximadamente 10.000 pessoas 

morrem por ano de complicações relacionadas a esta doença.  

Apesar dos avanços substanciais, a doença continua a ser um relevante 

problema social e econômico em muitos países latino-americanos, afetando 

principalmente populações com pouca visibilidade e pouca voz política, causando 

estigma e discriminação, impedindo a pronta detecção e controle da doença, é 

relativamente negligenciada pelo governo e tem um impacto considerável na 

morbimortalidade (MONCAYO; SILVEIRA, 2009; VENTURA-GARCIA et al., 2013).  

Apenas dois fármacos, BZ e NFX, são licenciados para o tratamento da DC, 

tendo sido utilizados por quase cinquenta anos. No entanto, apesar da boa eficácia, 

apenas na fase aguda da doença, apresenta vários efeitos adversos (ANDRADE et al., 

2011; BERN et al., 2007; JACKSON et al., 2010; PINAZO et al., 2010; MOLINA et al., 

2015). Assim, a descoberta de novas substâncias oriundas de fontes naturais (plantas) 

com atividade tripanocida poderá fornecer um potencial biotecnológico para serem 

utilizadas como drogas contra a DC.  

Mesquita et al. (2005) identificou as atividades antileishmanicida  e 

antitripanosomal do extrato etanólico das folhas de Caesaria sylvestris. Estudos prévios 

demonstraram que extratos metanólicos de plantas utilizados na medicina popular do 

México exibiram alta atividade tripanocida (MOLINA-GARZA et al., 2014).  

Existem relatos experimentais sobre a atividade de polissacarídeos quanto à 

atividade leishmanicida, porém, não há nenhum estudo do efeito destas moléculas sobre 

T. cruzi.  Desta forma, este estudo teve como propósito avaliar a atividade 

antitripanosomal de polissacarídeos (extratos e frações isoladas) obtidos de espécies 

vegetais sobre as três formas de desenvolvimento do T. cruzi.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar o efeito tripanocida dos polissacarídeos de A. indica, C. ferrea, G. 

americana, G. spinosa e X. americana em cultura de cepa Y de Trypanosoma cruzi. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 

� Avaliar o efeito antiparasitário dos polissacarídeos sobre as formas 

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de cepa Y de T. cruzi; 

� Analisar a citotoxidade dos polissacarídeos sobre células hospedeiras (LLC-

MK2); 

� Investigar o mecanismo de morte celular induzido pelos polissacarídeos de G. 

americana sobre formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi; 

� Investigar o efeito dos polissacarídeos de G. americana sobre o potencial 

transmembrânico mitocondrial dos parasitos; 

� Avaliar a participação de espécies reativas de oxigênio citoplasmática no efeito 

tripanocida dos polissacarídeos de G. americana; 

� Avaliar a participação de peróxido de hidrogênio sobre o efeito antiparasitário 

dos polissacarídeos de G. americana; 

� Investigar as alterações morfológicas induzidas pelos polissacarídeos de G. 

americana sobre formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais  

 

4.1.1 Plantas 

 

As espécies vegetais foram coletadas no Distrito de Custódio/Quixadá-CE, 

transportadas ao Laboratório de Polissacarídeos Bioativos (LAPOBIO) da Faculdade de 

Educação, Ciências e Letras do Sertão Central (FECLESC), lavadas com água destilada 

e secas em estufa a 40 ºC.  A identificação das espécies foi realizada pela Profa. Ms. 

Vaneicia Gomes dos Santos e a exsicata de cada planta (A. indica – tegumento da 

semente: 46084; Caesalpinia ferrea - casca: 46085; Genipa americana - folha: 46083; 

Geoffroea spinosa - casca: 46796; Ximenia americana - casca: 46794) encontra-se 

depositada no Herbário da FECLESC e uma duplicata no Herbário Prisco Bezerra da 

Universidade Federal do Ceará (UFC). 

 

4.1.2 Preparo das soluções  

 

As substâncias em estudo foram diluídas na concentração de 3000 µg/mL 

em solução salina tamponada com fosfato estéril (PBS, constituído de NaCl 137 mM; 

KCl 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM; Na2HPO4 8,1 mM; ph 7,4). Em seguida, foram 

realizadas diluições seriadas em PBS estéril para produzir as concentrações de trabalho. 

O BZ (2 mg/mL), fármaco de referência foi cedido pelo LAFEPE e utilizado 

como controle positivo. 

 

4.1.3 Linhagens celulares 

 

Foram utilizadas células de mamífero LLC-MK2 (células epiteliais renais 

obtidas de rim de macaco - Macaca mulatta) e formas epimastigotas e tripomastigotas 

de cepa Y de Trypanosoma cruzi, gentilmente cedidas pelo Laboratório de Bioquímica 

do Instituto de Química da Universidade de São Paulo. 
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4.1.4 Reagentes 

 

DEAE-celulose, D-glucose, acrilamida-bis, diacetato de 2’,7’-

diclorofluoresceína (H2DCFH-DA), ácido D-glucurônico, albumina sérica bovina 

(BSA) foram obtidos da Sigma Chemical Company (St. Louis-EUA); Soro Bovino Fetal 

(SBF) foi obtido da Ivitrogen (Grand Island, NY - USA). Meio LIT (Liver Infusion 

Tryptose - HiMedia Laboratories, Mumbai, IND), meio DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's medium - VITROCELL, São Paulo - BR), Catalase (CAT, Sigma-Aldrich, BR). 

Benzonidazol (BZ, Lafepe - BR), Dodecil Sulfato de Sódio (SDS, Vetec, São Paulo - 

BR), 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazólio (MTT, Amresco, Ohio - USA),  7-

aminoactinomicyn D (7-AAD),   Anexina V marcada com a ficoeritrina (Ax/PE) foram 

obtidos da BD Pharmingen (California – USA). Os demais reagentes utilizados foram 

de grau analítico. 
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4.2 Métodos  

4.2.1 Desenho experimental 

 

Figura 13 - Esquema do delineamento experimental. 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.2.2 Obtenção dos polissacarídeos vegetais 

 

As partes vegetais foram secas (40 ºC) em estufa e moídas em um triturador 

de alimentos até a obtenção de pó (5 g) e o mesmo foi suspenso em metanol absoluto 

(1:50, p/v), homogeneizado (2 h, 76 ºC) e filtrado em tecido de nylon (procedimento 

repetido 2x) para remoção do material solúvel em metanol. O resíduo obtido foi 

suspenso na proporção de 1:50 (p/v) em NaOH 0,1 M, homogeneizado (2 h, 97 ºC) e 

centrifugado (1445 x g, 30 min, temperatura ambiente – TA) – procedimento repetido 

3x. O sobrenadante (S1) foi descartado e os sobrenadantes (S2 e S3) foram reunidos, 

neutralizados com HCl 1 M e precipitados com quatro volumes de etanol absoluto e 

centrifugado. O precipitado foi dialisado continuamente contra água destilada por 48 h e 

re-centrifugado e o sobrenadante liofilizado, sendo denominado de polissacarídeos 

totais (PLT) (MADEIRA, 2014) (Figura 14). A extração dos PLT da folha de G. 

americana demonstrou um rendimento de 6,5%, revelando um alto teor de carboidratos 

totais de 54,6%, sendo 21,1% destes de ácido urônico, e 12% de proteínas (SOUZA et 

al.,2015). 

Os PLT foram fracionados por cromatografia de troca iônica em coluna de 

DEAE-celulose, dissolvidos em água destilada (2:1, p/v) e aplicados em coluna 

cromatográfica (9,8 x 1,0 cm) contendo resina de troca iônica (DEAE-celulose) 

previamente equilibrada com água destilada. A coluna foi eluida com água destilada (60 

mL/h) para retirada dos polissacarídeos neutros, e para a eluição dos polissacarídeos 

acídicos foi utilizado concentrações crescentes de NaCl (0,1-1 M). Os polissacarídeos 

foram monitorados através das dosagens de carboidratos totais (DUBOIS et al., 1956) e 

de ácido hexurônico (DISHE, 1947). As frações polissacarídicas (f-PL) foram reunidas, 

dialisadas, liofilizadas e denominadas de FI (0,1M) e FII (0,25M de NaCl) (MADEIRA, 

2014).  

O fracionamento dos PLT por cromatografia de troca iônica (DEAE-

celulose) resultou em duas frações polissacarídicas majoritárias denominadas FI e FII, 

eluídas com solução de NaCl 0,1 e 0,25 M, respectivamente, das quais FII demonstrou 

maior rendimento (56%) em relação à FI (35%).  Os teores de carboidratos para FI 

foram de 36% (incluindo 9% de ácido urônico) e 4% de contaminantes proteicos.  Já FII 

apresentou 23% de carboidratos (incluindo 30% de ácido urônico) e 5% de proteínas 

(MADEIRA, 2014). 
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Figura 14 - Esquema da extração dos PLT. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

 

4.2.3 Ensaios com formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi  

 

4.2.3.1 Cultivo e manutenção das formas epimastigotas  

 

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT 

(constituído por cloreto de sódio - 4 g/L;  cloreto de potássio - 0,4 g/L;  fosfato de sódio 

anidro - 8 g/L;  triptose - 5 g/L; infusão de fígado - 5 g/L; glicose - 4 g/L;  hemina - 25 

mg/L) suplementado com 10% SBF, penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 

μg/mL), pH 7.4 em garrafas plásticas estéreis e mantidas em estufa BOD (Biochemical 

Oxygen Demand) a 28 ± 1°C (CAMARGO, 1964). 
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Inicialmente os parasitos foram cultivados na densidade de 5 × 104 

células/mL e monitorados diariamente para a determinação da curva de crescimento. 

Quando atingiram a fase exponencial de crescimento (6º ao 8º dia de cultivo), os 

parasitos foram repicados, procedimento em que 0,1 mL da suspensão é transferida para 

uma nova garrafa estéril contendo 10 mL de meio LIT.  Para estoque da cultura, as 

células foram centrifugadas (4000 rpm, 5 min) e ressuspensas em 1 mL de meio LIT 

contendo dimetilsulfóxido estéril (DMSO) 10%. Em seguida, foram estocadas em 

nitrogênio líquido. 

 

4.2.3.2 Avaliação do efeito dos polissacarídeos vegetais em formas epimastigotas 

 

A citotoxicidade das substâncias em estudo nas formas epimastigotas foram 

realizadas por meio do método de contagem em câmara de Neubauer (LIMA et al., 

2016). 

A cultura de epimastigotas foi quantificada no sétimo dia após repique, 

período em que atinge a fase log de crescimento, e uma suspensão foi subcultivada em 

placa de 96 poços na concentração final de 106 parasitos/mL. Em seguida, a cultura foi 

tratada com os PLT (93,75-1500 µg/mL) e /ou f-PL (5,85-1500 µg/mL), PBS (controle 

negativo) ou BZ (controle positivo; 1,56-200 µg/mL) e mantidas por 24, 48 e 72 h em 

incubadora a 28 ºC. A viabilidade celular, o crescimento e as alterações morfológicas da 

cultura, foram quantificados em câmara de Neubauer por microscopia óptica (Figura 

15). Os parasitos foram considerados viáveis por observação de motilidade e 

manutenção de forma característica. 
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Figura 15 – Representação esquemática do ensaio de avaliação do efeito dos 

polissacarídeos vegetais em formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

A partir dos resultados obtidos, o percentual de viabilidade celular foi 

determinado pela fórmula mostrada abaixo e a CI50 (concentração capaz de inibir o 

crescimento de 50% dos parasitos) foi determinada por regressão não-linear. 

 
 

  

Onde: 

T = Contagem de parasitos viáveis no grupo experimental 

CT = Média da contagem de parasitos viáveis do grupo controle negativo. 

 

 

4.2.4 Ensaios com formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi  

 

4.2.4.1 Cultivo e manutenção das formas tripomastigotas  

 

A cultura das formas tripomastigotas de T. cruzi foi mantida por meio de 

infecções consecutivas de células LLC-MK2 (ANDREWS; COLLI, 1982). As células 

foram cultivadas em garrafas de 25 cm2 na densidade 2 x 105 células/mL utilizando 

meio DMEM - SBF a 10%  em atmosfera de CO2 5%  a 37 ºC. Após 24 h as células 

Viabilidade celular (%) = T/ CT x 100 
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foram infectadas com suspensão de tripomastigotas na concentração de 107 

parasitos/mL e mantidas no meio DMEM - SBF a 2%, trocado diariamente.  

No 6º e 7º dia pós-infecção, o meio de cultura foi colhido e centrifugado 

(2500 rpm - 7 min) para obtenção dos tripomastigotas. A densidade celular foi 

determinada por contagem em câmara de Neubauer, da mesma forma como descrito 

para formas epimastigotas. Os tripomastigotas que eclodiram no 6º dia da infecção 

foram utilizados nos ensaios, enquanto os coletados no 7º dia foram utilizados para a 

infecção de novas garrafas.  

 

4.2.4.2 Avaliação do efeito dos polissacarídeos vegetais sobre as formas 

tripomastigotas 

 

No sexto dia de infecção, o meio das garrafas infectadas foi removido e 

centrifugado a 2500 rpm por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e o 

pellet contendo os tripomastigotas foi ressuspendido em DMEM a 10% de SBF. Os 

parasitos foram quantificados em câmara de Neubauer e subcultivados em placa de 96 

poços na densidade de 106 parasitos/mL (LIMA et al., 2016). Em seguida, a cultura foi 

tratada com os PLT (93,75-1500 µg/mL) e /ou f-PL (2,9-1500 µg/mL), PBS (controle 

negativo), BZ (controle positivo; 1,56-200 µg/mL) e mantidos por 24 h em estufa a 37 ± 

0,3°C e 5% de CO2.  

Após 24 h de incubação, alíquotas dos grupos experimentais foram colhidas 

para contagem em câmara de Neubauer (Figura 16). O percentual de viabilidade celular 

foi calculado utilizando a mesma fórmula usada para as formas epimastigotas. A LC50 

(concentração letal para 50% dos parasitos) foi estimada por regressão não-linear. Além 

disso, foi calculado o índice de seletividade (SeI) das substâncias sobre tripomastigotas 

em relação às células hospedeiras, usando a fórmula: 

 

 

 

Onde: 

SeI = Índice de seletividade 

CC50 = concentração que causa 50% de toxicidade em células LLC-MK2  

LC50 = concentração que causa 50% de morte em tripomastigotas. 

 

SeI = CC50/LC50 
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Figura 16 – Representação esquemática do ensaio de avaliação do efeito dos 

polissacarídeos vegetais em formas tripomastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.2.5 Ensaios de citotoxidade em células hospedeiras (LLC-MK2) 

 

A citotoxicidade dos polissacarídeos vegetais foi investigada com o objetivo 

de selecionar a espécie que apresentasse baixa toxicidade sobre as células hospedeiras, 

além de determinar qual espécie seria selecionada para a realização dos ensaios 

tripanocidas sobre as formas intracelulares.  Além disso, o efeito citotóxico foi 

determinado para avaliar as concentrações de trabalho ideais para os ensaios de 

atividade antiparasitária, como também para comparar a seletividade das substâncias 

testadas em relação ao parasito e às células hospedeiras. 

 

4.2.5.1 Cultivo e manutenção das células LLC-MK2 

 

As células LLC-MK2 foram cultivadas em garrafas pláticas estéreis de 25 

cm2 em meio DMEM composto de glutamina (0,58 g/L), bicarbonato de sódio (3,7 g/L), 
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glicose (4,5 g/L), piruvato de sódio (0,11 g/L), sais inorgânicos, vitaminas e outros 

aminoácidos, acrescentado de penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 µg/mL) e 

suplementado com SBF 10%. A linhagem celular foi mantida em estufa a 37 ± 0,3°C e   

CO2 5%, sendo observada diariamente em microscópio óptico invertido, até atingirem 

confluência. 

Após atingirem confluência, o meio foi removido, as células foram lavadas 

com 1-2 mL de PBS estéril e removidas com 500 - 1000 µL de tripsina/EDTA (0,25 %) 

por 5 minutos a 37 °C. Alíquotas das células deslocadas foram transferidas para novas 

garrafas contendo meio DMEM. 

 

4.2.5.2 Determinação da citotoxicidade dos polissacarídeos vegetais em células LLC-

MK2 

 

A citotoxicidade em células LLC-MK2 foi determinada através do teste do 

brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazólio (MTT), ensaio utilizado na 

quantificação da viabilidade celular (MOSMANN, 1983).   

O teste baseia-se na reação colorimétrica de conversão do MTT em sal de 

formazan. O MTT, sal de cor amarelada, é internalizado nas células viáveis e reduzido 

no microambiente intracelular por desidrogenases citoplasmáticas e mitocondriais em 

um sal de formazan de cor azul violácea, insolúvel em meio aquoso. Esses cristais são 

solubilizados por um agente surfactante adicionado em seguida, e os produtos finais são 

analisados por espectrofotometria a 570 nm. A intensidade da cor violácea produzida é 

diretamente proporcional à quantidade de células viáveis. 

 Para a realização desses ensaios, as células LLC-MK2 foram lavadas e 

tripsinizadas conforme descrito no item 4.2.5.1. A mistura foi transferida para tubos 

cônicos e centrifugada a 4000 rpm por 5 min. O pellet foi ressuspendido em DMEM e 

uma alíquota foi diluída de forma seriada em azul de trypan (4%; p/v em PBS) nas 

proporções de 1:10 e 1:100. A amostra mais diluída (1:100) foi transferida para câmara 

de Neubauer, e a densidade celular foi determinada por contagem. Foram contadas as 

células presentes nos campos laterais, conforme demonstrado na figura 17.  
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Figura 17 – Representação esquemática da área de contagem da câmara de Neubauer. 

 

                       

 

Fonte: Adaptado de BRAUKAISER, 2015. 

Nota: As regiões marcadas em azul foram utilizadas para contagem de células LLC-MK2, enquanto que as 

regiões marcadas em verde foram usadas para contar as formas epimastigotas e tripomastigotas de 

Trypanosoma cruzi. 

 

A desidade celular foi determinada de acordo com a seguinte fórmula: 

 

 

Onde: 

fd = fator de diluição usado para contagem.  

 

Em seguida, a densidade celular foi ajustada para a concentração 1 x 105 

células/mL e subcultivadas em placas estéreis de 96 poços (200 µL/poço) incubadas 

overnight em estufa de CO2 para a adesão e proliferação celular na superfície da placa. 

Posteriormente, as células foram tratadas com os PLT (93,75-3000 µg/mL) e /ou f-PL 

(2,9-1500 µg/mL), PBS (controle negativo), BZ (controle positivo; 1,56-200 µg/mL) e 

incubadas, sob as mesmas condições, por 24 h. Em seguida, 100 µL do meio da cultura 

foram retirados, 10 µL de solução de MTT (2,5 mg/mL em PBS) foi acrescentado e, 4 h 

depois, foram adicionados 90 µL de dodecilsulfato de sódio (SDS - 10% p/v em HCl 0,1 

N). Após 17 h de incubação foi realizada a leitura em leitor de placa (Asys Expert 

Plus®) a 570 nm (Figura 18). 

Densidade celular (cél/mL) = Contagem/4 x 104 x fd 
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Figura 18 - Representação esquemática do ensaio para a determinação da citotoxicidade 

dos polissacarídeos vegetais sobre células LLC-MK2. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Para o cálculo da viabilidade celular, foi utilizado a seguinte fórmula: 

 

 

 

 

Onde:  

 

AbsT = leitura de absorbância do grupo tratado;  

AbsB = média das leituras da absorbância do branco; e  

AbsCT = média das leituras de absorbância do grupo controle.  

 

Os resultados obtidos foram avaliados por regressão não-linear (curva fit) 

para estimativa da concentração capaz de causar 50% da citotoxicidade máxima (CC50). 

 

Viabilidade celular (%) = AbsT – AbsB/AbsCT-AbsB x 100 
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4.2.6 Ensaios com formas amastigotas da cepa Y de T. cruzi  

 

4.2.6.1 Cultivo das formas amastigotas 

 

Para o cultivo da forma intracelular de T. cruzi, células LLC-MK2 (105 

células/mL) foram subcultivadas em meio DMEM a 10% de SBF em placas estéreis de 

24 poços contendo lamínulas circulares de 13 mm. A placa foi incubada em estufa a 37 

± 0,3 °C e CO2 5% por 24 h para que a cultura atingisse o estágio de semiconfluência. 

Após esse período, a cultura foi infectada com suspensão de tripomastigotas (5 x 106 

parasitos/mL) em meio DMEM – SBF 2% e incubada por 48 h sob as mesmas 

condições. 

 

4.2.6.2 Avaliação do efeito dos polissacarídeos vegetais sobre formas amastigotas cepa 

Y de T. cruzi  

 

Após o período de infecção, as células LLC-MK2 foram lavadas com PBS 

para remoção dos parasitos não interiorizados e, em seguida, os poços foram tratados 

com os PLT ou f-PL (CI50 e CI50/2) obtidas no experimento com as formas 

tripomastigotas tratados por 24 h. Como controle negativo, as células foram tratadas 

com PBS e como controle positivo tratadas com BZ. Após 24 e 48 h de incubação, as 

lamínulas foram retiradas da placa e lavadas com PBS. Para a fixação das células, as 

lamínulas foram embebidas em solução de Bouin. Após lavagem com água destilada e 

etanol (70%), foram mergulhadas em metanol por 2 min. Em seguida, foram coradas 

com Giemsa (5% v/v em água destilada) durante 20 min. Finalmente, as lamínulas 

foram lavadas mais uma vez e, após secagem, montadas em lâmina utilizando entelan. 

O efeito antiamastigota dos polissacarídeos foram determinados pela 

contagem de 300 células em cada lamínula, realizada em microscópio óptico. Em cada 

célula infectada, foi realizada a contagem de amastigotas internalizados. Dessa forma, 

foi calculado o percentual de células infectadas, a quantidade de amastigotas por células 

e o índice de sobrevivência (SuI), usando as fórmulas (LIMA et al., 2016; MARÍN et 

al., 2015): 

 

 

 
Células infectadas (%) = nº de células infectadas/300 x 100 
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4.2.7 Avaliação do mecanismo de morte celular por citometria de fluxo 

 

4.2.7.1 Avaliação de apoptose e/ou necrose 

 

A avaliação do mecanismo de morte celular induzido pelos polissacarídeos 

foi realizada por citometria de fluxo, utilizando o 7-AAD (7-aminoactinomicyn D) e a 

Anexina V marcada com a ficoeritrina (Ax/PE) como marcadores fluorescentes. 

O 7-AAD liga-se a cadeias de DNA celular, no qual é impermeável à 

membrana celular íntegra, dessa forma é um sinalizador importante da perda de 

integridade da membrana caracterizando morte celular por necrose. A Ax/PE liga-se 

fortemente a fosfatidilserina, um fosfolipídio interno da membrana plasmática, que é 

externalizado no estágio inicial da apoptose, sendo utilizado como marcador desse tipo 

de morte celular (ATALE et al., 2014; WLODKOWIC; SKOMMER;  

DARZYNKIEWICZ, 2011). 

Formas epimastigotas (1 x 106 parasitos/mL) de T. cruzi foram incubadas 

com os PLT (CI50), f-PL (CI50) ou PBS (controle) por 24 h em placas de 24 poços em 

estufa BOD. Em seguida, a suspensão foi  transferida para tubos de citometria e 

centrifugadas a 4000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

lavado uma vez com PBS e duas vezes com tampão de ligação (0,01 M HEPES/NaOH, 

pH 7,4, NaCl 0,14 M, CaCl2 2,5 mM). Após a última centrifugação, o pellet foi 

ressuspendido em 100 µL do tampão de ligação, 5 µL 7-AAD e Anexina V-PE (BD 

PharmingenTM, usando um kit comercial – PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I) e 

incubados por 15 min no escuro.  Após esse período, foi adicionado 400 µL de tampão 

de ligação e as células foram análisadas no citômetro (FACSCalibur®, BD Pharmigen) 

(Figura 19). 

 

 

Amastigotas/células infectadas = nº de amastigotas totais/ nº de células infectada 

SuI = nº de células infectadas x amastigotas/células infectadas 
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Figura 19 - Protocolo de processamento das amostras para análise do perfil de morte 

celular. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Para cada tubo, um mínimo de 104 células foram analisadas para a 

quantificação de células não-marcadas e individualmente ou duplamente marcadas com 

7-AAD e Ax/PE. Para isso, foi usado laser de argônio (488 nm) para excitar os 

fluorocromos. As células marcadas com Ax/PE foram lidas pelo detector FL2 (563 a 

606 nm, fluorescência amarela), enquanto que as células marcadas com 7-AAD foram 

lidas em comprimento de onda de 615 a 645 nm (fluorescência vermelha, detector FL3) 

(KESSLER et al., 2013). 
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4.2.7.2 Avaliação da alteração do potencial transmembrânico mitocondrial  

 

O potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨm) foi avaliado utilizando o 

corante fluorescente rodamina 123 (Rho123). A Rho123 é um corante catiônico que se 

acumula no espaço intermembranar de mitocôndrias viáveis, emitindo fluorescência 

vermelha. Lesão mitocondrial provoca a redução do acúmulo desse corante, que passa 

para o citoplasma, onde emite fluorescência verde (BARACCA et al., 2003). 

Formas epimastigotas (1 x 106 parasitos/mL) de T. cruzi foram incubadas 

com os PLT (CI50), f-PL (CI50) e PBS (controle) por 24 h em placas de 24 poços. Em 

seguida, as células foram transferidas para tubos, centrifugadas e lavadas com PBS. Em 

seguida, as células foram ressuspensas em 100 µL de PBS e foi adicionado 5 µL de Rho 

123 (10 µg/mL) e incubadas no escuro por 30 min. Por fim, as amostras foram lavadas 

duas vezes com PBS e ressuspensas em PBS (500 μL/tubo), analisadas por citometria de 

fluxo utilizando detector FL2 (Figura 20) (SAMPAIO et al., 2016). 

Os resultados foram expressos como intensidade relativa de fluorescência, 

utilizando a fórmula: 

 

 

 

Onde:  

mTESTE = média geométrica do grupo a ser analisado;  

mCONTROLE = valor médio da média geométrica do grupo controle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fluorescência relativa = mTESTE/mCONTROLE 
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Figura 20 - Protocolo de avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial. 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.2.7.3 Avaliação da tumefação de reservossomos 

 

O volume dos reservossomos de epimastigotas tratados com os 

polissacarídeos foi avaliado utilizando laranja de acridina (AO, acridine orange). Esse 

corante tem tropismo por compartimentos acídicos intracelulares, de forma que se 

acumula nos reservossomos de T. cruzi, emitindo fluorescência alaranjada. A tumefação 

dos lisossomos é uma das alterações indicativas de morte celular por autofagia, que 

causa aumento do acúmulo de AO, podendo ser analisadas por citometria de fluxo 

(ATALE et al., 2014; KESSLER et al., 2013). 

Formas epimastigotas (1 x 106 parasitos/mL) de T. cruzi foram incubadas 

com os PLT (CI50), f-PL (CI50) e PBS (controle) por 24 h em placas de 24 poços. 

Posteriormente, a suspensão foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o precipitado 

lavado duas vezes com PBS,  ressuspenso em 500 µL de PBS incubados com 2,5 µL de 
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AO (10 µg/mL) e incubadas por 15 min no escuro. Por fim, as células foram lavadas 

duas vezes, resuspensas em PBS e analisadas por citometria de fluxo, utilizando 

detector FL3 (KESSLER et al., 2013) (Figura 21). Os resultados foram expressos como 

intensidade de fluorescência relativa. 

 

Figura 21 - Protocolo de avaliação da tumefação de reservossomos. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 

 

 

4.2.7.4 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio 

 

O aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) no citoplasma de 

células epimastigotas tratadas com os polissacarídeos foi avaliada utilizando o reagente 

diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceína (H2DCFH-DA). O H2DCFH-DA avaliar a 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e de outros peróxidos, tais como, peróxidos 

lipídicos, o qual é oxidado ao composto fluorescente diclorofluoresceína (DCF) sendo 

utilizado como marcador para o estresse oxidativo da célula. A intensidade de 
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fluorescência emitida pela célula é diretamente proporcional à concentração 

intracitoplasmática de EROs (CHEN et al., 2010). 

Formas epimastigotas (1 x 106 parasitos/mL) foram incubadas com os PLT 

(CI50), f-PL (CI50) e PBS (controle) em placa de 24 poços. Após 3 h de incubação, 

adicionou-se 10 μL de uma solução de H2DCFH-DA (2 mM). Após 24 h, as células 

foram centrifugadas (4000 rpm por 5 min), lavadas duas vezes com PBS e ressuspensas 

em 500 μL de PBS. Por fim, as células foram analisadas em citômetro de fluxo pelo 

detector FL1 (fluorescência verde, de 515 a 545 nm) (Figura 22). Os resultados foram 

expressos como intensidade de fluorescência relativa. 

 

Figura 22 - Protocolo de avaliação para a marcação com diacetato de 2’-7’-

diclorofluoresceína (H2DCFH-DA). 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.2.8 Bloqueio da atividade antiparasitária dos polissacarídeos com catalase 

 

Com a finalidade de investigar o papel do H2O2 extracelular sobre o efeito 

dos polissacarídeos em T. cruzi, as formas epimastigotas (1 x 106 células/mL) foram 

cultivadas, conforme descrito nos itens anteriores, tratadas com os PLT (CI50), f-PL 

(CI50) ou PBS (controle) na presença ou ausência de catalase (CAT - 25μg/mL) por 24 h 

(Figura 23). Posteriormente, a inibição do crescimento parasitário foi quantificada em 

câmara de Neubauer (GUO et al., 2015 com modificações). 

 

Figura 23 - Ensaio de bloqueio da atividade dos polissacarídeos com catalase. 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

 

4.2.9 Avaliação das alterações morfológicas induzidas pelos polissacarídeos em T. 

cruzi 

 

Para avaliação das alterações induzidas pelos PLT (CI50) e f-PL (CI50) na 

ultraestrutura de T. cruzi, as formas epimastigotas foram incubadas com estas por 24 h. 

Após esse período, as amostras foram centrifugadas (5000 rpm; 10 min),  o 

sobrenadante descartado e o pellet ressupenso em solução de glutaraldeído (2,5%) e 

incubado por 2 h.  
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As amostras fixadas foram novamente centrifugadas e expostas a 

concentrações crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) para desidratação, seguida 

de centrifugação (5000 rpm; 5 min). Por fim, as células foram transferidas para a 

superfície de lamínulas circulares (15 mm) e secas em estufa de CO2.  As lamínulas 

foram cobertas com camada de ouro (espessura de 20 nm) utilizando a Metalizadora 

QT150 ES-Quorum e analisadas em Microscópio Eletrónico de Varredura Quanta 450 

FEG-FEI, para observação das alterações na estrutura tridimensional das formas 

epimastigotas de T. cruzi (VANNIER-SANTOS; DE CASTRO, 2009) (Figura 24). 

 

Figura 24 - Processamento e análise de amostras de T. cruzi por microscopia eletrônica 

de varredura. 

 

 
 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 
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4.2.10 Análise estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3). Os resultados 

foram expressos como média ± E.P.M. e analisados por ANOVA seguido de pós-teste de 

Bonferroni ou teste t Student, considerando-se p<0,05 como critério de significância. 

Foram utilizados os softwares GraphPad Prism versão 5.0 e Microsoft Office® Excel 

2010. 
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PARTE 1: 
 

Estudo in vitro da atividade tripanocida dos extratos 
polissacarídicos em cepa Y de Trypanosoma cruzi  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeitos dos extratos polissacarídicos vegetais nas formas epimastigotas de T. 

cruzi 

 

Os ensaios de citotoxicidade dos extratos vegetais sobre as formas 

epimastigotas de T. cruzi foram realizados após 24, 48 e 72 h de incubação com os PLT. 

Os parasitos, após incubado com os PLT, apresentaram diversas alterações 

morfológicas, tais como, ausência de flagelo, perca de motilidade e alteração de formato 

típico.  Os resultados demonstraram que todos os extratos vegetais apresentaram efeito 

inibitório sobre as formas epimastigotas nos três tempos testados (Figuras 25-29). As 

concentrações inibitórias obtidas por regressão não-linear foram: A. indica (CI50/24h = 

870 ± 0,08 µg/mL; CI50/48h = 1080 ± 0,05 µg/mL; CI50/72h = 1350 ± 0,04 µg/mL), C. 

ferrea (CI50/24h = 460 ± 0,06 µg/mL; CI50/48h = 2070 ± 0,13 µg/mL; CI50/72h = 660 ± 0,19 

µg/mL), G. americana (CI50/24h = 740 ± 0,07 µg/mL; CI50/48h = 710 ± 0,05 µg/mL; 

CI50/72h = 870 ± 0,05 µg/mL), G. spinosa (CI50/24h = 770 ± 0,06 µg/mL; CI50/48h = 1420 ± 

0,06 µg/mL; CI50/72h = 1460 ± 0,05 µg/mL),  X. americana  (CI50/24h = 1560 ± 0,04 

µg/mL; CI50/48h = 4560 ± 0,05 µg/mL; CI50/72h = 1180 ± 0,06 µg/mL). 
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Figura 25 – Efeito dos PLT de A. indica sobre formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de A. indica reduziu a viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 48 

(B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. 

de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-

teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 26 - Efeito dos PLT de C. ferrea sobre formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Os PLT de C. ferrea reduziu a viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 48 (B) 

e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de 

três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes  One-way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 27 - Efeito dos PLT de G. americana sobre formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de G. americana reduziu a viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 

48 (B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± 

E.P.M. de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes  One-way ANOVA e 

pós-teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 28 - Efeito dos PLT de G. spinosa sobre formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de G. spinosa reduziu a viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 48 

(B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. 

de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-

teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 29 - Efeito dos PLT de X. americana sobre formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de X. americana reduziu a viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 

48 (B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± 

E.P.M. de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e 

pós-teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.2 Efeitos dos extratos polissacarídicos vegetais nas formas tripomastigotas de T. 

cruzi 

 

Formas tripomastigotas obtidas do sobrenadante de células LLC-MK2 

infectadas foram incubadas com os PLT das espécies vegetais em diferentes 

concentrações por 24 h. Após incubação, foi observado que os PLT de todas as espécies 

foram capazes de causar morte nas formas tripomastigotas em todas as concentrações 

testadas (93,75 – 3000 µg/mL) (Figuras 30-34).  Após análise de regressão não-linear, 

foram obtidos os seguintes valores de LC50: A. indica (LC50 = 2400 ± 0,24 µg/mL), C. 

ferrea (LC50 = 840 ± 0,08 µg/mL), G. americana (LC50 = 470 ± 0,08 µg/mL), G. spinosa 

(LC50 = 670  ± 0,05 µg/mL) e X. americana (LC50 = 1450 ± 0,06 µg/mL). 

 

 

Figura 30 - Efeito dos PLT de A. indica sobre formas tripomastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de A. indica reduziu a viabilidade celular das formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 h de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 31 - Efeito dos PLT de C. ferrea sobre formas tripomastigotas de T. cruzi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de C. ferrea reduziu a viabilidade celular das formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 h de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.  Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 32 - Efeito dos PLT de G. americana sobre a viabilidade de formas 

tripomastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de G. americana reduziu a viabilidade celular das formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 h de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.  Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 33 - Efeito dos PLT de G. spinosa sobre formas tripomastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de G. spinosa reduziu a viabilidade celular das formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 h de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 34 - Efeito dos PLT de X. americana sobre formas tripomastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

Os PLT de X. americana reduziu a viabilidade celular das formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 h de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.  Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.3 Efeito citotóxico dos extratos polissacarídicos vegetais sobre a viabilidade de 

células LLC-MK 2  

 

Para avaliar o efeito citotóxico dos PLT sobre células hospedeiras de T. 

cruzi, as células LLC-MK2 foram selecionadas para este estudo sendo submetidas ao 

ensaio do MTT. Foi observada redução da viabilidade celular nos grupos tratados com 

os PLT de A. indica, C. ferrea, G. americana, G. spinosa e X. americana após 24 h 

(Figuras 35-39). No entanto, os PLT de G. americana reduziram a viabilidade celular 

apenas nas duas maiores concentrações testadas, apresentando uma CC50 de 2250 ± 

0,07 µg/mL. 

 

Figura 35 - Efeito dos PLT de A. indica sobre a viabilidade de células LLC-MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Os PLT de A. indica reduziu a viabilidade das células LLC-MK2 em todas as concentrações testadas.  Os 

dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni (*p< 

0,05 vs. controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 36 - Efeito dos PLT de C. ferrea sobre a viabilidade de células LLC-MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Os PLT de C. ferrea reduziu a viabilidade das células LLC-MK2 nas concentrações de 187,5 – 3000 

µg/mL. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni (*p< 

0,05 vs. controle). (Ct = grupo controle).  Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 37 - Efeito dos PLT de G. americana sobre a viabilidade de células LLC-MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Os PLT de G. americana reduziu a viabilidade das células LLC-MK2 nas concentrações de 1500 e 3000 

µg/mL. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e analisados estatisticamente pelos  testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni 

(*p< 0,05 vs. controle). (Ct = grupo controle).  Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 38 - Efeito dos PLT de G. spinosa sobre a viabilidade de células LLC-MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Os PLT de G. spinosa reduziu a viabilidade das células LLC-MK2 nas concentrações de 375 - 3000 

µg/mL. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e analisados estatisticamente pelos  testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni 

(*p< 0,05 vs. controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 39 - Efeito dos PLT de X. americana sobre a viabilidade de células LLC-MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Os PLT de X. americana reduziu a viabilidade das células LLC-MK2 em todas as concentrações testadas. 

Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni (*p< 

0,05 vs. controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Desta forma, ao término da triagem com os PLT das espécies vegetais sobre 

as formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e avaliação do efeito citotóxico 

sobre as células hospedeiras LLC-MK2, os PLT de G. americana apresentaram as 

menores CI50 (< 1000 µg/mL) frente aos ensaios tripanocidas, além de baixa toxicidade 

(Tabela 1).  

Com a finalidade de identificar se os PLT de G. americana apresentam 

efeito tripanocida e toxicidade adequados, foi determinado o SeI, através da divisão 

entre a CC50 e a LC50. Sendo assim, o SeI dos PLT de G. americana  foi de 4,8, enquanto 

que o do BZ foi 2,3, indicando desta forma que os PLT de G. americana são 4,8 vezes 

mais seletivo para T. cruzi em relação às células hospedeiras.  

 

Tabela 1 - Atividade antiparasitária in vitro dos PLT e do BZ sobre as formas 

epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e células LLC-MK2. 

 

 BZ 

(µg/mL) 

A. indica 

(µg/mL) 

C. ferrea 

(µg/mL) 

G. americana 

(µg/mL) 

G. spinosa 

(µg/mL) 

X. americana 

(µg/mL) 

Epimastigota 

 (CI50)  

      

24 h 56,76 ± 15 870 ± 0,08 460 ± 0,06 740 ± 0,07  770 ± 0,06 1560 ± 0,04 

48 h 15,91 ± 3 1080 ± 0,05 2070 ± 0,13 710 ± 0,05 1420 ± 0,06 4560 ± 0,05 

72 h 16,5 ± 1 1350 ± 0,04 660 ± 0,19 870 ± 0,05 1460 ± 0,05 1180 ±0,06 

Tripomastigota 

 (LC50) 

      

24 h 67 ± 20 2400 ± 0,24 840 ± 0,08 470 ± 0,08 670 ± 0,05 1450 ± 0,06 

LLC-MK 2 

 (CC50) 

      

24 h 160 ± 75,09 - 4890 ± 0,01 2250 ± 0,07 3044 ± 0,05 - 

 
Legenda: 

CC50 = concentração capaz de causar 50% de citotoxicidade em células hospedeiras; CI50 = concentração 

capaz de inibir o crescimento de 50% das formas epimastigotas; LC50 = concentração capaz de causar 

morte de 50% das formas tripomastigotas. Média ± EPM (n=3), ANOVA e teste de Bonferroni.   Fonte: 

Elaborada pelo autor. 
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Estes resultados incentivaram a continuidade do estudo e possibilitaram a 

escolha da espécie G. americana para dar prosseguimento aos ensaios sobre as formas 

intracelulares, investigação do mecanismo de morte celular e alterações morfológicas. 

 

5.4 PLT de G. americana reduz o número de amastigotas 

 

Para investigar o efeito dos PLT de G. americana sobre a forma intracelular 

do T. cruzi, foi realizado ensaio utilizando concentrações não tóxicas para as células 

hospedeiras LLC-MK2. A análise dos dados foi realizada em lâminas contendo células 

LLC-MK 2 infectadas por T. cruzi. Após 24 e 48 h de incubação com os PLT de G. 

americana nas concentrações de 235 µg/mL (CI50/2) e 470 µg/mL (CI50), as lâminas 

foram analisadas em microscópio óptico para a contagem do número de células 

infectadas e a contagem de amastigotas.  

Os resultados demonstraram que células tratadas com os PLT (235 e 470 

µg/mL) reduziram o percentual de células infectadas em 49% e 46% (24 h), e 44% e 

53% (48 h), respectivamente (Figura 40-A). Além disso, os PLT de G. americana 

também reduziram o número de amastigotas/100 células em 46% (24 h) e em 53% (48 

h), respectivamente (Figura 40-B). O efeito antiamastigota também foi comprovado pela 

redução do índice de sobrevivência das formas amastigotas (Figura 40-C). Não foi 

observada diferença estatística entre os grupos tratados.  

Análises de microscopia óptica confirmaram que os PLT de G. americana 

reduziram significativamente a infecção celular em ambas as concentrações e períodos 

observados (Figura 41). 
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Figura 40 -  Efeito dos PLT de G. americana em formas amastigotas de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: 

PLT de G. americana reduziu o percentual de células infectadas (A); o número de amastigotas por células 

(B) e o percentual do índice de sobrevivência (C). Os dados foram expressos como percentual ± E.P.M. de 

três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes Two-way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni (*p< 0,05 vs. controle). (PBS = controle negativo). 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 41 – Fotomicrografia de células LLC-MK2 infectadas com formas amastigotas 

de T. cruzi após tratamento com os PLT de G. americana. 

 

 

 

Legenda: 

 Microscopia óptica das células LLC-MK2 infectadas por T. cruzi tratadas com os PLT de G. americana. 

24 h (A, B, C): A – grupo controle; B – Células tratadas com 235 µg/mL; C – Células tratadas com 470 

µg/mL; 48 h (D, E, F): D – grupo controle; E - Células tratadas com 235 µg/mL; F - Células tratadas com 

470 µg/mL. Aumento de 200 ×, usando Microscópio óptico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

5.5 PLT de G. americana induz morte celular por necrose 

 

Formas epimastigotas foram utilizadas para avaliação do perfil de morte 

celular, através da marcação com anexina V-PE e 7-AAD e analisadas em citometria de 

fluxo. As células foram divididas em quatro populações celulares: células viáveis, com 

baixo nível de marcação para os fluorocromos (7-AAD-/AX-); células necróticas, 

marcadas apenas com 7-AAD (7-AAD+/ AX-); células apoptóticas, marcadas apenas 

com anexina V-PE (7-AAD-/Ax+); e células em apoptose tardia, marcadas duplamente 

(7-AAD+/Ax+).  
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As células foram incubadas por 24 h na concentração de 740 µg/mL (CI50) e 

foi observado a redução do percentual de células viáveis e aumento predominantemente 

significativo do percentual de células marcadas com 7-AAD, indicando morte celular 

por necrose (Figura 42-A). Esse aumento também pode ser observado pelo 

deslocamento das populações celulares, apresentado no gráfico density plot de dispersão 

das células (Figura 42-C). 

 

Figura 42 - Perfil de morte celular induzido pelos PLT de G. americana avaliado por 

citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
Legenda: 

(A) Avaliação do mecanismo de morte celular por apoptose e/ou necrose marcado por 7-AAD/Anexina V 

na cultura de formas epimastigota de T. cruzi após 24 h de tratamento com os PLT de G. americana (740 

µg/mL). 7-AAD-/Ax- = células viáveis; 7-AAD+/Ax- = células necróticas; 7-AAD-/Ax+ = células 

apoptóticas; 7-AAD+/Ax+ = apoptose tardia. (B-C) Histograma de dispersão de células por intensidade 

de marcação por anexina V-PE e 7-AAD. (B - PBS). (C – grupo tratado). Os dados foram expressos como 

percentual de eventos ± E.P.M. de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos 

testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. controle). Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.6 PLT de G. americana induz alteração no potencial transmembrânico 

mitocondrial 

 

A Rho 123 foi utilizada para investigar se os PLT de G. americana (740 

µg/mL - CI50) induz alteração no potencial mitocondrial em T. cruzi. As formas 

epimastigotas foram tratadas por 24 h e foi observado uma redução na intensidade de 

fluorescência (Figura 43-A). Esse resultado pode ser visualizado pelo desvio à esquerda 

do histograma de intensidade de marcação com Rho 123 (Figura 43-B) e pela redução 

da intensidade relativa de fluorescência.  

 

Figura 43 – Efeito dos PLT de G. americana sobre ΔΨm nas formas epimastigotas de T. 

cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: 

Avaliação do potencial transmembrânico mitocondrial marcado por Rho 123 na cultura de formas 

epimastigota de T. cruzi após 24 h de tratamento com os PLT de G. americana (740 µg/mL) (A) Gráfico 

de intensidade de fluorescência; (B) Histograma. Os dados foram expressos como intensidade de 

fluorescência ± E.P.M. de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelo teste t 

Student (p< 0,05 vs. controle). (PLT G. americana - curva de cor verde); (Ct = controle negativo – curva 

de cor cinza). Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.7 PLT de G. americana não induz morte celular por autofagia 

 

A indução de autofagia pelos PLT de G. americana foi avaliada utilizando o 

marcador laranja de acridina, que tem a propriedade de se acumular em regiões acídicas 

como os reservossomos, emitindo fluorescência vermelha alaranjada Neste estudo, 

células tratadas com os PLT (740 µg/mL - CI50) por 24 h não apresentaram alteração 

significativa de intensidade de marcação (Figura 44 A e B). 

 

Figura 44 – Efeito dos PLT de G. americana sobre os reservossomos de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

 Avaliação do mecanismo de morte celular por autofagia  marcado por laranja de acridina na cultura de 

formas epimastigota de T. cruzi após 24 h de tratamento com  os PLT de G. americana (740 µg/mL). (A) 

Gráfico de intensidade de fluorescência; (B)  Histograma. Os dados foram expressos como intensidade de 

fluorescência ± E.P.M de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelo teste t 

Student (p< 0,05 vs. controle). (Ct = controle negativo – curva preta;  PLT de G. americana – curva 

vermelha). Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.8 PLT de G. americana induz a produção de EROs 
 
 

  Formas epimastigotas após 24 h de incubação com os PLT de G. americana 

(740 µg/mL - CI50) marcadas com H2DCFH-DA foram submetidas a citometria de fluxo 

para avaliação da intensidade de fluorescência. Os dados apresentados por meio de um 

histograma demonstram o desvio das populações celulares à direita (Figura 45-B). A 

figura 45-A mostra um aumento da intensidade de fluorescência, indicando aumento na 

concentração intracitoplasmática de espécies reativas de oxigênio em relação ao grupo 

controle.  

 

Figura 45 – Efeito dos PLT de G. americana sobre a produção de espécies reativas de 

oxigênio intracitoplasmáticas em formas epimastigotas. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: 

Avaliação do aumento de espécies reativas de oxigênio marcado por H2DCFH-DA na cultura de formas 

epimastigota de T. cruzi após 24 h de tratamento com os PLT de G. americana (740 µg/mL). (A) Gráfico 

de intensidade de fluorescência; (B) Histograma. Os dados foram expressos como intensidade de 

fluorescência ± E.P.M. de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelo teste t 

Student (p< 0,05 vs. controle). (PLT G. americana - curva de cor vermelha); (Ct = controle negativo – 

curva de cor preta). Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.9 H2O2 não influência o efeito antiparasitário dos PLT de G. americana  
 

A catalase (CAT) foi utilizada neste estudo com o objetivo de avaliar se as 

moléculas de H2O2 presentes no meio de cultura interferem na atividade dos PLT.  O 

grupo tratado apenas com CAT não apresentou efeito significativo. Além disso,  não foi 

observada diferença entre o grupo tratado com os PLT na presença ou ausência da CAT. 

Esse dado demonstra que não há participação de H2O2 extracelular no efeito dos PLT 

sobre formas epimastigotas de T. cruzi. 

 

Tabela 2 - Avaliação da influência de H2O2 sobre o efeito antiparasitário dos PLT de G. 

americana.  

 
 

  
Viabilidade celular (%) 

 
Controle 

 

 
100 ± 5,2 

CAT 
 

90 ± 5,1 

PLT  
 

44,4 ± 4,4* 

PLT + CAT 
 

34,2 ± 2,9* 

 
 

Legenda: 
CAT = Catalase (25 μg/mL); PLT = polissacarídeo total de Genipa americana (740 µg/mL). Os dados 
foram expressos como média ± EPM e avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni.  
*p<0,05 em relação ao grupo controle. Não houve diferença significativa do grupo PLT + CAT em 
relação ao grupo PLT. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
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5.10 PLT de G. americana promove alterações morfológicas em formas 

epimastigotas de T. cruzi 

 

Alterações morfológicas nas formas epimastigotas induzidas pelos PLT de 

G. americana após 24 h de tratamento foram analisadas por microscopia eletrônica de 

varredura. Foram observadas alterações ultraestruturais nos grupos tratados com os 

PLT, como alterações no formato típico, arredondamento e encurtamento do parasito, 

aparente fuga do conteúdo citoplasmático e degradação da membrana celular com poros 

(Figura 46).  

 

Figura 46 – Alterações ultraestruturais induzidas pelos PLT de G. americana em formas 

epimastigotas de T. cruzi. 

 
Legenda: 

(A) grupo controle; (B) epimastigotas tratados com o PLT de G. americana (370 μg/mL) e (C) (740 

μg/mL). Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como apresentado, o PLT de G. americana apresentou efeito citotóxico 

sobre as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota de T. cruzi, cepa Y (resistente 

ao benzonidazol), sugerindo morte celular por necrose, com envolvimento de alteração 

do potencial transmembrânico mitocondrial e espécies reativas de oxigênio. 

Diante dos resultados obtidos, buscamos também avaliar o efeito dos 

polissacarídeos isolados (f-PL: FI e FII) da folha de G. americana sobre as formas 

epimastigota, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, bem como a citotóxicidade 

sobre as células hospedeiras (LLC-MK2), mecanismo de morte celular e as possíveis 

alterações morfológicas induzidas pelas f-PL.  
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PARTE 2: 
 

Estudo in vitro da atividade tripanocida das frações 
polissacarídicas isoladas das folhas de Genipa 
americana em cepa Y de Trypanosoma cruzi  
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6 RESULTADOS 

6.1 FI e FII reduzem a viabilidade celular de formas epimastigota de T. cruzi 

 

Ensaios sobre as formas epimastigotas tratadas com FI após 24, 48 e 72 h 

demonstraram efeito tripanocida (Figura 47). As concentrações inibitórias obtidas por 

regressão não linear para FI foram:  CI50/24 h = 580 ± 0,17 µg/mL; CI50/48 h = 530 ± 0,13 

µg/mL;  CI50/72 h = 500 ± 0,14 µg/mL. Com relação às concentrações inibitórias para FII, 

as mesmas não foram obtidas, pois não foi possível observar uma curva concentração-

efeito, impossibilitando desta forma o cálculo da CI50 (Figura 48). 

 

Figura 47 – Efeito da fração FI de G. americana sobre formas epimastigota de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 

FI reduziu a viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.  Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 48 – Efeito da fração FII de G. americana sobre formas epimastigota de T. cruzi.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

FII não reduziu a viabilidade celular em 50% das formas epimastigotas de T. cruzi após 24 (A), 48 (B) e 

72 (C) horas de tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de 

três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.   

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.2 FI e FII reduzem a viabilidade celular de formas tripomastigota de T. cruzi 

 

Ensaios sobre as formas tripomastigotas após incubação com FI e FII em 

diversas concentrações, demonstraram que as f-PL foram capazes de causar morte em 

todas as concentrações testadas (Figura 49). Os grupos tratados com FII na 

concentração de 1500 µg/mL apresentaram 100% de morte em todos os experimentos, 

conforme observado na figura 48-B. Após análise de regressão não-linear foram obtidos  

as seguintes LC50: FI (LC50 = 100 ± 0,09 µg/mL) e FII (LC50= 23 ± 0,06 µg/mL). 

 

Figura 49 – Efeito das f-PL de G. americana sobre formas tripomastigota de T. cruzi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

Legenda:  

FI (A) e FII (B) reduziram a viabilidade celular das formas tripomastigotas de T. cruzi após 24 h de 

tratamento. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três 

experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.  Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.3 FI e FII não reduzem a viabilidade de células LLC-MK 2 

As células LLC-MK2 foram submetidas aos ensaios de citotoxicidade, foi 

observado que FI e FII não reduziram a viabilidade celular em nenhuma das 

concentrações testadas (Figura 50). Desta forma, os dados demonstram que mesmo em 

altas concentrações, FI e FII não causam toxicidade as células hospedeiras. A 

concentração capaz de causar 50% de citotoxicidade (CC50) não foi obtida para 

nenhuma das frações, pois não foi possível observar uma curva concentração-efeito. No 

entanto, devido as f-PL não terem apresentado citotoxicidade sobre as células 

hospedeiras, estimamos o SeI. Para FI o SeI mostra ser superior a 15 e o de FII superior 

a 65.  

 

Figura 50 – Efeito das frações de G. americana sobre a viabilidade de células LLC-

MK2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: FI (A) e FII (B) não reduziram a viabilidade das células LLC-MK2 após 24 horas de tratamento. 

Os dados foram expressos como percentual de viabilidade celular ± E.P.M. de três experimentos 

independentes e analisados estatisticamente pelos testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni (*p< 

0,05 vs. grupo controle). Ct = grupo controle.  Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.4 FI e FII reduzem o número de amastigotas 
 
 

Após 24 e 48 h de incubação com as frações de G. americana nas 

concentrações de 50 µg/mL (CI50/2) e 100 µg/mL (CI50) para FI;  e 11,5 µg/mL (CI50/2) e 

23 µg/mL (CI50) para FII; as lâminas foram analisadas em microscópio óptico para a 

contagem do número de células infectadas e a contagem de amastigotas.  

Os resultados demonstraram que células tratadas com 50 e 100 µg/mL da FI, 

reduziram o percentual de células infectadas em 19,7%  em 24 h apenas na 

concentração de 100 µg/mL, e 15% e 19% em 48 h, respectivamente (Figura 51-A). 

Além disso, FI de G. americana também reduziu o número de amastigotas/100 células 

em 70% (100 µg/mL)  em  24 h, e  35% (50 µg/mL) e 43% (100 µg/mL) em 48 h 

(Figura 51-B). O efeito antiamastigota também foi comprovado pela redução do índice 

de sobrevivência das formas amastigotas apenas em 48 h (Figura 51-C).  

Células tratadas com 11,5 e 23 µg/mL da FII, reduziram o percentual de 

células infectadas em 34% e 22% em 24 h, e 14% e 13% em 48 h, respectivamente 

(Figura 52-A). FII também reduziu o número de amastigotas/100 células em 48% e 34% 

em 24 h, e 36% e 56% em 48 h, respectivamente (Figura 52-B). Além disso, FII  

reduziu o índice de sobrevivência das formas amastigotas em 24 e 48 h (Figura 52-C). 

Análises de microscopia óptica confirmaram que as f-PL de G. americana 

reduziram significativamente a infecção celular em ambas as concentrações e períodos 

observados (Figura 53-54). 
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Figura 51 – Efeito da fração FI de G. americana em formas amastigotas de T. cruzi. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: 

FI de G. americana reduziu o percentual de células infectadas (A); o número de amastigotas por células 

(B) e o percentual do índice de sobrevivência (C). Os dados foram expressos como percentual ± E.P.M. de 

três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes Two-way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni (*p< 0,05 vs. controle). (PBS = controle negativo). 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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Figura 52 – Efeito da fração FII de G. americana em formas amastigotas de T. cruzi. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: 

FII de G. americana reduziu o percentual de células infectadas (A); o número de amastigotas por células 

(B) e o percentual do índice de sobrevivência (C). Os dados foram expressos como percentual ± E.P.M. de 

três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos testes Two-way ANOVA e pós-teste 

de Bonferroni (*p< 0,05 vs. controle). (PBS = controle negativo). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 53 – Fotomicrografia de células LLC-MK2 infectadas com formas amastigotas 

de T. cruzi após 24 h de tratamento com as f-PL de G. americana. 

 

 

 

 

Legenda: 

Microscopia óptica das células LLC-MK2 infectadas por T. cruzi após 24 h de tratamento com FI e FII de 

G. americana.  A – grupo controle; B – Células tratadas com FI (CI50/2); C – Células tratadas com FI 

(CI50); D - Células tratadas com FII (CI50/2); E - Células tratadas com FII (CI50). Aumento de 400 ×, 

usando Microscópio óptico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 54 – Fotomicrografia de células LLC-MK2 infectadas com formas amastigotas 

de T. cruzi após 48 h de tratamento com as f-PL de G. americana. 

 

 

 

 

 

Legenda: 

Microscopia óptica das células LLC-MK2 infectadas por T. cruzi após 48 h de tratamento com FI e FII de 

G. americana.  A – grupo controle; B – Células tratadas com FI (CI50/2); C – Células tratadas com FI 

(CI50); D - Células tratadas com FII (CI50/2); E - Células tratadas com FII (CI50). Aumento de 400 ×, 

usando Microscópio óptico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.5 Fração de G. americana induz morte celular por necrose 

 

Ensaios de citometria de fluxo para investigar as possíveis alterações 

celulares indicativas de necrose, apoptose e/ou produção de EROs foram realizados 

apenas com FI, visto que somente a mesma apresentou CI50 para as formas 

epimastigotas.  

As células após 24 h de tratamento com FI (CI50 - 580 µg/mL) foram 

marcadas com 7-AAD/Anexina V-PE e analisadas por citometria de fluxo. A análise 

revelou a redução do percentual de células viáveis e aumento predominante do 

percentual de células marcadas com 7-AAD, marcador de necrose (Figura 55-A). Esse 

aumento também pode ser observado pelo deslocamento das populações celulares, 

apresentado no gráfico density plot de dispersão das células (Figura 55-C).  

 

 

 

 
6.6 Fração de G. americana induz a produção de EROs 
 

 
  Formas epimastigotas após 24 h de incubação com a fração FI (CI50 - 580 

µg/mL) marcadas com H2DCFH-DA foram submetidas a citometria de fluxo para 

avaliação da intensidade de fluorescência. Os resultados demonstram por meio de um 

histograma o desvio das populações celulares à direita (Figura 56-B) e um aumento da 

intensidade de fluorescência, indicando aumento na concentração de espécies reativas 

de oxigênio em relação ao grupo controle (Figura 56-A). 
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Figura 55 - Perfil de morte celular induzido pela FI de G. americana avaliado por 

citometria de fluxo. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Legenda: 
(A) Avaliação do mecanismo de morte celular por apoptose e/ou necrose marcado por 7-AAD/Anexina V 
na cultura de formas epimastigota de T. cruzi após 24 horas de tratamento com FI de G. americana (740 
µg/mL). 7-AAD-/Ax- = células viáveis; 7-AAD+/Ax- = células necróticas; 7-AAD-/Ax+ = células 
apoptóticas; 7-AAD+/Ax+ = apoptose tardia.  (B) Histograma de dispersão de células por intensidade de 
marcação por anexina V-PE e 7-AAD. (B - PBS);  (C – grupo tratado). Os dados foram expressos como 
percentual de eventos ± E.P.M. de três experimentos independentes e analisados estatisticamente pelos 
testes One-way ANOVA e pós-teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. controle). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 56 – Efeito da FI de G. americana sobre a produção de espécies reativas de 

oxigênio intracitoplasmáticas. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

 
 
Legenda: 
Aumento de espécies reativas de oxigênio marcado por H2DCFH-DA na cultura de formas epimastigota 
de T. cruzi após 24 horas de tratamento. FI (580 µg/mL) (Ct = controle negativo). Os dados foram 
expressos como intensidade de fluorescência ± E.P.M. de três experimentos independentes e analisados 
estatisticamente pelo método teste t Student (p< 0,05 vs. controle). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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6.7 H2O2 não influência o efeito antiparasitário de FI de G. americana  

 

A avaliação da intereferência do H2O2 na atividade antiparasitária de FI 

demonstrou que o grupo tratado com a fração na presença ou ausência da catalase não 

apresentou diferença entre os grupos (Tabela 3). Além disso, não houve diferença 

significativa do grupo FI + CAT em relação ao grupo FI. Esse dado demonstra que não 

há participação de H2O2 extracelular no efeito da fração sobre formas epimastigotas de 

T. cruzi. 

 

Tabela 3 - Avaliação da influência de H2O2 sobre o efeito antiparasitário da FI de G. 

americana. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:  
CAT = Catalase (25 μg/mL); FI = fração 0,1 M de G. americana (580 µg/mL). Os dados foram expressos 
como média ± EPM e  avaliados por one-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni.  *p<0,05 em relação 
ao grupo controle.  

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  
Viabilidade celular (%) 

 
Controle 

 

 
107 ± 3,4 

CAT 
 

104 ± 8,0 

FI 
 

66,09 ± 3,4* 

FI+ CAT 
 

59,13 ± 3,4* 
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6.8 Fração (FI) de G. americana promove alterações morfológicas em formas 

epimastigotas de T. cruzi 

 

Após 24 h de tratamento com FI, as formas epimastigotas foram analisadas 

por microscopia eletrônica de varredura. Foram observadas alterações ultraestruturais 

nos grupos tratados com FI, como alterações no formato típico e degradação da 

membrana celular com poros (Figura 57 B e C).  

 

Figura 57 – Alterações ultraestruturais induzidas por  FI de G. americana em formas 

epimastigotas de T. cruzi. 

 

 
 
 
Legenda: 

(A) controle negativo; (B) epimastigotas tratados com  FI de G. americana (CI50/2 - 290 μg/mL); (C)  

(CI50 – 580 μg/mL). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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7. DISCUSSÃO 
 

O presente estudo avaliou o efeito tripanocida in vitro de cinco extratos 

polissacarídicos obtidos de plantas do Semiárido-Nordestino.  

Após mais de um século da descoberta da DC ainda não existe uma 

alternativa terapêutica totalmente eficiente para este problema. Os tratamentos 

atualmente disponíveis só conferem cura apenas na fase aguda da doença.  No Brasil, o 

fámaco utilizado é o BZ (LAFEPE, Brasil) recomendado para todos os casos agudos e 

crônicos da doença (DA SILVA et al., 2011). Sua eficácia limitada, aliado a muitos 

efeitos adversos levam à interrupção do tratamento (BAHIA et al., 2012; URBINA, 

2009). Levando-se em consideração o número de pessoas infectadas, o número de 

pessoas com risco de contaminação e a terapêutica atual limitada, é imprescindível a 

busca por novos compostos e/ou estratégias terapêuticas para um melhor tratamento da 

DC. 

Os vegetais são fontes de compostos que podem ser potencialmente ativos 

contra protozoários (CROFT et al., 2005; SALEM; WERBOVETZ, 2006). Mesquita et 

al. (2005) demonstraram atividade antileishmanicida e antitripanosomal de extratos 

etanólicos das folhas de plantas medicinais do Cerrado brasileiro. Estudos prévios 

demonstraram que extratos metanólicos de plantas utilizadas na medicina popular do 

México exibiram elevada atividade tripanocida (MOLINA-GARZA et al., 2014). 

Os polissacarídeos possuem comprovada atividade biológica, podendo ser 

obtidos de diferentes fontes como bactérias, fungos e plantas (KWOK et al., 2001; 

KITAJMA, 2000; SAIMA et al., 2000). Polissacarídeos isolados de plantas superiores 

são largamente explorados quanto ao seu efeito imunoestimulante (STIMPEL et al., 

1984; YAMADA et al., 1985). Além desta propriedade, há estudos demonstrando 

atividades antiviral (TALARICO et al., 2004), antibacteriana (XIE et al., 2002), 

antiparasitária (NATHAN, 1985), leishmanicida (NOLETO et al., 2002; BARROSO et 

al., 2007), entre outras.  

 No presente estudo, inicialmente realizamos uma triagem de cinco extratos 

polissacarídicos de vegetais do Semiárido Nordestino sobre as formas epimastigotas e 

tripomastigotas de T. cruzi e seus possíveis efeitos citotóxicos sobre células de 

mamíferos (LLC-MK2). A escolha das espécies vegetais foi baseada no uso popular e na 

literatura relatando seus efeitos antimicrobiano e antiparasitário. Das cinco espécies 

avaliadas, todas foram capazes de reduzir a viabilidade celular das formas epimastigotas 



108 
 

e tripomastigotas em todos os tempos testados, no entanto, os polissacarídeos das folhas 

de G. americana foram selecionados por apresentarem resultados promissores frente aos 

ensaios tripanocidas, além de citotoxidade relativamente baixa.  

Adicionalmente, estudos experimentais realizados com os extratos das 

folhas demonstraram atividade antimalárica in vitro frente à Plasmodium falciparum e 

in vivo em relação à Plasmodium berghei (DEHARO et al., 2001), além de outros 

efeitos antiparasitário e antimicrobiano (OLIVEIRA et al., 2012; NOGUEIRA et al., 

2014; TALLENT, 1964). 

 Nesse sentido, a determinação dos principais compostos nos PLT e frações 

polissacarídicas podem ajudar a responder algumas perguntas sobre a atividade 

biológica da espécie. A presença de polissacarídeos e/ou iridoides e sua correlação com 

a atividade tripanocida, o tipo de família a qual G. americana pertence, somados aos 

dados da literatura quanto ao uso popular das folhas; todas estas evidencias podem estar 

relacionadas à atividade antiparasitária obtida neste estudo. 

Para a avaliação inicial dos extratos polissacarídicos, foram realizados 

ensaios in vitro sobre as formas epimastigotas. Nossos dados evidenciaram que todos os 

extratos foram capazes de inibir a proliferação de formas epimastigotas nos três tempos 

de tratamento, no entanto, os polissacarídeos da folha de G. americana foram mais 

efetivos, pois reduziram a viabilidade celular em concentrações inferiores a 1000 

µg/mL.  

Outros extratos vegetais também demostraram atividade tripanocida frente 

às formas epimastigotas. O extrato aquoso das folhas de Neurolaena lobata demonstrou 

efeito em formas epimastigotas de T. cruzi após 48 h de incubação na concentração de 

550 µg/mL (BERGER et al., 1998). Quarenta e três extratos brutos metanólicos 

demostraram atividade tripanocida em relação às formas epimastigotas, destes, dezoito 

foram capazes de reduzir a viabilidade apenas na concentração de 2000 µg/mL após 2 h 

de incubação, enquanto que treze mostraram atividade tripanocida até a concentração de 

1000 µg/mL após 48 h de incubação (ABE et al., 2002). O extrato etanólico das folhas 

de Guazuma ulmifolia inibiu em 63,86% o crescimento de formas epimastigotas na 

concentração de 1000 µg/mL após 72 h de incubação (CALIXTO JÚNIOR et al., 2016).  

Após o fracionamento dos PLT de G. americana por cromatografia de troca 

iônica, a f-PL (FI) aumentou a atividade sobre as formas epimastigotas em relação ao 

extrato bruto. FI reduziu a viabilidade nos três tempos testados em concentrações 

inferiores ao extrato. Após 72 h de tratamento, FI na concentração de 500 µg/mL foi 
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capaz de reduzir em até 50 % a viabilidade celular. Com relação a FII, não foi possível 

observar uma curva concentração-efeito, impossibilitando desta forma a obtenção da 

CI50.  

Diferentemente outros extratos de plantas quando fracionados não 

apresentaram efeito sobre formas epimastigotas, como no caso das oito frações obtidas 

do extrato etanólico das folhas de Byrsonima crassifolia e oito frações das cascas de 

Gliricidia sepium (BERGER, et al., 1998). O fracionamento do extrato etanólico das 

folhas de Lygodium venustum resultou em três frações (diclorometano, acetato de etila e 

metanol). A fração diclorometano na concentração de 100 µg/mL não demonstrou 

atividade antiparasitária em epimastigotas de T. cruzi e em promastigotas de Leishmania 

braziliensis. Do mesmo modo a fração acetato de etila nas concetrações de 500 e 100 

µg/mL também não foram capazes de inibir as formas promastigotas (MORAIS-

BRAGA et al., 2013).  

Neste estudo, demonstramos que os polissacarídeos das folhas de G. 

americana inibiram significativamente o crescimento de epimastigotas (24, 48 e 72 h) 

em concentrações inferiores a 1000 µg/mL para o extrato, enquanto que a fração 

polissacarídica (FI) melhorou a atividade tripanocida sobre as formas epimastigotas 

causando inibição em uma concentração menor que a do extrato. 

Alguns trabalhos vêm estabelecendo uma correlação entre a presença de 

iridoides e atividade biológica, tais como antimicrobiana, antifúngica e antiparasitária 

(SALEM; WERBOVETZ, 2006; TALLENT, 1964). Amarogentina é um secoiridoide 

glicósido isolado da planta medicinal indiana Swertia chirata (Gentianaceae), seu efeito 

antileishmanicida foi observado in vivo em um modelo de Leishmaniose visceral, sendo 

capaz de reduzir a carga parasitária em até 90%, não exibindo toxicidade para os 

animais (MEDDA; MUKHOPADHYAY; BASU, 1999). Outro iridoide glicósido, 

brunneogaleatoside, isolado de Phlomis brunneogaleata (Lamiaceae), apresentou 

atividade contra amastigotas axênicos de Leishmania donovani (CI50 4,7 µg/mL) 

enquanto que não apresentou toxicidade para as células na concentração de até 90 

µg/mL (KIRMIZIBEKMEZ et al., 2004).  

Iridoides não são amplamente distribuídos no reino vegetal, sendo 

identificados em algumas famílias como por exemplo,  Rubiaceae, Apocynaceae, 

Loganiaceae, Lamiaceae, Scrophulariaceae e Verbenaceae (ALVES et al., 2017).  

Recentemente uma revisão sistemática sobre a aplicabilidade de produtos oriundos de 
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plantas no tratamento de T. cruzi e Trypanosoma brucei, identificou 44 famílias de 

plantas, destas, sete pertenciam à família Rubiaceae (PEREIRA et al., 2017).  

Estudos fitoquímicos dos extratos das folhas de G. americana (família 

Rubiaceae) revelaram a presença de iridoides, mono e sesquiterpenos, triterpenos, 

esteróides, taninos hidrolisáveis, proantocianidinas, derivados cinâmicos, 

fenilpropanoglicósidos, ácido geniposidico, genipatriol e flavonóides (GUARNACCIA 

et al., 1972; HOSSAIN et al., 2003; ALVES et al., 2017; VASCONCELOS et al., 

2017).  

A análise quantitativa da composição monossacarídica das frações FI e FII, 

realizada por cromatografia gasosa, demonstrou que estas são constituídas 

predominantemente por arabinose, galactose, glicose, fucose, xilose, ramnose e manose 

(MADEIRA, 2012). De acordo com Turnock e Ferguson (2007), a superfície celular dos 

parasitos tripanosomatídeos apresentam glicoconjugados que estão envolvidos no 

reconhecimento, virulência e infecção de parasitos em seus vetores e hospedeiros de 

mamíferos.  

Todos os PLT avaliados apresentaram efeito sobre as formas tripomastigotas 

após 24 h de tratamento, no entanto os PLT de G. americana apresentaram uma menor 

LC50 que foi de 480 µg/mL. Além disso, todas as concentrações dos PLT de G. 

americana demonstraram efeito de maneira dose-dependente. Já as frações FI e FII 

reduziram a viabilidade celular sobre as formas tripomastigotas de forma mais potente 

que o extrato. FI apresentou uma LC50 4,8 vezes menor, enquanto que FII demonstrou 

uma elevada atividade contra os tripomastigotas com uma LC50 20 vezes menor que a 

do extrato.  

Efeito semelhante foi demonstrado para os extratos brutos de 

Ampelozizyphus amazonicus que causou a lise sobre formas tripomastigotas na 

concentração de 500 µg/mL (ROSAS et al., 2006). Contrariamente, os extratos das 

folhas e ramos de Baccharis dracunculifolia inibiram 100% formas tripomastigotas na 

concentração de 3000 µg/mL, enquanto que o extrato da raiz foi pouco ativo, 

demostrando uma inibição de apenas 37,3% (DA SILVA FILHO et al., 2004). Ambrozin 

et al. (2004) avaliou vinte e dois extratos de plantas das famílias Meliaceae e Rutaceae. 

Destes, somente os extratos das folhas de Conchocarphus heterophllus e dos ramos de 

Trichilia ramalhoi foram mais ativos, inibindo em 99% e 84% as formas 

tripomastigotas, respectivamente, porém foi necessário utilizar uma concentração de 

4000 µg/mL. Assim, nossos dados demonstraram que os PLT de G. americana foram 
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muito mais ativos contra as formas tripomastigotas quando comparados a esses extratos.  

Similarmente, três frações obtidas por cromatografia em Sephadex do 

extrato etanólico das folhas da espécie B. crassifolia inibiu o crescimento do parasito 

com uma CI90 de 98,7, 89,3 e 94,3 µg/mL. Das doze frações obtidas do extrato etanólico 

de Neurolaena lobata, somente a fração 2 (fração butanol) demonstrou uma inibição de 

90% na concentração de 25,6 µg/mL, enquanto que as demais só foram capazes de 

inibir na concentração acima de 200 µg/mL (BERGER, et al., 1998). Mafezoli et al. 

(2000) avaliou a atividade de nove espécies de plantas da família Rutaceae contra a 

forma tripomastigota de T. cruzi. Trinta e dois extratos brutos foram testados, desses, 

somente oito mostraram significativa atividade.  O mais ativo foi obtido do caule de 

Pilocarpus spicatus que lisou o parasito em 97,3% (CI50 – 650 µg/mL). Neste mesmo 

estudo também avaliaram as frações, das vinte e cinco isoladas, apenas duas mostraram 

ser mais ativas, as das folhas de Almeidea coerulea (fração butanol) e Conchocarpus 

inopinatus (fração diclorometano) que causaram inibição de 100% do parasito, com 

uma CI50 de 940 e 1290 µg/mL, respectivamente. Quarenta e três frações de plantas das 

famílias Meliaceae e Rutaceae foram avaliadas. As frações de C. heterophyllus e de 

Galipea carinata foram mais ativas, lisando em 100% o parasito na concentração de 

2000 µg/mL (IMUZI et al., 2011).  

A literatura é escassa em demonstrar os efeitos de polissacarídeos sobre as 

formas evolutivas de T. cruzi. Previamente foi demonstrado o efeito de polissacarídeos 

contra Leishmania sp. Vale destacar que existem diferenças entre os protozoários 

parasitários, como Trypanosoma sp., Leishmania sp., Plasmodium sp., e Trichomonas 

vaginalis  que são bem conhecidas, porém  os parasitos que causam leishmaniose e 

tripanossomíase estão relacionados e compartilham certas características bioquímicas e 

celulares (DAVIS; KEDZIERSKI, 2005). Sendo assim, provavelmente esta similaridade 

pode estar relacionada a alvos semelhantes, podendo os parasitos serem suscetiveis as 

mesmas substâncias.   

Polissacarídeos podem atuar como imunomoduladores não apenas em suas 

formas nativas, mas também complexados com metais. Estudos da complexação de 

polissacarídeos com metais, em especial o vanádio colocaram estas moléculas como 

promissoras no desenvolvimento de fármacos com atividade leishmanicida (NOLETO, 

2002). A xiloglucana obtida de sementes de Hymenaea courbaril (jatobá - XGJ) e seu 

complexo (XGJ:VO) exibiram  atividade leishmanicida. XGJ (25 μg/mL) reduziu o 

crescimento da forma promastigota de L. amazonensis em 59%, enquanto que sua forma 
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complexada, XGJ:VO nas concentrações de 5 μg/mL e 10 μg/mL reduziu o crescimento 

em 63% e 58% , respectivamente, em relação ao controle após 48 h de tratamento. 

Efeito semelhante também foi observado após 48 h de tratamento em duas preparações 

de galactomananas (GALMAN-A e GALMAN-B) de sementes de Mimosa scabrella 

(bracatinga). A GALMAN-A (100 μg/mL) reduziu o crescimento do protozoário em 

60%. O complexo GALMAN-A:VO na concentração de 25 μg/mL reduziu o 

crescimento da forma promastigota de L. amazonensis em aproximadamente 68%. 

GALMAN-B na concentração de 100 μg/mL reduziu o crescimento da forma 

promastigota de L. amazonensis em aproximadamente 67%, enquanto que o complexo 

GALMAN-B:VO reduziu em 65% o crescimento do protozoário na concentração de 10 

μg/mL (AMARAL, 2011). No entanto, o possível efeito destes compostos foram 

atribuidos a presença do metal em sua estrutura sendo necessário realizar uma 

complexação química para potencializar o efeito sobre o protozoário, diferente dos PLT 

e f-PL de G. americana.  

Os testes de citotoxicidade in vitro são fundametais pois fornecem 

informações que norteiam o delineamento experimental, como a definição das 

concentrações do composto estudado e o tempo de tratamento.  

Produtos naturais de plantas são uma fonte alternativa de drogas para o 

combate de infecções por T. cruzi, alguns dos quais exibem atividade tripanocida e 

baixa toxicidade (LUIZE et al., 2005; SÜLSEN et al., 2006; ROJAS; SOLÍS; 

PALACIOS, 2010). No presente estudo, foi observado que o extrato da espécie G. 

americana apresentou efeito citotóxico apenas nas duas maiores concentrações (1500 e 

3000 μg/mL), sendo obtido uma CC50 de 2250 μg/mL, no qual foram capazes de matar 

o parasito sem causar danos as células hospedeiras LLC-MK 2.  Além disso, as f-PL (FI e 

FII), no período de 24 h de exposição, não apresentou nenhuma citotoxicidade nas 

concentrações testadas (2,92 a 1500 µg/mL). 

Semelhantemente, duas neolignanas obtidas de plantas do nordeste 

brasileiro foram efetivas contra tripomastigotas e não causaram morte significativa 

sobre macrófagos peritoneais (CABRAL et al., 2010). Contrariamente, a fração acetato 

de etila das folhas de Lygodium venustum nas concentrações de 500 e 100 µg/mL 

apresentaram toxicidade em fibroblastos de 67% e 30%, respectivamente, e a fração 

metanólica (500 µg/mL) causou uma toxicidade de 53% (MORAIS-BRAGA et al., 

2013). Extrato metanólico das folhas de Quercus borealis e da raíz de Zingiber 

officinale apresentaram elevada citotoxidade para células VERO, inibindo em até 100% 
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a viabilidade nas concentrações de 25, 50 e 100 µg/mL (SHABA et al., 2001).  

Uma galactomanana do líquen Ramalina celastri (GMPOLY) não afetou a 

viabilidade de macrófagos peritoneais, em concentrações 0,5 a 2 mg/mL durante 2 h de 

incubação. Enquanto que nos períodos de 24 e 48 h, GMPOLY nas concentrações de 

0,25 a 0,75 mg/mL e 2 mg/mL respectivamente, afetou a viabilidade destas células em 

aproximadamente 20% para ambos os tempos de incubação (NOLETO, 2002). 

Arabinogalactana (ARAGAL) não sulfatada mostrou ser tóxico em concentrações até 

300 µg/mL em até 5 h de incubação para macrófagos (MORETÃO et al., 2003, 2004). 

Como podemos observar, a citotoxidade pode variar conforme o tipo celular, o tempo de 

incubação das substâncias em estudo, a natureza da substância e o método utilizado. 

Consequentemente, as informações referentes aos estudos de citotoxicidade devem ser 

cuidadosamente interpretadas, levando em consideração principalmente a aplicação 

destinada àquela substância ou método (CAVALIERI et al., 2011). 

Determinadas as concentrações não tóxicas, avaliou-se o SeI dos PLT das 

folhas de G. americana sobre T. cruzi em relação as células hospedeiras LLC-MK2.  

Essa avaliação é considerada importante, visto que uma substância é considerada 

promissora como fármaco citotóxico se ela apresentar seletividade sobre as células-alvo, 

sem lesar expressivamente a célula hospedeira (PEÑA; SCARONE; SERRA, 2015). 

Os PLT apresentaram toxicidade em 24 h sobre as células LLC-MK2 apenas 

nas duas maiores concentrações, sendo mais tóxica para os protozoários do que para as 

células de mamíferos. Considerando as concentrações de LC50 contra as formas 

tripomastigotas, o SeI foi de 4,8, demonstrando ser 2,08 vezes maior do que ao BZ, a 

droga usada atualmente para tratar a DC. Desta forma, os PLT demonstraram boa 

seletividade contra a cepa Y de T. cruzi. Esse indíce foi semelhante ao de extratos 

metanólicos de plantas medicinais da Arábia Saudita e do Iêmen e de óleos essenciais 

das folhas de Lippia origanoides, Justicia pectorales e Vitex agnus-castus que exibiram 

atividade tripanocida com um SeI <4 (MOTHANA et al., 2014; BORGES et al., 2012). 

Como as f-PL não apresentaram citotoxicidade frente às células hospedeiras, 

sugerimos através da estimativa matemática que o SeI de FI foi superior a 15 e de FII 

superior a 65, demonstrando desta forma um resultado bem promissor para o 

desenvolvimento de novas drogas contra T. cruzi.  Quando o SeI é > 50, significa dizer 

que satisfaz os critérios exigidos pelo WHO/TDR para T. cruzi sendo considerado um 

critério de sucesso para atividade contra protozoários (NWAKA; HUDSON, 2006). 

Além disso, subsequentes ensaios in vivo são recomendados apenas para compostos que 
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atinjam um  SeI ≥ 50 (NWAKA; HUDSON, 2006). 

Estudos anteriores demonstraram atividade citotóxica de extratos brutos de 

várias espécies de plantas contra formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de 

T. cruzi (MAFEZOLI et al., 2000; PIZOLATTI et al., 2002; MOLINA-GARZA et al., 

2014; MEIRA et al., 2015). No entanto, não foi encontrado na literatura nenhum dado 

referente à atividade de polissacarídeos de plantas sobre o parasito T. cruzi.  

Neste estudo, também avaliamos o efeito antiamastigota dos PLT e f-PL das 

folhas de G. americana em 24 e 48 h. PLT e f-PL foram testados sobre essa forma em 

duas concentrações, CI50 e CI50/2, selecionadas a partir dos ensaios sobre as formas 

tripomastigotas.  

A atividade antiamastigota dos PLT em estudo evidenciaram que a CI50 e 

CI50/2 tanto em 24 como em 48 h, reduziram o percentual de células infectadas, o 

número de amastigotas/100 células e o índice de sobrevivência. Em FI, somente a CI50 

inibiu o percentual de células infectadas e o número de amastigotas/100 células. 

Enquanto que em 48 h, ambas as concentrações reduziram todos os parâmetros 

avaliados.  Já FII, a CI50 e CI50/2 em ambos os tempos analisados, reduziram o 

percentual de células infectadas, o número de amastigotas/100 células e o índice de 

sobrevivência. Além disso, as concentrações utilizadas não causaram efeito citotóxico 

sobre as células LLC-MK2, indicando que os polissacarídeos reduziram a proliferação 

de formas amastigotas sem lesar as células hospedeiras. Como visto, FII foi mais 

potente que FI, corroborando o efeito desta fração sobre as formas tripomastigotas. 

Formas amastigotas correspondem ao estágio evolutivo multiplicativo 

intracelular encontrado no hospedeiro vertebrado e intrinsicamente ligado ao 

desenvolvimento do parasitismo tissular, sendo de grande importância para o 

desenvolvimento da forma crônica da doença e na prospecção de um novo 

quimioterápico (CLAYTON, 2010).  De todas as formas do parasito, a mais difícil de 

ser afetada é a forma amastigota, pois seu habitat natural está dentro das células 

hospedeiras, que possuem vários mecanismos para proteger a célula contra agentes 

citotóxicos. Os compostos devem ter a capacidade de atravessar a membrana plasmática 

do hospedeiro e, portanto, substâncias que aumentam sua permeabilidade ou atuam 

sobre bombas de efluxo devem ser consideradas.  

Compostos ativos contra formas amastigotas foram obtidos de plantas e 

foram capazes de reduzir a proliferação do parasito (UCHIYAMA et al., 2002). O 

fracionamento do extrato metanólico das folhas de Alchornea glandulosa resultou na 
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obtenção de um alcalóide de guanidina chamado de alchornedina.  Este composto exibiu 

atividade antiprotozoária contra formas amastigotas de T. cruzi (cepa Y), apresentando 

uma CI50 de 27 μg/mL (BARROSA et al., 2014). Compostos isolados de Pseudocedrela 

kotschyi (Meliacea) exibiram atividade contra formas amastigotas apresentando uma 

CI50 > 30 μg/mL (IZUMI et al., 2011). 

Marcolino (2010) avaliou in vitro a atividade leishmanicida sobre as formas 

amastigotas de L. amazonensis de polissacarídeos sulfatados obtidos de macroalgas 

marinhas. O polissacarídeo Go3 apresentou atividade a partir da concentração de 5 

μg/mL chegando a 55% de inibição em 10 μg/mL. Iota-Gy iniciou sua atividade já em 

2,5 μg/mL e atingiu 50% de inibição em 10 μg/mL. EHW-I exibiu o efeito 

leishmanicida mais intenso em todas as concentrações, atingindo 98% de inibição com 

10 μg/mL. Amaral (2011) avaliou a atividade leishmanicida de diferentes 

polissacarídeos de fontes vegetais e complexados com metal. Os resultados obtidos 

neste estudo indicaram que os polissacarídeos complexados potencializaram a atividade 

leishmanicida contra as formas amastigostas de L. amazonensis. No presente estudo, os 

polissacarídeos de G. americana não apresentam grupos sulfato em sua estrutura 

química e não sofreram nenhum tipo de alteração química, desta forma, apresentaram 

uma promissora atividade frente às formas amastigotas de T. cruzi. 

A partir dos dados obtidos, avaliamos o mecanismo de ação antiparasitário 

utilizando formas epimastigotas. Para identificar o mecanismo de morte celular 

induzido pelos PLT e f-PL das folhas de G. americana, inicialmente foram analisados os 

processos clássicos de necrose/apoptose utilizando os corantes fluorescentes 7-AAD e 

anexina V/PE (KUMAR et al., 2015). Essa metodologia permite a divisão de células 

suspensas em diferentes populações: células viáveis, que não estão marcadas por 

nenhum dos fluorocromos; células necróticas, marcadas unicamente com 7-AAD; e 

células apoptóticas, marcadas unicamente com Ax/PE. As células duplamente marcadas 

são consideradas em apoptose tardia ou em necrose secundária (MELLO et al., 2014). 

Após 24 h de incubação foi observado que tanto os PLT quanto as f-PL 

exibiram um aumento significativo na fluorescência de células duplamente marcadas e, 

principalmente, aquelas marcadas com 7-AAD após 24 h de tratamento em comparação 

com os parasitos não tratados, indicando alteração da integridade da membrana celular, 

sugerindo morte celular por necrose. As principais características deste tipo de morte 

celular envolvem alterações dramáticas na mitocôndria incluindo a despolarização 

mitocondrial, a depleção de ATP, geração de EROs, a vacuolização citosólica, perda da 
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homeostase de cálcio e principalmente ruptura da membrana plasmática (MENNA-

BARRETO; CASTRO 2015; MENNA-BARRETO et al., 2007). 

Dentre as organelas encontradas no T. cruzi, a mitocôndria é classificada 

como uma das principais estruturas alvos para potenciais quimioterápicos, devido a suas 

características distintas em relação às encontradas em mamíferos superiores, além de se 

mostrar particularmente sensíveis a ação de compostos-testes (SHANG et al., 2009).  

Para confirmar se havia alteração no potencial de membrana e esta estar 

relacionada ao tipo de morte celular do parasito, utilizamos a Rho 123, marcador que se 

acumula especificamente na mitocôndria de células viáveis (DARZYNKIEWICZ et al., 

1981). A marcação com Rho 123 mostrou que os polissacarídeos apresentaram efeito 

sobre o potencial de membrana mitocondrial, onde foi observado uma redução do 

acúmulo do corante nas mitocôndrias pela diminuição da intensidade de fluorescência 

das células marcadas, sugerindo a perda de integridade da membrana mitocondrial.  

Alteração no potencial transmembrânico da mitocôndria podem levar a uma 

alteração da homeostase intracelular de íons, causando desta forma uma disfunção 

mitocondrial e uma diminuição na produção de ATP levando a perfis de morte celular 

programada, como a necrose (ZONG; THOMPSON, 2006). Outro fator associado às 

alterações no potencial da membrana mitocondrial é a geração de EROs, um produto 

comum a várias drogas tripanocidas que atuam nesta organela (MENNA-BARRETO et 

al., 2009). 

Com o objetivo de verificar e confirmar se os polissacarídeos em estudo 

induziam a produção de EROs foi utilizado o H2DCFH-DA, um reagente que é 

internalizado pelas células e convertido em produto fluorescente na presença de EROs 

no citoplasma (SILVEIRA, 2004). Após 24 h de incubação foi observado que tanto os 

PLT quanto as f-PL demonstraram aumento significativo da intensidade de 

fluorescência, demonstrando indução de stress oxidativo no interior da célula. 

Em seu ciclo biológico, o T. cruzi precisa lidar com diferentes 

microambientes redox, por habitar compartimentos biológicos distintos. Dessa forma, 

esse parasito possui um extenso e diferenciado mecanismo de detoxificação, que atua 

com o objetivo de protegê-lo do ataque de moléculas oxidantes (IRIGOÍN et al., 2008). 

Produtos naturais exibem atividade tripanocida ao interferir com o equilíbrio redox dos 

parasitos, atuando na cadeia respiratória ou na defesa celular contra o stress oxidativo. 

Isso ocorre porque os produtos naturais possuem estruturas capazes de gerar radicais 

que podem causar dano peroxidativo à tripanotiona redutase, uma enzima detoxificante 
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muito sensível às alterações no equilíbrio redox (ATAWODI et al., 2003). 

Embora o DCF seja uma sonda inespecífica, vários autores descrevem sua 

importância como marcador do stress oxidativo celular (COWLEY et al., 2017; KIM et 

al., 2017; LAJKO et al., 2017; MC MURRAY; PATTEN; HARPER, 2016). Seu 

mecanismo permite a identificação da produção intracelular de EROs, tal como o 

peróxido de hidrogênio, oxigênio singlete e anion superóxido. Nossos dados 

demonstraram que os polissacarídeos de G. americana induziram um aumento de EROs 

intracelular, que pode estar associado ao seu efeito tripanocida.  

Alterações morfológicas após 24 h de tratamento com os polissacarídeos 

foram observadas na topografia do parasito após análise das imagens por microscopia 

eletrônica de varredura. Foram observadas alterações na forma do corpo, como 

arredondamento e encurtamento do parasito; vazamento aparente de conteúdo 

citoplasmático e degradação da membrana celular com poros, achados indicativos de 

dano necrótico, corroborando com os dados de marcação predominante por 7-AAD 

(MENNA-BARRETO et al., 2009). 

Com o objetivo de investigar a participação de H2O2 no efeito biológico dos 

polissacarídeos sobre T. cruzi, realizamos o ensaio de bloqueio com catalase. É 

amplamente conhecido que essa enzima está ausente em tripanosomatídeos e, em alguns 

casos, essa deficiência enzimática é considerada importante para a ação antiparasitária 

de substâncias bioativas (BOVERIS et al., 1980). Desta forma, a produção de EROs é 

considerada um alvo adequado para drogas tripanocidas (FREIRE et al., 2017; 

TURRENS, 2004).  Neste estudo, foram realizados experimentos com a catalase a fim 

de identificar o possível envolvimento do H2O2 com o efeito dos polissacarídeos. Desta 

forma, não foi observada diferença significativa nas células tratadas com os 

polissacarídeos na presença de catalase, e, portanto, a adição de catalase ao experimento 

não alterou o efeito tripanocida dos polissacarídeos, sugerindo que seu efeito não está 

relacionado à produção de peróxido de hidrogênio.  

Embora a literatura demonstre vários estudos sobre compostos isolados de 

plantas com potencial tripanocida, pouco se sabe sobre seu mecanismo de ação. Além 

disso, não foram encontrados relatos experimentais sobre o efeito antiparasitário de 

polissacarídeos de plantas sobre T. cruzi. Desta forma, o presente estudo demonstrou 

pela primeira vez o efeito antiparasitário e o mecanismo de ação dos polissacarídeos 

isolados das folhas de G. americana sobre todas as formas evolutivas de T. cruzi, 

apresentando-se como substâncias promissoras, oriundas de fontes naturais contra a DC. 
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8. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou o efeito e o mecanismo antiparasitário in 

vitro de extratos polissacarídicos obtidos de vegetais. Os polissacarídeos das folhas de 

Genipa americana foram os mais promissores, apresentaram efeito sobre as formas 

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas da cepa Y de Trypanosoma cruzi, com alta 

seletividade (FI) e sem causar toxicidade in vitro (FI e FII) sobre as células hospedeiras 

LLC-MK 2. As alterações celulares relacionadas ao mecanismo de morte celular sugerem 

a indução de necrose com alteração do potencial transmembrânico mitocondrial, 

levando a liberação de espécies reativas de oxigênio. Os resultados observados 

demonstram que os polissacarídeos das folhas de G. americana são substâncias 

promissoras para o estudo e desenvolvimento de novos fármacos antiparasitários a 

serem utilizados no tratamento da doença de Chagas.  
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