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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo pardsipanosoma cruzeé considerada uma
doenca tropical negligenciada. No Brasil, apena®eozonidazol é utilizado no
tratamento apresentando eficacia limitada e efe#tdgersos relevantes. Produtos
naturais de plantas sao uma fonte promissora d@mslf@ara o combate de infec¢des por
T. cruzi Na busca de alternativas terapéuticas, o presetialho avaliou o efeito de
polissacarideos vegetais sobre as formas evolutiea3. cruzi e investigou seu
mecanismo de acdo. O po obtido das partes vedétas foi suspenso em metanol,
homogeneizado e filtrado. O residuo foi suspensoNa®H 0,1 M (1:50, p/v),
homogeneizado e centrifugado (1445gx 15 min., TA). Os sobrenadantes foram
reunidos, neutralizados, precipitados e centrifoga@ precipitado foi dialisado,
centrifugado e o sobrenadante liofilizado (polissateos totais-PLT). Os PLT foram
dissolvidos em agua destilada (2:1, p/v), aplicagimscromatografia de troca i6nica
(DEAE-celulose) e as fracbes acidicas eluidas cattIN0,1-1,0 M). As fracdes
majoritarias (FI e FIl) foram dialisadas e liofdidas. PLT e fragBes foram analisados
quanto aos teores de carboidratos, acido urénmmteinas. Os polissacarideos foram
avaliados sobre as formas epimastigotas (24, 48, #pomastigotas (24h), amastigota
(24 e 48h) deT. cruzi Foi também avaliada a citotoxicidade sobre célulaC-MK;
(MTT). Ensaios de citometria de fluxo (7AAD/anexivWa Rho123, HDCFH-DA e
Laranja de Acridina) foram realizados para a agabado mecanismo de morte celular.
Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi w#da para observar possiveis
alteracOes ultraestruturais. Os PLT e fracOes aptasam altos teores de carboidratos
(23-54,6%), &cido urdnico (9-30%) e baixa contamg@oaprotéica (0,56-5%). Os PLT
de todas as espécies inibiram o crescimento dasmfoepimastigotas e tripomastigotas,
dentre estas os PLT das folhas @eamericanadestacaram-se por apresentarem as
menores G frente aos ensaios tripanocidas, além de baixaogitlade sobre LLC-
MK,. PLT [epimastigota (Géan = 7402£0,07 pg/mL; Ghbush = 710+0,05 pg/mL;
Clso/72n = 870+0,05 pg/mL); tripomastigota (€= 470+0,08 pg/mL)]; LLC-MK
(CGC50=2250+0,07 png/mL)]. Quanto as fracdes (Fl e Fiberaas Fl apresentousgpara
formas epimastigotas [(6s}24 = 580%0,17 pg/mL; Gb/as n= 530£0,13 pg/mL; Gb72n

= 500+0,14 pg/mL)]. Ja em tripomastigotas apresantaas seguintes lsg FI (LCso=
100+0,09 pg/mL) e FlI (L6= 230,06 pg/mL). Fl e Fll ndo causaram toxicidadere

as células hospedeiras, apresentando indice d&iskelde superior a 15 (FI) e 65 (FlII).
PLT (235 e 470 pg/mL) e fracbes [FI (50 e 100 p g/l (11,5 e 23 pg/mL)] também
apresentaram efeito antimastigota, com reducacedmeptual de células infectadas, do
namero de amastigotas/células e do indice de sebreva. Ensaios de citometria de
fluxo com 7AAD/anexina V, demostraram uma maioryapao de parasitos marcados
com 7-AAD, nas concentracdes avaliadas [PLTs(€T40 pg/mL) e FlI (Gb - 580
png/mL)] sugerindo morte induzida por necrose. Eguska foram realizados ensaios
com Rho 123, bEDCFH-DA e Laranja de Acridina, para investigar #&racdes do
potencial transmembréanico mitocondrial, envolvinoente EROs e a deteccdo de
vacuolos acidicos. Os resultados demonstraram gqueehalteracdo do potencial
transmembranico e aumento de EROs. A via de maeltgar doT.cruzipor mecanismo
necrotico foi confirmada por MEV, onde foi obsergaalteracdes no formato tipico,
arredondamento e encurtamento do parasito e deg@dia membrana celular com
poros. Em conclusdo, os polissacarideos de todass@écies vegetais inibiram o
crescimento das formas epimastigotas e tripomdatigdentre estas os polissacarideos
das folhas dé&. americananibiram todas as formas evolutivas de cepa Y.deruzi
com alto indice de seletividade (FIl), com indud@mecrose estressoxidativo.
Palavras-chave Trypanosoma cruzpolissacarideos vegetais, necrasessoxidativo.



ABSTRACT

Chagas disease caused by the pardsipanosoma cruzis considered a neglected
tropical disease. In Brazil, only benzonidazolessd in treatment with limited efficacy
and relevant adverse effects. Natural plant pradact a promising source of drugs for
the fight againstT. cruzi infections. In the search for therapeutic altewest the
objective was to evaluate the effect of plant patgharides on the evolutionary forms
of T. cruziand to investigate its mechanism of action. Theqey obtained from the
vegetable parts (5 g) was suspended in methanoip@enized and filtered. The residue
was suspended in 0.1 M NaOH (1:50, w/v), homogehael centrifuged (1445 x g, 15
min, r.t). Supernatants were pooled, neutralizegcipitated and centrifuged. The
precipitate was dialyzed, centrifuged and the Iyopd supernatant (total
polysaccharides-TP). The TP were dissolved inlidtivater (2: 1, w/v), applied in ion
exchange chromatography (DEAE-cellulose) and adrditions eluted with NaCl (0.1-
1.0 M). The majority fractions (FI and FIlI) wereatlised and lyophilized. TP and
fractions were analyzed for carbohydrate, uronied agnd protein contents.The
polysaccharides were evaluated on epimastigoteA@472 h), trypomastigotes (24 h),
amastigote (24 and 48h). Cytotoxicity on LLC-MK2IsgMTT) was also evaluated.
Flow cytometry assays (7AAD/annexin V, Rho123DEBFH-DA and Acridine Orange)
were performed for the evaluation of the mechanidnaell death. Scanning electron
microscopy (SEM) was used to observe possible stitretural changes. TP of all
species inhibited the growth of epimastigote aggddmastigote forms, among these the
TP of the leaves db. americanavere distinguished by their lowerdgcompared to the
trypanocidal assays, in addition to low cytotoxicdn LLC-MK,. TP [epimastigote
(ICso/24h = 740 = 0.011g / mL; 1G¢/48h = 710+0.05ug / mL; IGy/72h = 870£0.05
pg/mL); trypomastigote (L& = 470+0.08pug/ml)]; LLC-MK2 (CCso = 2250+0.07
png/mL)]. As for fractions (FI and FIl), only FI prested 1G, for epimastigote forms
[IC50/24 h = 580+0.1701g/mL; IC5¢/48 h = 530£0.13ug/mL; 1Cs5¢/72 h = 500+0.14.19
mL)]. In trypomastigotes, the following Lg were present: FI (L§ = 100+0.09
pug/mL) and Fll (LGo = 23+0.06pug/mL). FI and FII did not cause toxicity on the hos
cells, with a selectivity index higher than 15 (&hd 65 (FII). TP (235 and 4{@/mL)
and fractions [FI (50 and 10Qg/mL); FIl (11.5 and 23ug/mL)] also showed
antimastigote effect, with a reduction in the patage of infected cells, number of
amastigotes/cells and survival index. After 7AADIarin V, flow cytometry assays
demonstrated a higher population of 7-AAD-labeledagites at the concentrations
tested [TP (IGo -740ug/mL) and FI (IGo — 580ug/mL)] suggesting that death induced
by the polysaccharides is predominantly by necrdhen, Rho 123, #DCFH-DA and
Acridine Orange tests were performed to investighéechanges of the mitochondrial
transmembrane potential, the involvement ofsR@d detection of acidic vacuoles. The
results showed that there was alteration of trandon@ne potential and increase of
ROs. The cell death pathway ®fcruzi by a necrotic mechanism was confirmed by
MEV, which demonstrated changes in the typical famounding and shortening of the
parasite and degradation of the cell membrane witines. In conclusion, the
polysaccharides of all plant species inhibited gmewth of the epimastigotes and
trypomastigote forms, among which the polysacclesrieof G. americanaleaves
inhibited all evolutionary forms of Y strain @t cruzj with high selectivity index (FII),
with induction of necrosis and oxidative stress.

Key words: Trypanosoma cruzplant polysaccharides, necrosis, oxidative stress
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas: histérico e epidemiologia

No ano de 1909, no municipio de Lassance, Minasi§enp cientista
brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas fez escdberta da Tripanossomiase
Americana, conhecida popularmente por doenca degd@Sh#&DC). Neste periodo,
Chagas observou a presenca abundante de barbafraasas de pau-a-pique tipicas da
regido, caracterizado-os como insetos hemipteromrddia Reduviidae e subfamilia
Triatominae. Além disso, identificou também o agemtioléogico da doencga, o
protozoario flageladdrypanosoma cruzidescreveu as formas clinica da doenca e os
comprometimentos dos sistemas digestivo, cardiawmueologico. Hoje, essa doenca é
considerada negligenciada e possui ampla distdbupelo mundo (CHAGAS, 1909;
CHAGAS, 1911; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2009; SIEWRA, 2011).

A DC é endémica em 21 paises latino-americanossullodos Estados
Unidos (EUA) ao norte da Argentina e do Chile. Tenlimitado a areas rurais pobres
da América Central e do Sul, onde a transmiss&mrige€ a principal via de contagio
(FELICIANGELI et al., 2003; SAMUELS et al., 2013).

Com a recente migragdo interna das areas rurads ggm@reas urbanas, a
transmissao congénita e a doacao de sangue pammidgue a doenca se espalhasse para
regides anteriormente nao afetadas, principalmesri@ as grandes areas urbanas, onde
os ciclos da doenga urbana foram estabelecidogess geriféricas (BOWMAN et al.,
2008). A prevaléncia da infec¢cdo por cruzi € mais alta na Bolivia, Argentina,
Paraguai, Equador, El Salvador e Guatemala (WHDQRMos EUA, ciclos enzooéticos
de transmissdo d€. cruziforam estabelecidos em algumas areas dos estadssl,d
embora apenas algumas infec¢cfes autdctones temtamelsitadas (BERN et al., 2011;
HERNANDEZ et al., 2016).

Desde o inicio da década de 90, as medidas me&ze§ para o controle da
DC na América Latina foram programas de controlened e testes obrigatorios para
bancos de sangue (YAMAGATA; NAKAGAWA, 2006; WHO, @).
Consequentemente, a prevaléncia diminuiu substaraiée, e a transmissao vetorial
foi interrompida no Uruguai em 1997, no Chile er®9,9% na maior parte do Brasil em
2000 (WHO, 2002, SALVATELLA; IRABEDRA; CASTELLANOS,2014). No

entanto, a frequéncia de transmissdo aumentou gilesecomo a bacia amazdnica
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(transmissdo oral) (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 20)2e algumas areas do
Gran Chaco (devido a resisténcia aos piretroidesyetor) (GUREVITZ et al., 2013).

A DC atravessou fronteiras internacionais e torseusma epidemia global
(SCHMUNIS; YADON, 2010), na medida em que podetsmmsmitida em regifes nao
endémicas. A prevaléncia de infeccdo em migraratsolamericanos que vivem na
Europa € estimada em 4,2%, com maior prevaléntia emngrantes da Bolivia (18,1%)
e do Paraguai (5,5%) (REQUENA-MENDEZ et al., 20MNgs EUA, cerca de 300.000
imigrantes sédo estimados com infeccao ocruzi (BERN; MONTGOMERY, 2009).
No entanto, o indice estimado de subdiagnéstice éetlca de 95% (BASILE et al.,
2011) somados a experiéncia insuficiente dos miofisis de salde nessa area
(STIMPERT; MONTGOMERY, 2010).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OM&nasem 8 milhdes
0 numero de pessoas infectadas em todo o mundidp semaioria na América Latina,
com mais de 10.000 mortes por ano (WHO, 2017)gAr& 1 apresenta a distribuicdo
mundial da DC.

Figura 1 - Distribuicdo mundial de casos de ind@cporTrypanosoma cruznos anos
de 2010 a 2013.

Ectimated rurnbar of T, crus infecbed oacec
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Fonte:http://www.who.int/neglected diseases/2010repaft/en
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No Brasil, a prevaléncia da DC teve inicio entrengs de 1975 e 1980, na
populacao rural, com aproximadamente 6,5 milhGegedsoas infectadas pbrcruzi
Em 1996, o numero foi estimado para 1,96 milhdes pdssoas infectadas e,
posteriormente, apds 2000, a Organizacdo Pan-Aamerida Saude (OPAS) estimou o
namero de pessoas expostas ao risco em areas eadé@mi 21,8 milhdes, sendo de 1,9
milhBes o nimero de pessoas infectadas. Nesteogstsidnaiores prevaléncias foram
verificadas em mulheres, maiores de 60 anos, rasisi@as regides Nordeste e Sudeste
e em areas mistas, urbana/rural (DIAS et al., 2016)

Entre os anos de 2000 a 2013 foram notificadosOlcagos da doenca de
Chagas aguda (DCA), onde a maioria destes cast30(1.91,1%) concentrava-se na
regido Norte, seguidos das regides Nordeste (78%) Sul (28 - 0,2%), Centro-Oeste
(27 - 1,8%) e Sudeste (12 - 0,8%) (Figura 2). R&sse que o estado do Para foi
responsavel por 75% de todos os casos no pais &pordos casos da regidao Norte
(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2015).

Figura 2 - Distribuicdo dos surtos da doenca deg&haguda ocorridos no Brasil, no
periodo de 2005 a 2013.
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Regido Amazénica

Fonte: Sinan e CGDT/DEVIT/SVS/MS. Atualizado em oi2014
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1.2 Trypanosoma cruzi

O agente etiolégico da doenca, um protozoario lalpepertencente ao filo
Sarcomastigophora, classe Zoomastigophora, ordemetdfilastida e familia
Trypanosomatidae (NEVES; FILIPPIS, 2010). Sao piss heteroxenos, que
apresentam uma variedade de hospedeiros vertebrnagwesentados por diferentes
animais domeésticos e silvestres. Quanto aos hospsdédnvertebrados sao
representados por numerosas espécies de hemipbenostofagos da familia
Reduviidae, conhecidos popularmente como “barbe{MEVES; FILIPPIS, 2010).

O T. cruzipossui ciclo de vida complexo que requer passadaigatdria
por um hospedeiro invertebrado, o inseto vetotamdneo, e um hospedeiro vertebrado
(BONNEY; ENGMAN, 2010). Durante seu ciclo de desamimento, o parasito
apresenta trés formas evolutivas morfologica eifumramente distintas: epimastigota,
forma replicativa n&o infectante, presente no tirtes superior do inseto;
tripomastigota, forma nao replicativa infectanteesgnte na porcao posterior do
intestino do inseto e sangue periférico; e amatstjgimrma replicativa intracelular
(Figura 3) (ABE et al., 2002; ROMERO; MORILLA, 20)L

A forma epimastigota possui forma alongada e adhata cinetoplasto
situa-se préximo ao nucleo e a bolsa flagelar abréateralmente. O flagelo emerge
afastado da extremidade anterior, porém se manbésxa & membrana do citossomo
por uma prega da bainha flagelar denominada “memabrndulante” por¢cdo né&o
funcional que acompanha o flagelo. Este se tokma §6 depois de ultrapassar o polo
anterior da célula (BRENER et al., 2000; SOUZA,2REY, 2013).

As formas tripomastigotas sdo classificadas em cidditzas e sanguineas.
Os tripomastigotas metaciclicos sdo encontrados hespedeiros invertebrados,
apresentam forma fina, com cinetoplasto grandegneal e afastado da extremidade
posterior, nucleo alongado e de estrutura froux@nbrana ondulante estreita e curto
flagelo livre (NEVES; FILIPPIS, 2010; REY, 2013)n@uanto que os tripomastigotas
sanguineos sao encontrados nos hospedeiros vedspgodendo apresentar formas
finas ou largas, o citossomo quando fixado, adotegeral a forma de um “C”, outras
vezes a de um “S”, com extremidade posterior. A brama ondulante tem proporcéo
estreita e pouco pregueada, o segmento livre gellaepresenta aproximadamente um
terco do comprimento total e o nucleo ocupa umagmmeédia do corpo celular
(BRENER et al., 2000; NEVES; FILIPPIS, 2010; REW¥13).
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Figura 3 — Formas evolutivas doypanosoma cruzi.

Legenda: (A) Epimastigota, (B) Tripomastigota, KB)astigota. N= n(cleo, k= cinetoplasto, F= flagelo.
Fonte: Adaptado de ESCHENAZI (2009).

A forma amastigota apresenta pequenas dimensdestermos circulares,

ovoides ou fusiformes. O corpo é achatado, com @aitoplasma e nucleo redondo e
excéntrico com tamanho relativamente grande. Otajtesto se faz bem visivel na
microscopia Optica, sendo o oposto do flagelo, gstar invaginado ao segmento
intracelular, logo ndo sendo evidenciado em prgfas coradas e examinadas. A
mobilidade desta forma do parasito é quase nulaldeévauséncia da parte externa do
flagelo. Esta forma evolutiva encontra-se em hospes vertebrados e possui
localizag&o intracelular (REY, 2013; SOUZA, 2013).

1.3 Biologia celular doTrypanosoma cruzi

Semelhantemente a outros eucariotos, os tripand&t@oa apresentam
diversas estruturas e organelas (Figura 4), alguels sdo encontradas em outros
organismos, enquanto que outras sao exclusivagesxdd funcdes essenciais para sua
sobrevivéncia e interagdo com hospedeiros.

O flagelo, que emerge ao longo do parasito, é respel pela mobilidade
das formas tripomastigotas e epimastigotas (DE SQQ2R02; ELIAS et al., 2007). A
mitocondria contém uma regido especializada codemomo cinetoplasto onde se

localiza uma vasta rede de acido desoxirribonuzléiZNA), chamado de DNA do
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cinetoplasto (kDNA) (LIU et al., 2005; DE SOUZA, @®. Nas formas epimastigotas e
amastigotas, o cinetoplasto apresenta uma moréolsignilar (STUART et al., 2008;
CAVALCANTI et al., 2009; GONCALVES et al., 2011).

Figura 4 — Estruturas celulares da forma epimaistigeT. cruzi

Microtibulos
subpelicularas

Axonema
Acidocalcissomo
Vacuolo
contratil Bolsa

Cinato- |
gl plasta Glicessoma

paraflagelar Mitocéndria

Fonte:Adaptado de DOCAMPO et al., 2005.

O nucleo apresenta um diametro de aproximadamente @5 com
cromatina altamente condensada, associada a feemando envelope nuclear que
apresenta continuidade com a membrana do reticudmpéasmatico. Nas formas
tripomastigotas o nucleo é central e alongado, amgugue nas formas epimastigotas e
amastigotas apresenta-se arredondado e com nuelédemte (DE SOUZA, 2002).

Os reservossomos apresentam forma esférica e saatelos na regiao
posterior de formas epimastigotas. Essas orgarsglasunicas e apresentam papel
central no ciclo de vida dd. cruzi em particular, nos epimastigotas. Além de
armazenar macromoléculas e concentrar hidrolasessbmicas, também degradam e
regulam proteinas (SOARES, 1999; DE SOUZA, 2002).

Outra organela importante pard. cruzi, assim como para outros
tripanosomatideosao os acidocalcissomas, que estao envolvidos arsds funcoes,
tais como armazenamento do calcio, magnésio, spdiassio, zinco, ferro e fésforo;
contribuindo para a osmorregulacao celular, emcées® com o vacuolo contratil (DE
SOUZA, 2002; MIRANDA et al.,, 2008). Os microtubulssibpeliculares conferem
maior resisténcia mecanica ao parasito (DE SOUDA92MENNA-BARRETO et al.,
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2009). Os glicossomos sao estruturas distribuidastoplasma e representam um tipo
especializado de peroxissomo, albergando algumemas da via glicolitica, que em
outros organismos, localizam-se no citoplasma (HAERT et al., 2003).

Algumas estruturas especializadas da membrana d@i@smconhecidas
como microdominios apresentam caracteristicasitiiste estdo envolvidas em funcfes
vitais no protozoério (DE SOUZA, 2002; 2009; PARS®)N004). O citostoma é uma
dessas estruturas, visualizado nas formas amastigoepimastigotas, esta localizado
proximo a bolsa flagelar, constituido de uma prdumvaginacdo da membrana que se
estende até a regido do nucleo. Juntos o citostaanaolsa flagelar estdo envolvidos na
absorcdo de nutrientes, através do mecanismo deitvgk (FIGUEIREDO; ROSA,
SOARES, 2000; PORTO-CARREIRO et al., 2000; DE SOUZ@209).

1.4 Vias de transmissao

1.4.1 Transmissao vetorial

Por essa via é necessario que ocorra a interagéohaspedeiro, onde o
vetor é o principal elo na cadeia dessa modaliddeletransmissdo. . cruzi
desenvolve-se principalmente em insetos da famRieduviidae e subfamilia
Triatominae Os triatomineos sdo considerados os vetoresimpmtantes da doenca
(SILVEIRA; DIAS, 2011).

O T. cruzi infecta mais de 100 espécies de mamiferos domgstco
silvestres e pode ser transmitido por mais de $p@aes de triatomineos. Existem 15
géneros que transmitem a infeccdo para seres hgmepmesentados principalmente
por Triatoma Panstrongyluse Rhodnius(WHO, 2015), agrupados em cinco principais
espécies com a seguinte distribuicdo geograficéatoma infestansé encontrado
normalmente no sudeste da América do Bhlpdnius prolixusio norte da América do
Sul e América CentralTriatoma dimidiatasAmérica do Sul e Central e México;
Panstrongylus megistusa regido do sudoeste dos Estados Unidos e ceudral
Argentina, Brasil e Paraguaileiatoma brasiliensisio Brasil (GALVAO et al., 2003).

No Brasil a transmissao vetorial foi substancialteereduzida frente aos
avancos tecnoldgicos utilizados no controle dasdaiiles de vigilancia epidemioldgica,
juntamente com estratégias para a identificacaprésenca do vetor, desencadeando

assim acoes de combate ao mesmo. O controle dantiss@o vetorial foi realizado com
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éxito em diversos paises do Cone Sul (FERREIRAVAI2006; SOBREIRA et al,
2001).

Apesar das medidas adotadas, o Brasil ainda apaeserca de dois a trés
milhdes de pessoas cronicamente infectadas comagifwa(MARTINS-MELO et al.,
2012). Atualmente, as regides de risco para artrissgo vetorial estdo concentradas
em: Alagoas, Bahia, Ceard, Distrito Federal, GoMaranhdo, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuaoi, Piarana, Rio Grande do Norte,
Rio Grande do Sul, Sergipe, Sdo Paulo e Tocarlistas sdo areas em que a Secretaria
de Vigilancia em Saude do pais visa realizar ungglavicia epidemiol6gica com a
finalidade de deteccéo vetorial e de prevencaaradgdo de colonias domiciliares do
vetor (MINUZZI-SOUZA et al., 2016).

1.4.2 Transmissao congénita

A transmissdo vertical da DC acontece predominagmiéen pela via
transplacentéaria, que ocorre tanto na fase agudat@una fase cronica da doenca em
qualguer periodo da gestacdo, sendo mais provavelltimo trimestre. Porém, a
transmissdo também pode acontecer no canal do, psiaoés do contato de mucosas
do feto com o sangue da mée contaminadd poruzi(GONTIJO et al, 2009).

Segundo dados da OMS, estima-se que 1.125.000 resilben idade fertil
estdo infectadas coi cruzina Ameérica Latina, com incidéncia de infec¢do caoitgé
de cerca de 8.668 casos anualmente e aproximada®@itt destes casos ocorrem no
México, Argentina e Colémbia (WHO, 2015).

Contudo, € importante ressaltar que mulheres mfieast em idade
reprodutiva podem transmitir o parasito aos seualt@entes durante sucessivas
gestacOes, desta forma esta via € considerada portante problema de saude, visto
que pode ser facilmente disseminado no tempo espage, devido as migragdes
(CARLIER; TRUYERS, 2010).

1.4.3 Transmisséo oral
Vérias sao as possibilidades de transmissao oral dazi,entre elas estao,

ingestao de leite materno da mae infectada; ingelt&sangue de mamifero infectado;

ingestdo de carne mal cozida de mamifero infectadpecialmente reservatérios
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silvestres; ingestdo de alimentos ou bebidas contalos com fezes ou urina de
triatomineos infectados pdr. cruzi ingestdo de alimentos ou bebidas contaminados
com urina ou secrecdo perianal de marsupiais adest porT. cruzi (CHIEFFI;
AMATO NETO, 2000; DIAS; AMATO NETO, 2011; REY, 20)3

Registros epidemiolégicos no Brasil remetem queaastnissdo oral dé.
cruzi vem ampliando a sua relevancia, registrando sudos microepidemias,
principalmente, nos estados do Amazonas, Rio Graled&ul, Para, Paraiba, Santa
Catarina, Bahia e Ceara (DIAS; AMATO NETO, 2011).

O Ministério da Saude contabilizou 112 surtos matéegio nacional entre
2005 e 2013, envolvendo em sua totalidade 35 npiogida Regido Amazénica. A
fonte provavel de infeccéo foi a ingestao de alitm®igontaminados com cruzi entre

eles, acai, bacaba, jaci, caldo de cana e palmibabacu (DIAS et al., 2016).

1.4.4 Transmissao transfusional

A transmissdo del. cruzi através da transfusdo sanguinea teve sua
ampliacédo devido ao processo de expansao da dpargas grandes cidades e capitais
de paises endémicos na América Latina (DIAS et2€ll6). Estima-se que 60% dos
individuos contaminados residem em espacos urlEnas grandes metropoles, destes,
aproximadamente 50% o parasito € identificado apeadase crénica constituindo um
grupo de potenciais doadores de sangue, aumenaasto o risco da DC transfusional
(CIMERMAN; CIMERMAM, 2008).

Na década de 80, o Brasil iniciou um rigoroso amatsobre os bancos de
sangue, como alternativa no controle da transmigeédransfusdo sanguinea. De fato,
0S numeros mostraram que na América Latina a @eva da infeccao diminuiu de 20
milhdes, inicio dos anos 90, a 10 milhdes no an20f®, e a populagéo de risco de 100
para 40 milhdes no mesmo periodo (DIAS et al, 2002)

1.4.5 Transmissao transplantar

A disseminacdo do parasito em doadores infecta@ldei jobservada em
transplantes de coracéo, figado, medula ésseayga@ne rim (CHIEFFI; AMATO
NETO, 2000; DIAS; MACEDO, 2005). A conduta basipara o processo de

transplante de érgaos tem por principio o diagodsta infeccdo da DC no doador e no



28

receptor, ndo sendo recomendada a realizacdo depkaate se o doador estiver
infectado e se o receptor estiver suscetivel. NasiB com a cobertura integral na
selecdo de doadores, a transmisséo transplangas@stcontrole (DIAS; MACEDO,
2005; DIAS; AMATO NETO, 2011).

1.5 Ciclo de vida dolrypanosoma cruzi

A infeccdo peloTl. cruziocorre predominantemente através da transmissao
vetorial por insetos triatomineos dos génefoatomag Rhodniuse Panstrongylus
Esses triatomineos sugam o sangue de vertebrafdo$aoios com tripomastigotas, e
inicia o ciclo de vida do parasito. Uma vez ingesidpelo inseto vetor, 0s
tripomastigotas sdo transformados no intestino oédinterior em formas
esferomastigotas ou epimastigotas. Os epimastigetasultiplicam no intestino médio
e se juntam as membranas perimicrovilares das asélimtestinais do triatomineo
(SOUZA; CARVALHO; BARRIAS, 2010; NOGUEIRA et al.,045).

Na regido posterior do intestino do vetor e no,retuitos epimastigotas se
separam da superficie intestinal e se transformam teipomastigotas metaciclicos
infecciosos, que sédo entdo liberados junto comeassfe urina durante o repasto
sanguineo. Contudo, os tripomastigotas metacichi@sconseguem penetrar a pele do
hospedeiro intacta, assim, entram através da @&rjccértes, feridas, ou através de
superficies de membranas mucosas como as do adeojuntt local da inoculacdo. O
recrutamento e a fusdo do lisossoma do hospedeino @ parasito envolvem a
formacdo de um vacuolo endocitico parasitéforo,esséirio para a invasdo em
fibroblastos, macréfagos e células epiteliais pglasasitos (SOUZA et al., 2010;
NOGUEIRA et al., 2015).

Posteriormente, o parasito promove a lise enzimato vacuolo da
membrana, diferenciando-se em amastigotas intlacefy que apés nove ciclos de
divisdo binaria tornam-se tripomastigotas que axantente sédo lancados na circulacao
como tripomastigotas sanguineos. Estes infectarasnoglulas ou sado absorvidos por
um novo inseto vetor durante o repasto sanguingmetindo o ciclo do parasito
(DVORAK; HYDE, 1973,1976).

Uma vez na corrente sanguinea de um hospedeiroferamd T. cruzi e

capaz de infectar varios tipos de células de umadade de tecidos espalhando-se para
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novos locais de infecgcdo onde eles se diferenciamaenastigotas intracelulares
(WATANABE COSTA; SILVEIRA; BAHIA, 2016) (Figura 5).

Figura 5- Ciclo de vida ddI. cruzi.
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1.6 Evolucao clinica da doenca de Chagas

Vérias manifestacdes clinicas podem surgir em homanfectados pof.
cruzi. A doenca possui duas fases clinicas distintas: dgsda e fase cronica definidas
de acordo com a evoluc¢éo clinica e o perfil laloyralt

A fase aguda tem duragdo de cerca de dois mesester&zada por alta
parasitemia. Nesta fase, o diagnostico pode sabealstido por visualizacdo direta do
parasito no sangue e pela deteccdo do anticorpodghiMra antigenos dé&. cruzi
Embora a maioria dos casos agudos sejam oligossititns ou assintomaticos,
manifestacbes dermatoldgicas iniciais resultandouema lesdo na pele (chagoma),
edema da palpebra e conjuntivite (sinal de Romasia)erupcdo morbilliforme
generalizada (esquizotripanideos) podem estar mess@UNES et al., 2013). Outros
sinais e sintomas podem incluir anorexia, febre ddocabeca, dispnéia, dor abdominal,
tosse, hepatoesplenomegalia, erupcdo cutanea,osadivibrosos, inchaco generalizado
e miocardite (HIDRON et al., 2010; MALIK; SINGH; ASTERDAM, 2015).

ApoGs a fase aguda, a maioria das pessoas infe@attasna fase latente ou
indeterminada (assintomatica), caracterizada poperiodo de laténcia que se inicia a
partir de oito a dez semanas apés a fase agudangodiurar meses ou anos, ou até
mesmo por toda a vida do individuo infectado. Né&sta ocorre reducdo da parasitemia
circulante devido a acdo da resposta humoral. Paréros de amastigotas séo
formados em diferentes tecidos, principalmente ascamares, que estimulam resposta
imune das préprias células afetadas, podendo dalsema formacdo de um processo
inflamatorio, podendo causar fibrose no tecido cametido, criando lesGes similares
as encontradas na fase crénica sintomatica da adBRiy, 2013, SOUZA, 2013).

A fase cronica sintomatica da doenca pode ser tesizada por algumas
manifestacbes clinicas, como cardiomiopatia (20)3086mprometimento digestivo
(10-15%) ou ambos (1-5%) (Figura 6) (RASSI; MARINERO, 2010).
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Figura 6 — Curso natural da infec¢ao pocruzi
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A cardiomiopatia cronica representa a manifestagdais grave e
potencialmente fatal da DC em humanos, variando a®rmalidades no
eletrocardiograma assintomaticas a insuficiéncialiaea congestiva, arritmias e/ou
eventos tromboembdlicos (BIOLO et al., 2010) quéeeassociados a alta morbidade e
mortalidade. No entanto, a mortalidade relaciorea@®C deve-se ao comprometimento
cardiovascular, com aproximadamente 12.000 mortesapo (SALVATELLA et al.,
2013), com morte subita (60%), insuficiéncia cardi§25-30%) e acidente vascular
cerebral (AVC) (10-15%) (RASSI; RASSI; RASSI, 2001)

Quanto ao comprometimento cardiaco, 0s sinaisaisichais comuns sao,
interrupcdo do fasciculo anterior esquerdo, blamw ramo direito e segmental
esquerdo, anormalidades do movimento da paredeiotdat. Manifestacdes tardias
incluem disfuncdo do né sinusal levando a bradiaargraves, bloqueios
atrioventriculares de alto grau, taquicardia Jealar, cardiomiopatia dilatada
progressiva com insuficiéncia cardiaca, aneurisenambolia no ventriculo esquerdo,
devido a formagédo do trombo (RASSI; LITTLE, 2008).DC também é uma das

principais causas do AVC cardioembdlico, que &atis vezes mais comum na doenga
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cardiaca de Chagas como em outras formas de caogiatia (CARDOSO et al., 2014;
NUNES et al., 2009). A incidéncia de AVC isquémicpbestimada em 2 a 7 eventos por
cada 100 pacientes/ano (NUNES et al., 2009) e acam terco dos pacientes com
AVC isquémico podem ter infeccao assintomatica (OBRARTAL, 2013).

Com relagcédo as manifestacdes clinicas no aparelstoogntestinal incluem
disfagia, odinofagia, refluxo esofagico, perda éeqy aspiracdo, tosse e regurgitacao.
Pacientes com megaoes6fago podem ter maior riscodedenvolverem cancer
esofagico, nesses casos, a endoscopia gastrimatestiperior pode ser indicada,
especialmente em pacientes com sintomas novos ogregsivos. Megacolon é
caracterizado por constipacao persistente (DE OLRAEet al., 1998), o sigmoide e o
reto estdo dilatados em quase todos os casos decohag, enquanto a dilatacdo de
segmentos colénicos mais proximais € raro. Evidd&nde cancer colorretal ndo foram
encontrados em pacientes com megacolon. O envaiwnao intestino delgado e do
ducto biliar € muito raro (DE OLIVEIRA et al., 1998

Abordagens padréo para o diagnéstico da DC nacféaséca requerem pelo
menos dois testes sorolégicos diferentes, geraémersando o Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) e imunofluorescéncidirgta (IFA) (BERN et al.,
2007). Além disso, a amplificacdo do DNA do paegio reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) pode ser empregada em alguns cassos (SCHIJMAN et al.,
2011).

1.7 Tratamento farmacoldgico

Apenas dois farmacos, benzonidazol (BZ) e nifurim@NFX) sao
licenciados para o tratamento da DC. Ambas foralizadas como suporte principal
para o tratamento por quase 50 anos, embora siludpeseguranca e eficacia estejam
longe do ideal. Além disso, uma vez que a eficdoitratamento parece diminuir com o
tempo de infeccdo, assim a detecgdo precoce evéntgio sdo cruciais (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2017).

NFX (1,1-diéxido da tetraidro-3-metil-4[(5- nitrafurrilideno)amino]-2H-
1,4-triazina), lancado pelo Laboratério Bayer comome comercial de Lampit®, foi o
primeiro medicamento utilizado, sua administrac@o@via oral em trés a quatro doses
durante 60-90 dias (WHO, 2002; BERN et al., 200MDRADE et al., 2011). As taxas
de cura no intervalo da fase indeterminada crédida 86% em criangas menores de 14
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anos e de 7-8% em adultos (RODRIQUES; CASTRO, 280REIGER et al., 2004).
A frequéncia de efeitos adversos com NFX sdo d8743%; sendo 0os mais comuns,
anorexia, perda de peso, distarbios neurolégicosabilidade, insbnia, desorientacéo,
mudancas de humor, parestesia, e neuropatia peajfémanifestacdes digestivas como
naduseas e vomitos e, ocasionalmente, febre e erupgtnea. O tratamento é
descontinuado em 14,5-75,0% dos casos (RODRIQURSTRO, 2002; JACKSON
et al., 2010).

No entanto, NFX deixou de ser utilizado como tragata no Brasil, devido
sua alta toxicidade (CANCADO, 2002). Dessa formaBz (N-benzil-2nitro-1-
imidazolacetaminda) é o farmaco indicado pelo Mémie da Saude (CANCADO,
2002; PEREZ-MOLINA et al., 2009). O BZ é um compositroheterociclico que foi
desenvolvido pelo laboratério Roche® sob 0 nomeeroral de Rochagan®. Em 2003,
a patente desse farmaco foi transferida para dlBgas produz esse medicamento para
distribuicdio pelo Sistema Unico deufla (SUS) no Laboratério Farmacéutico de
Pernambuco (LAFEPE) (OLIVEIRA et al., 2008).

Deste modo, a indicacdo do BZ deve-se ao seu mgbeofil de
tolerabilidade, penetracdo nos tecidos e, possagiena eficacia. E administrado por
via oral em duas ou trés doses geralmente por &) tecomenda-se doses mais
elevadas de até 15 mg/kg para criancas em casaemiagoencefalite (WHO, 2002).
De acordo com alguns relatérios, 30 dias de tratéonpodem ser Uteis para adultos
com infeccéo crénica (VIOTTI et al., 2006). O Bt atividade consideravel durante a
fase aguda da infec¢do, a cura sorologica é aldarga até 100% dos pacientes com
doenga congénita (RUSSOMANDO et al., 1998; SCHIJMANal., 2003) tratada
durante o primeiro ano, e em 76% dos pacientes @doem¢ca aguda (CANCADO,
1999).

Na fase cronica, as taxas de cura sdo muito m&n@de93% em criancas
com idade até 13 anos (SOSA-ESTANI et al., 1998NY et al., 2009) e 2-40% em
adultos com doenca cronica tardia, embora essesregalmelhorem com um
acompanhamento (VIOTTI et al., 2006; CANCADO,1988BBRO et al., 2007). Os
efeitos adversos mais comuns envolvem hiperseiasie, principalmente na forma de
erupcao cutanea (29-50%), intolerancia digestivd5%) e sintomas gerais como
anorexia, astenia, dor de cabeca e disturbios o @H%). Neuropatia e depressao da
medula 6ssea séo considerados raros.

O tratamento € descontinuado em 9-29% dos casasnongue as reacdes
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sejam reversiveis e graves em menos de 1% dos (REREZ-AYALA et al., 2011;
MORILLO et al.,, 2015; PINAZO et al.,, 2010; MOLINAt el., 2015). Os niveis
elevados de farmaco sérico e de doses diarias @>n8f) foram associadas a uma
frequéncia aumentada de eventos adversos (PINAZ&.,e012). Os sintomas de
reacdo medicamentosa toxica suave podem ser tsatadm anti-histaminicos,
corticosterdides ou ambos, embora o tratamentdripatiosomal seja interrompido
quando a toxicidade for severa. NFX pode ser segara o tratamento secundario apos
a interrupcdo do BZ por causa dos efeitos advdRBREZ-MOLINA et al, 2013). A
adicdo de corticosterdides para prevenir efeiteg@ds ndo beneficia os pacientes que
tomaram NFX (RASSI et al., 2002) e resultados des@jadores foram encontrados
em pacientes que tomaram BZ (GORGOLAS et al., 2013)

Além disso, o NFX apresenta efeito tripanocida i@nas formas
amastigotas dd. cruzi Seu mecanismo de acao envolve a reducdo parcciahian
radical seguida por uma auto-oxidacao para regeoem#drofurano original e formar o
radical anion superoxido e outras espécies reatieasxigénio, como o peréxido de
hidrogénio e radical hidroxila (SOBRINHO et al.,02). Apesar de ndo ser totalmente
elucidado, o mecanismo de agéo do BZ parece etd@ianado com o grupo nitro, cujo
metabolismo nas células hospedeiras inclui a reddgium grupo amino que esti
associado a geracdo de intermediarios reativos fadical nitro) que podem
posteriormente reagir com oxigénio gerando supdo@iALL; WILKINSON, 2012).

1.8 Mecanismos de morte celular

O termo morte celular programada (MCP) descrevateseque de forma
orquestrada e bem definida em etapas controlade acidentalmente, levam a morte
celular (DUSZENKO et al 2006). Apesar de toda a complexidade dos fenbmenos
fisiologicos que envolvem os processos de mortelarelé reconhecido que acontece
nao somente em resposta a estimulos patologicos, talabém como parte da
homeostase de um tecido ou populacdo de célulaORBM; COTTER, 2008).
Segundo a sua morfologia a morte celular podelassiticada em trés tipos principais,
morte celular programada por apoptose, autofagi@orose, porém, a literatura tem
demonstrado novos subtipos (TAN et al., 2014).igAre 7 demonstra a diferenca das

manifestacdes celulares observadas em célulasticast@poptoticas e autofagicas.
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A apoptose apresenta como caracteristicas, reddgawolume celular,
fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatinadardamento celular, com
discreta ou nenhuma modificacdo ultraestrutural odganelas citoplasmaticas. Ha
manutencdo da integridade da membrana citoplassmaté o processo final, sem
liberagdo do conteudo citoplasméatico no meio ertrdar. Entretanto, hd perda de
assimetria da membrana citoplasmatica com exteagdlo da fosfatidilserina. Além
disso, também ocorre alteracdo mitocondrial, conespdlarizacdo do potencial
transmembranico mitocondrialA¥Ym), e formacédo deblebbing de membrana
(JIMENEZ-RUIZ et al., 2010; BORGES et a., 2011).

Figura 7—Vias de morte celular.
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A autofagia € considerada um processo crucial paeula, que tem como
papel manter a homeostasia celular em condicbededemdacdo e remodelacdo da
célula. Todavia, se o estimulo destrutivo for awndi a autofagia € ativada, resultando
em alteracbes que conduzem a morte da célula (BRENINet al., 2011). E definida

como tipo de morte celular que ocorre na auséneiacahdensacdo da cromatina,
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acompanhada de vacuolizag&o intensa no citoplason&rariamente a apoptose, onde
as células estdo associadas a fagocitose, nestecéilas em morte por autofagia tem
pouca ou nenhuma relacdo com fagocitos. A autofagi@anominada um processo de
reciclagem, neste processo formam-se os autofagossou vacuolos autofagicos,
estes apresentam membranas duplas. A membranaaxi@rautofagossomo funde-se
com a membrana do lisossomo, formando o autolisogsas vesiculas presentes no
interior do limem do lisossomo sdo chamadas deosolutofagicos, que sao
degradadas por hidrolases lisossomais. Os prodigtategradacdo sdo conduzidos de
volta ao citosol, via membrana lisossomal (JAINIgt2013).

Por fim, a necrose conhecida por morte celular ptaematica, é
caracterizada pelo aumento do volume celular, edesarganelas, como dilatacdo da
mitocondria, reticulo endoplasmatico e complexdsdégi. A comprovacao classica de
morte celular por necrose é a ruptura da membrkasmgatica com perda do contetudo
intracelular, além disso, também acontece a vamagélo citoplasmatica (JIMENEZ-
RUIZ et al., 2010; JAIN, et al., 2013).

1.9 Produtos naturais com atividade antiparasitaria

Produtos naturais sdo importantes fontes de agemi@sioterapicos,
particularmente os utilizados para tratar doengéecciosas. Das 162 novas entidades
quimicas aprovadas como medicamentos anti-infeagipsr agéncias reguladoras no
periodo de 1981-2002, 99 (61%) eram de origem alt{NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2003). Nas ultimas duas décadas, a indufarmacéutica se afastou da
pesquisa de produtos naturais. Em vez disso, 0 focmlou para a quimica
combinatdria, no entanto, essa abordagem n&o agasulh expectativa de maior
produtividade e aumento da quantidade de novasasrédém disso, ha um crescente
interesse entre os consumidores quanto ao usaordglies herbais. No entanto, estima-
se que apenas uma pequena fracdo das 500.000esspé@lantas conhecidas tenham
sido submetidas a pesquisas fitoquimicas ou faridgicas (RATES, 2001).

Dada a utilidade dos produtos naturais na dese@ketiesenvolvimento de
moléculas biologicamente ativas, ndo é surpreeadgrd muitos compostos de plantas
apresentem atividade antiparasitaria. No entardohum deles foram avaliados em
estudos clinicos ou projetados para alcancar galicalinica no futuro proximo. A

maioria das pesquisas cientificas se concentrantriagem de novos compostos
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antiparasitarios, em vez da otimizacdo de prodo#bsrais existentes, uma vez que 0s
parasitos que causam leishmaniose e tripanossoméss&o relacionados e
compartilham certas caracteristicas bioquimicaglelares (DAVIS; KEDZIERSKI,
2005).

A literatura de produtos naturais fornece uma peaqarescente sobre
agentes antileishmanicidas derivados de plantasertinto, dispde de poucos estudos
que avaliam produtos naturais antitripanosomaigmAbdisso, muitos dos compostos
avaliados exibem alta atividade tripanocida, porgmstram uma citotoxicidade
inaceitavel em mamiferos, minimizando seu uso értigpn. Sendo assim, muitos
compostos potenciais vistos na literatura ndo foirarastigados devido a toxicidade,
biodisponibilidade ou eficacia inadequada vivo, ou simplesmente por razdes
econdmicas. O desenvolvimento de novos farmacasta de moléculas promissoras
derivadas de plantas requer um esforgo interdiseippara identificar fortes candidatos
com bons perfisin vivo que s&@o acessiveis a producdo em escala (SALEM,;
WERBOVETZ, 2006).

Produtos derivados de plantas sdo uma imensa tnteompostos que
podem ser potencialmente ativos contra protozodrjcspesar de serem amplamente
estudados, ainda ha muitos compostos a serem @es{CROFT et al., 2005;
SALEM; WERBOVETZ, 2006). Oleos essenciais de plangé@omaticas mostraram
atividade contra varios microorganismos (BOYRAZ; @M\, 2006; TAGBOTO;
TOWNSON, 2001; TEPE; SOKMEN, 2007) incluindo cruzi (SANTORO et al.,
2007) elLeishmaniaspp. (DE MEDEIROS et al.,, 2011; OLIVEIRA et al.0(®).
Extratos de plantas conhecidas como alecrim e ehldev mostraram atividade
tripanocida (ABE et al., 2002; PAVETO et al., 2008Borges et al. (2012) investigaram
a atividade tripanocida de Oleos essenciais detgdamedicinais brasileiras que
inibiram o crescimento de parasitos de forma degpenidente e foram bem tolerados
por mamiferos. Similarmente, Bou et al. (2014) dest@ram as atividades
antileishmanicida e tripanocidal de casearinastas das folhas deasearia sylvestrjs
uma planta geograficamente distribuida em toda #@rfa Latina (LORENZI; DE
ABREU MATOS, 2002).

Testesin vivo em camundongos infectados cdim cruzi e tratados com
extrato de Senna Vvillosaapresentaram uma melhora clinica, além de ninhos de

amastigotas menores e menos frequentes, com redag@e 95% quando comparados
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ao controle néo tratado (JIMENEZ-COELLO et al., POExtratos brutos dégeratum
conyzoidesnduz elevada mortalidade de formas tripomastiget&. cruziassim como
quando tratados cordandroantus impetiginosus Ruta graveolensO extrato deA.
conyzoidesapresentou toxicidade para macrofagos murinos reagem J774G8 e
peritoneais,H. impetiginosusmostrou baixa toxicidade enquan® graveolenséo
demonstrou toxicidade, revelando sua potencializatifo em ensaios clinicos
(TEIXEIRA et al., 2014).

Resultados promissor@s vitro foram obtidos apos a exposicdo do parasito
a extratos aquosos &elygala sabulosa dePolygala cyparissiasom inbicdo de 50%
de crescimento em epimastigotas ap6s 72 h de wataniPIZZOLATI et al., 2002). O
extrato metanolico d@iptadenia africandevou a morte de 50% dos tripomastigotas
tratados apos 96 h (MESIA et al., 2008). Em foraragstigotas foi observado inibicéo
de 50% ap0s 7 dias de tratamento com extratd$ydeestes forskaolii, Kleinia odora,
Psiadia punctulata, Capparis spinosa, Euphorbiaisgeriana, Ricinus communis,
Marrubium vulgaree Solanum villosunjABDEL-SATTAR et al., 2010).

Entre os Ultimos produtos promissores de extrategetais estdo a
desidroleucodina (DhL) e a ilenalina, lactonas esggiterpeno encontradas em muitas
familias de plantas. Foi demonstrado que DhL enladilea induzem morte celular
programada em epimastigotas e tripomastigotas$. @euzi onde ajudam a modular a
resposta imune do hospedeiro ao diminuir a infléfoatesencadeada por parasitos de
células ndo programadas. Além disso, a combinag&zhdl com BZ ou NFX aumentou
sua atividade tripanocida (JIMENEZ et al., 2014sifn, a busca por novas substancias
bioativas, como o0s polissacarideos vegetais, comdate tripanocida poderdo ser uma

fonte promissora de compostos antiparasitarios.

1.10 Polissacarideos vegetais: atividades biologsca

Os carboidratos existem como monossacarideos, sehgarideos,
polissacarideos e seus derivados (AVIGAD; DEY, 19®&pois da agua, eles sdo os
principais constituintes quimicos da maioria doddies e células das plantas, isto
porque formam a parede celular, que € o suportetestl para as células vegetais
(REID, 1997). Os polissacarideos sao estruturaknemh grupo heterogéneo de

compostos, neutros ou &cidos, que consistem deudsmis unidades monossacaridicas
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unidas por ligacdes glicosidicas, diferindo-se eensi na unidade, no grau de
ramificacdo, no tipo de ligacdo e no comprimento sias cadeias, que podem
apresentar diferentes composicoes e funcdes (LEBRER] 2006).

Nas ultimas décadas, varios polissacarideos fosotados de plantas
superiores, e tém atraido atencéo devido ao selo @sypectro de atividades bioldgicas
e por apresentarem toxicidade relativamente bd®dJ[SEN, 2001; TZIANABOS,
2000). Abbas e Lichtman (2005) se referem aos saieEideos como modificadores
exdgenos de respostas biologicas (MRBs), uma vezatuam como moduladores da
inflamacé&o, imunidade e hematopoiese, atuando minsindo a resposta de células do
sistema imune (macréfagos, mondcitos, neutréfdéhjlas “Natural Killer”, eosinéfilos
e linfécitos), ligando-se aos mesmos receptores BERBs enddgenos como citocinas.
Estudos demonstram que as propriedades biologEgmlissacarideos dependem de
uma variedade de parametros estruturais, tais coomoposicdo monossacaridica, tipo
e configuracdo da ligacdo glicosidica, tamanho gdostos de ramificacdo, peso
molecular e a presenca de substituicdo por gruptsrgs e apolares (PEREIRA;
MELO; MOURAO, 2002; YANG et al., 2003).

Dentre as atividades biologicas, a literatura agpamh grande nimero de
estudos envolvendo a acdo imunomoduladora de spolisideos vegetais.
Polissacarideos isolados das plantdgmenaea courbaril Copaifera lansdorfig
Mucuna sloaneapresentam resposta imunomodulatoria (CUNHA e2809). Outros
polissacarideos de plantas corftantago majoy Glycyrrhiza uralensise Panax
ginsengdemonstraram eficiéncia na ativacao do sistemglmnento (SAMUELSEN
et al. 1995; GAO et al., 1988; SUN; MATSUMOTO; YANDR, 1992).

Os macrofagos quando ativados por polissacaridedenp desencadear
diferentes respostas, como aumento na producagsde ®Oe, atividade elicitora de
células para a cavidade peritoneal e aumento decicule fagocitica (MORETAO et
al., 2003; 2004; MELLINGER et al., 2005).

Galactomananas e mananas também s&o descritas atbradoras das
funcbes de macrofagos, aumentando a atividade ifaggoe a producdo de NO-e
(RAMESH; YAMAKI; TSUSHIDA, 2002). O polissacarideaxido presente na goma de
angico branco Anadenanthera colubrina constituido por arabinose, manose,
galactose, ramnose e &cido hexurbnico, com a capeizipal de (33)-p-

galactopiranose altamente ramificada, mostroudstde tantan vitro quantoin vivo,
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ativando macréfagos e aumentando tanto sua caplacidgocitica como a producéo de
02¢ (MORETAO et al., 2003).

Além destas acdes, ha registros de polissacaridemssiderados
farmacologicamente ativos por apresentarem atieslahtiviral (TALARICO et al.,
2004; JUNG et al., 2004; SASAKI et al., 2001; NISKI et al., 1994), antibacteriana
(XIE et al.,, 2002; LI et al., 2004; RUIZ-BRAVO et al.,, 2001), tgarasitaria
(HRCKOVA;VELEBNY, 2001; YUN et al.,, 1997; NATHAN, 985), leishmanicida
(NOLETO et al., 2002; BARROSO et al., 2007), arstiigena (KARDOSOVA et al.,
2004), reguladora intestinal (SANZ et al., 2005)titamoral (YALIN et al., 2005;
HAYASHI et al., 2000), antinocipeptiva (WANG et ,aR011; SILVA-LEITE et al.,
2017) antiinflamatéria (PEREIRA et al.,2012) e aeméigulante (SOUZA et al., 2015;
MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005; YOON et al., 2002

Dentre os estudos que avaliam a atividade de pobsi&leos, existem
alguns relatos dos efeitos dessas moléculas gaaatteidade leishmanicida, entretanto,
ndo ha nenhum relato sobfe cruzi Estudos de complexacdo de diferentes
polissacarideos visando obter moléculas com mafeitoe bioldégico tem sido
desenvolvidos. Cantos et al. (1993) usando coragigs iguais de antimonio
complexado e ndo complexado, demonstrou que ontesmi®m com o antimbnio
complexado com manana apresentou 90% de atividaaea manana ndo complexada
ndo apresentou efeito leishmanicida. A galactomardm liquenRamalina celastri
(GMPOLY) e seu complexo com ion vanadio apresemtafito leishmanicida contra
forma amastigota dé.. amazonensisn vitro. A mesma atividade leishmanicida
apresentada para 300 pg/mL de Glucantime foi obttden 100 pg/mL de
galactomanana e 0,5 pg/mL do complexo galactomaimanaanadio (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, divisdo
Angiosperma, classe Dicotiledénea, ordem Rutalesnilfa Meliaceae, género
Azadirachta(DE JUSSIEU, 1830). E cultivada como uma plantalinieal na Asia e
em varios paises, inclusive no Brasil (BISWAS et2002). E popularmente conhecida
como neem indiano ou lilas indiano, apresentanato$rna forma de bagas ovaladas de
cor verde-clara e sementes aladas (SCHULTZ, 1984Y,2002) (Figura 8).

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

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

Na medicina popular, apresenta um grande niumepoogeiedades, onde os
extratos sao utilizados contra endo e ectoparasitasmplesmente, como enxaguatério
bucal (VANKA; TANDON; RAO, 2001). Outras partes @géanta tem sido utilizadas
para controle de parasitoses intestinais (KIRTIKBRSU, 1975).

Além do uso popular, também existem inUmeras pedpdes bioldgicas,
dentre elas estdo a acdo imunomodulatiarigtro (VAN DER NAT et al., 1991) én
vivo (RAY; BANERJEE; SEN, 1996), antibacteriana e ardiv(HARIKRISHNAN;
BALASUNDARAM; BHUVANESWARI, 2003; ISMAN et al., 190; BADAM,;
JOSHI; BEDEKAR, 1999).

1.11.2 Caesalpinia ferrea

A espécie Caesalpinia ferreapertence ao reino Plantae da divisdo

Angiosperma, classe Dicotileddnea, ordem Fababegjlia Caesalpiniaceae, género
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Caesalpinia (CRONQUIST, 1981). E largamente distribuida nagioes Norte e
Nordeste do Brasil, principalmente nos estadosedeadtbuco e Ceara (ALZUGARAY,
1984), é conhecida popularmente como pau-ferr@, jibira-obi, imira-ita, muira-obi e
muiré-ita (PIO CORREA, 1984) (Figura 9). Entre amss propriedades terapéuticas
estdo a atividade antibacteriana (CARVALHO et296; 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 a familia Leguminosea, subfamilia Papideae € encontrada
emtoda a América do Sul, principalmente nas varzeameens de rios do nordeste
brasileiro (KILLEN; GARCIA; BECK, 1993)Conhecida popularmente como “umari”,
“mari” ou “marizeira” (PIOCORREA, 1984; KILLEN; GARIA; BECK, 1993). O
taxon Geoffroea spp, também chamado d8eoffraea € relativamente pequeno,
constituido por apenas cinco espéci€s: estriata G. inermis G. superba G.
decorticanse G. spinosa.

Geoffroea spinosa uma arvore grande, frondosa, com caule e rahmeiss
de pequenos espinhos; folhas alternas, imparinadas5 a 9 foliolo®blongos; flores
amarelas, cheirosas, em cachos axilares; frutaleygerdeamarelado, com mesocarpo
carnoso e sementes fusiformes (PIO-CORREA, 1984puf® 10). Estudos
experimentais demonstraram atividade antimicrobidmaextrato metandlico de seus
ramos e folhas (SALVAT et al., 2004).
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Figura 10 -Geoffroea spinosgA) Arvore; (B) Flor e Folhas; (C) Fruto.

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

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

1.11.4 Ximenia americana

A espécieXimenia americand.., pertence a familia Olacaceae, € uma das
principais espécies do extrato arbustivo-arbéreo Gaatinga (FERNANDEZ;
BEZERRA, 1990). Conhecida popularmente como améo<aiato, ameixa-brava,
ameixa-do-sertdo e ameixeira-do-Brasil (SOUZA; LORE 2005), Caracteriza-se
como uma arvore pequena espinhosa de casca fexaelhada ou cinza, lisa ou pouco
rugosa, com folhas pequenas, simples, inteirasresflbranco-amareladas e aromaticas.
Seus frutos sdo aromaticos, do tipo drupa, de marelo alaranjado (MATOS, 2007)
(Figura 11).

Figura 11 —Ximenia americanaA) Folhas e espinhos; (B) Caule; (C) Fruto.

Fonte:https://www.prota4u.org/database/protav8.asp?g=pskdmenia+americana+L

http://www.cnip.org.br/banco_img/Ameixa/ximeniaamanal6.html
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Quanto ao uso popular, é relatada para o tratamelatomaléria
(OGUNLEYE; IBITOYE, 2003). Estudos experimentaisidanciaram que extratos
aquosos da casca de americanaapresentam atividade antimalarica (OGUNLEYE;
IBITOYE, 2003). Ja& os extratos etandlicos foramacinados as atividades
antimicrobiana (OGUNLEYE; IBITOYE, 2003), antivirg]ASRES et al., 2001),
antiparasitaria (MAIKAI, 2011).

1.11.5 Genipa americana

A espécieGenipa americanapertencente a familia Rubiaceae possui uma
ampla distribuicdo geografica no Brasil, endémicasemi-arido nordestino, sendo
encontrada desde o Para até Minas Gerais. Conhagmdarmente como jenipapeiro,
sua arvore caracteriza-se por caule reto, copadgran arredondada com ramos
numerosos e fortes, de casca lisa e espessa (ESRRERIS; CORREA, 1984). As
folhas sdo simples, opostas, pecioladas, e gl@amaambas as faces. Os frutos sdo do
tipo baga, com polpa adocicada e contendo numesEagntes cinzento-escuras e
compridas (PRANCE, 1975). A casca e os frutos eemmtém substancia corante
violeta ou azul-escuro, denominada genipina (PRANC®/5; ESTRELLA, 1995)
(Figura 12).

Figura 12 -Genipa americanaA) Folhas; (B) Flor e Fruto.

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

Na medicina poupular é utilizada para o tratameiatonalaria (KFFURI et
al., 2016). Estudos experimentais demonstraramdatie antimaléricair{ vitro e in
vivo), antiparasitaria (OLIVEIRA et al, 2012; NOGUEIRAt al., 2014) e
antimicrobiana (TALLENT, 1964).
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2 JUSTIFICATIVA

A DC é considerada pela OMS uma doenca tropicdigesgiada que afeta
aproximadamente 8 milh6es de pessoas no mundoogimadamente 10.000 pessoas
morrem por ano de complicacdes relacionadas alesta;a.

Apesar dos avancos substanciais, a doenca condinee um relevante
problema social e econbmico em muitos paises latinericanos, afetando
principalmente populacdes com pouca visibilidad@oeica voz politica, causando
estigma e discriminacdo, impedindo a pronta detecgdcontrole da doenca, é
relativamente negligenciada pelo governo e tem umpacto consideravel na
morbimortalidade (MONCAYO; SILVEIRA, 2009; VENTUR&ARCIA et al., 2013).

Apenas dois farmacos, BZ e NFX, sao licenciadoa paratamento da DC,
tendo sido utilizados por quase cinquenta anoseianto, apesar da boa eficacia,
apenas na fase aguda da doenca, apresenta v&itos efdversos (ANDRADE et al.,
2011; BERN et al., 2007; JACKSON et al., 2010; PBAet al., 2010; MOLINA et al.,
2015). Assim, a descoberta de novas substanciasdas de fontes naturais (plantas)
com atividade tripanocida podera fornecer um paakrmotecnoldgico para serem
utilizadas como drogas contra a DC.

Mesquita et al. (2005) identificou as atividadedilashmanicida e
antitripanosomal do extrato etandlico das folha€desaria sylvestrisEstudos prévios
demonstraram que extratos metandlicos de planii#zadbs na medicina popular do
México exibiram alta atividade tripanocida (MOLINBARZA et al., 2014).

Existem relatos experimentais sobre a atividadpaliessacarideos quanto a
atividade leishmanicida, porém, ndo ha nenhum eslocefeito destas moléculas sobre
T. cruzi Desta forma, este estudo teve como propositdiaava atividade
antitripanosomal de polissacarideos (extratos gdé® isoladas) obtidos de espécies
vegetais sobre as trés formas de desenvolvimenio clwizi.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito tripanocida dos polissacarideosAdéndica C. ferreg G.

americanaG. spinosa X. americanam cultura de cepa Y deypanosoma cruzi

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliar o efeito antiparasitario dos polissacaridesobre as formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de XeleT. cruzj

Analisar a citotoxidade dos polissacarideos soltalas hospedeiras (LLC-
MK?);

Investigar o mecanismo de morte celular induzidog@olissacarideos deé.
americanasobre formas epimastigotas de cepa Y.dguzi

Investigar o efeito dos polissacarideos @e americanasobre o potencial
transmembranico mitocondrial dos parasitos;

Avaliar a participacdo de espécies reativas deéoxigcitoplasmética no efeito
tripanocida dos polissacarideos@emericana

Avaliar a participacdo de peroxido de hidrogénibreco efeito antiparasitario
dos polissacarideos @& americana

Investigar as alteracdes morfolégicas induzidaogedolissacarideos dé.
americanasobre formas epimastigotas de cepa Y.dguzi,
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Plantas

As espécies vegetais foram coletadas no Distrit€ukodio/Quixada-CE,
transportadas ao Laboratorio de PolissacarideaiBos (LAPOBIO) da Faculdade de
Educacéo, Ciéncias e Letras do Sertdo Central (ESCI), lavadas com agua destilada
e secas em estufa a 40 °C. A identificacdo daécespfoi realizada pela Profa. Ms.
Vaneicia Gomes dos Santos e a exsicata de cadta ghanindica —tegumento da
semente: 46084Caesalpinia ferrea easca46085;Genipa americana folha: 46083;
Geoffroea spinosa easca:46796; Ximenia americana <casca:46794) encontra-se
depositada no Herbario da FECLESC e uma duplicatelerbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.1.2 Preparo das solucdes

As substancias em estudo foram diluidas na coraggirde 3000 pg/mL
em solucéo salina tamponada com fosfato estéris(RBnstituido de NaCl 137 mM;
KCI 2,7 mM; KHPO, 1,47 mM; NaHPO, 8,1 mM; ph 7,4). Em seguida, foram
realizadas diluicdes seriadas em PBS estéril padupir as concentracdes de trabalho.

O BZ (2 mg/mL), farmaco de referéncia foi cedidtodeAFEPE e utilizado

como controle positivo.

4.1.3 Linhagens celulares

Foram utilizadas células de mamifero LLC-Mkélulas epiteliais renais
obtidas de rim de macacdwacaca mulatta e formas epimastigotas e tripomastigotas
de cepa Y ddrypanosoma cruzigentiimente cedidas pelo Laboratério de Bioquémic
do Instituto de Quimica da Universidade de SdodRaul
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4.1.4 Reagentes

DEAE-celulose, D-glucose, acrilamida-bis, diacetatde 2’,7'-
diclorofluoresceina (bWDCFH-DA), acido D-glucurdnico, albumina sérica bavi
(BSA) foram obtidos da Sigma Chemical Companyl(8tis-EUA); Soro Bovino Fetal
(SBF) foi obtido da Ivitrogen (Grand Island, NY -S@). Meio LIT (Liver Infusion
Tryptose - HiMedia Laboratories, Mumbai, IND), mé&EM (Dulbecco's Modified
Eagle's medium VITROCELL, Sao Paulo - BR), Catalase (CAT, Sigmaikih, BR).
Benzonidazol (BZ, Lafepe - BR), Dodecil Sulfato $édio (SDS, Vetec, Sado Paulo -
BR), 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetraz@i (MTT, Amresco, Ohio - USA),7-
aminoactinomicyn @7-AAD), Anexina V marcada com a ficoeritrinax/RE) foram
obtidos da BD Pharmingen (California — USA). Os denreagentes utilizados foram

de grau analitico.
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4.2 Métodos
4.2.1 Desenho experimental

Figura 13- Esquema do delineamento experimental.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.2 Obtencéo dos polissacarideos vegetais

As partes vegetais foram secas (40 °C) em estuf@igas em um triturador
de alimentos até a obtencéo de po (5 g) e 0 mesnsu$penso em metanol absoluto
(1:50, p/v), homogeneizado (2 h, 76 °C) e filtrao tecido de nylon (procedimento
repetido 2x) para remo¢do do material solivel entanmd. O residuo obtido foi
suspenso na proporcdo de 1:50 (p/v) em NaOH 0,hdvhogeneizado (2 h, 97 °C) e
centrifugado (1445 x, 30 min, temperatura ambiente — TA) — procedimeapetido
3x. O sobrenadante (S1) foi descartado e os sataates (S2 e S3) foram reunidos,
neutralizados com HCI 1 M e precipitados com quatiumes de etanol absoluto e
centrifugado. O precipitado foi dialisado continante contra agua destilada por 48 h e
re-centrifugado e o sobrenadante liofilizado, sed@omominado de polissacarideos
totais (PLT) (MADEIRA, 2014) (Figura 14). A extrazdos PLT da folha dé&.
americanademonstrou um rendimento de 6,5%, revelando umt@dtode carboidratos
totais de 54,6%, sendo 21,1% destes de acido u,émit2% de proteinas (SOUZA et
al.,2015).

Os PLT foram fracionados por cromatografia de tiécéca em coluna de
DEAE-celulose, dissolvidos em &gua destilada (Z) e aplicados em coluna
cromatografica (9,8 x 1,0 cm) contendo resina deatribnica (DEAE-celulose)
previamente equilibrada com agua destilada. A @foneluida com agua destilada (60
mL/h) para retirada dos polissacarideos neutrgszra a eluicdo dos polissacarideos
acidicos foi utilizado concentragfes crescenteblagl (0,1-1 M). Os polissacarideos
foram monitorados através das dosagens de cartmsdmais (DUBOIS et al., 1956) e
de acido hexurénico (DISHE, 1947). As fracGes palaridicas (f-PL) foram reunidas,
dialisadas, liofilizadas e denominadas de FI (0,&Nf)I (0,25M de NaCl) (MADEIRA,
2014).

O fracionamento dos PLT por cromatografia de traaaica (DEAE-
celulose) resultou em duas fragdes polissacaridiegsritarias denominadas Fl e FlI,
eluidas com solucéo de NaCl 0,1 e 0,25 M, respmunte, das quais Fll demonstrou
maior rendimento (56%) em relacdo a Fl (35%). €wes de carboidratos para Fl
foram de 36% (incluindo 9% de &cido urbnico) e &cdntaminantes proteicos. Ja Fll
apresentou 23% de carboidratos (incluindo 30% doaadnico) e 5% de proteinas
(MADEIRA, 2014).



Figura 14- Esquema da extragéo dos PLT.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.3 Ensaios com formas epimastigotas da cepa Y.deuzi

4.2.3.1 Cultivo e manutencao das formas epimastiggot

51

As formas epimastigotas d&. cruzi foram cultivadas em meio LIT

(constituido por cloreto de sodio - 4 g/L; clordmpotassio - 0,4 g/L; fosfato de sédio

anidro - 8 g/L; triptose - 5 g/L; infusédo de figad5 g/L; glicose - 4 g/L; hemina - 25

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

ug/mL), pH 7.4 em garrafas plasticas estéreis e idamem estufa BODBjochemical

Oxygen Demanad 28 + 1°C (CAMARGO, 1964).
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Inicialmente os parasitos foram cultivados na dite de 5 x 10
células/mL e monitorados diariamente para a detexgdio da curva de crescimento.
Quando atingiram a fase exponencial de crescim@toao 8° dia de cultivo), os
parasitos foram repicados, procedimento em quenQ,da suspensao € transferida para
uma nova garrafa estéril contendo 10 mL de meia LPara estoque da cultura, as
células foram centrifugadas (4000 rpm, 5 min) eusgensas em 1 mL de meio LIT
contendo dimetilsulféxido estéril (DMSO) 10%. Emgsila, foram estocadas em

nitrogénio liquido.

4.2.3.2 Avaliagdo do efeito dos polissacarideo®tagg em formas epimastigotas

A citotoxicidade das substancias em estudo nasafepimastigotas foram
realizadas por meio do método de contagem em cadeatdeubauer (LIMA et al.,
2016).

A cultura de epimastigotas foi quantificada no meétidia apos repique,
periodo em que atinge a fase log de crescimenimasuspensao foi subcultivada em
placa de 96 pocos na concentracéo final depabasitos/mL. Em seguida, a cultura foi
tratada com os PLT (93,75-1500 pg/mL) e /ou f-PB%5L500 pg/mL), PBS (controle
negativo) ou BZ (controle positivo; 1,56-200 pg/nd_jnantidas por 24, 48 e 72 h em
incubadora a 28 °C. A viabilidade celular, o cnesgito e as alteracdes morfoldgicas da
cultura, foram gquantificados em camara de Neubpoemicroscopia Optica (Figura
15). Os parasitos foram considerados viaveis posemiacdo de motilidade e

manutenc¢do de forma caracteristica.
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avaliacdefeito dos

Figura 15 — Representagdo esquematica do ensaio de
polissacarideos vegetais em formas epimastigotasatazi
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir dos resultados obtidos, o percentual dabilidade celular foi
determinado pela formula mostrada abaixo e @ (€bncentracdo capaz de inibir o

crescimento de 50% dos parasitos) foi determinadaggresséo nao-linear.

Viabilidade celular (%) = T/ CT x 100

Onde:
T = Contagem de parasitos viaveis no grupo experehent

CT = Média da contagem de parasitos viaveis do gcoptrole negativo.

4.2.4Ensaios com formas tripomastigotas da cepa Y derdizi

4.2.4.1 Cultivo e manutencao das formas tripomatdig

A cultura das formas tripomastigotas @ecruzi foi mantida por meio de

infecgBes consecutivas de células LLC-MIANDREWS; COLLI, 1982) As células

foram cultivadas em garrafas de 25%cna densidade 2 x i@élulas/mL utilizando
meio DMEM - SBF a 10% em atmosfera de, 3@ a 37 °C. Apos 24 h as células
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foram infectadas com suspensdo de tripomastigo@s concentracdo de 10
parasitos/mL e mantidas no meio DMEM - SBF a 2%gado diariamente.

No 6° e 7° dia pos-infeccdo, o meio de culturacthido e centrifugado
(2500 rpm - 7 min) para obtencdo dos tripomastgjora densidade celular foi
determinada por contagem em cémara de Neubauenedma forma como descrito
para formas epimastigotas. Os tripomastigotas qledieam no 6° dia da infeccao
foram utilizados nos ensaios, enquanto os coletadog® dia foram utilizados para a

infeccdo de novas garrafas.

4.2.4.2 Avaliacdo do efeito dos polissacarideos etag sobre as formas

tripomastigotas

No sexto dia de infeccdo, o meio das garrafas tafias foi removido e
centrifugado a 2500 rpm por 5 min. Em seguida, lorestadante foi descartado, e 0
pellet contendo os tripomastigotas foi ressuspendido enEMM 10% de SBF. Os
parasitos foram quantificados em camara de Neulesabcultivados em placa de 96
pocos na densidade de®Jfarasitos/ml(LIMA et al., 2016).Em seguida, a cultura foi
tratada com os PLT (93,75-1500 pug/mL) e /ou f-PR{E500 pg/mL), PBS (controle
negativo), BZ (controle positivo; 1,56-200 pg/mLnantidos por 24 h em estuf@a+
0,3°C e 5% de CO

Apos 24 h de incubacdo, aliquotas dos grupos erpatais foram colhidas
para contagem em camara de Neubauer (Figura Igrc@ntual de viabilidade celular
foi calculado utilizando a mesma formula usada pardormas epimastigotas. A L
(concentracgédo letal para 50% dos parasitos) fohadga por regressdo nao-linear. Além
disso, foi calculado o indice de seletividade (@B substancias sobre tripomastigotas

em relacéo as células hospedeiras, usando a farmula

Sel = CGy/LCso

Onde:

Sel =indice de seletividade

CGCso = concentragdo que causa 50% de toxicidade em sélufa-MK,
LCso = concentragdo que causa 50% de morte em triporatesig
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Figura 16 — Representacdo esquematica do ensaio de avaliagdefeito dos

polissacarideos vegetais em formas tripomastigt#as cruzi
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.5 Ensaios de citotoxidade em células hospedeftd C-MK)

A citotoxicidade dos polissacarideos vegetaisrfeestigada com o objetivo
de selecionar a espécie que apresentasse baixalémdd sobre as células hospedeiras,
além de determinar qual espécie seria selecionatia @ realizacdo dos ensaios
tripanocidas sobre as formas intracelulares. Aldisso, o0 efeito citotoxico foi
determinado para avaliar as concentracdes de liahdeais para os ensaios de
atividade antiparasitaria, como também para compmarseletividade das substancias

testadas em relacdo ao parasito e as células leisgzed

4.2.5.1 Cultivo e manutencao das células LLC;MK

As células LLC-MK foram cultivadas em garrafas platicas estéreisxe 2
cn’ em meio DMEM composto de glutamina (0,58 g/L)abimnato de sédio (3,7 g/L),
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glicose (4,5 g/L), piruvato de sodio (0,11 g/L)jssaorganicos, vitaminas e outros
aminodcidos, acrescentado de penicilina (100 Ul/nesjreptomicina (100 pg/mL) e
suplementado com SBF 10%. A linhagem celular fontida em estufa a 37 + 0,3°C e
CO, 5%, sendo observada diariamente em microscopicpivertido, até atingirem
confluéncia.

Apos atingirem confluéncia, o meio foi removido,c&ulas foram lavadas
com 1-2 mL de PBS estéril e removidas com 500 9300de tripsina/EDTA (0,25 %)
por 5 minutos a 37 °C. Aliquotas das células deslas foram transferidas para novas

garrafas contendo meio DMEM.

4.2.5.2 Determinacéo da citotoxicidade dos polissaiteos vegetais emelulasLLC-
MK

A citotoxicidade em células LLC-MKfoi determinada através do teste do
brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-i)-2,5 difenittazélio (MTT), ensaio utilizado na
quantificacao da viabilidade celular (MOSMANN, 1983

O teste baseia-se na reacao colorimétrica de cefveto MTT em sal de
formazan. O MTT, sal de cor amarelada, € interadbznas células viaveis e reduzido
no microambiente intracelular por desidrogenasespleismaticas e mitocondriais em
um sal de formazan de cor azul violacea, insoléwelmeio aquoso. Esses cristais sdo
solubilizados por um agente surfactante adicioradseguida, e os produtos finais sao
analisados por espectrofotometria a 570 nm. A sidiaxdle da cor violacea produzida é
diretamente proporcional a quantidade de célubnaseis.

Para a realizacdo desses ensaios, as células I Lkvlam lavadas e
tripsinizadas conforme descrito no item 4.2.5.1mistura foi transferida para tubos
conicos e centrifugada a 4000 rpm por 5 mimpeDetfoi ressuspendido em DMEM e
uma aliquota foi diluida de forma seriada em aaultrgpan (4%; p/v.em PBS) nas
proporcdes de 1:10 e 1:100. A amostra mais dil(fidE00) foi transferida para camara
de Neubauer, e a densidade celular foi determipadaontagem. Foram contadas as

células presentes nos campos laterais, conformerdgrado na figura 17.
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Figura 17 -Representacdo esquematica da area de contagemmalia e Neubauer.

Fonte: Adaptado de BRAUKAISER, 2015.
Nota: As regifes marcadas em azul foram utilizgdaa contagem de células LLC-Mkenquanto que as
regides marcadas em verde foram usadas para camtéormas epimastigotas e tripomastigotas de

Trypanosoma cruzi

A desidade celular foi determinada de acordo camgainte formula:

Densidade celular (cél/mL) = Contagem/4 x*30fd

Onde:

fd = fator de diluicdo usado para contagem.

Em seguida, a densidade celular foi ajustada pamneentracdo 1 x 10
células/mL e subcultivadas em placas estéreis dpo@bs (200 plL/poco) incubadas
overnightem estufa de C{para a adesao e proliferacdo celular na supedé&iaaca.
Posteriormente, as células foram tratadas com @s(#3,75-3000 pg/mL) e /ou f-PL
(2,9-1500 pg/mL), PBS (controle negativo), BZ (col positivo; 1,56-200 pg/mL) e
incubadas, sob as mesmas condic¢des, por 24 h. gindae100 pL do meio da cultura
foram retirados, 10 pL de solucéo de MTT (2,5 mgbnLPBS) foi acrescentado e, 4 h
depois, foram adicionados 90 uL de dodecilsulfateatio (SDS - 10% p/v em HCI 0,1
N). Ap6s 17 h de incubacao foi realizada a leitema leitor de placa (Asys Expert
Plus®) a 570 nm (Figura 18).



58

Figura 18- Representacdo esquemaética do ensaio para a deteé@wida citotoxicidade

dos polissacarideos vegetais sobre células LLG-MK
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o célculo da viabilidade celular, foi utilivea seguinte formula:

Viabilidade celular (%) = AbsT — AbsB/AbsCT-AbsBLRO

Onde:

AbsT= leitura de absorbancia do grupo tratado;
AbsB= média das leituras da absorbéancia do branco; e
AbsCT= média das leituras de absorbancia do grupo dentro

Os resultados obtidos foram avaliados por regres8adinear (curva fit)

para estimativa da concentragdo capaz de causad&@¥otoxicidade maxima (GE}.
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4.2.6 Ensaios com formas amastigotas da cepa Y.dguEi

4.2.6.1 Cultivo das formas amastigotas

Para o cultivo da forma intracelular de cruzj células LLC-MK (10°
células/mL) foram subcultivadas em meio DMEM a 1884SBF em placas estéreis de
24 pocos contendo laminulas circulares de 13 mpiaga foi incubada em estufa a 37
+ 0,3 °C e CQ5% por 24 h para que a cultura atingisse o estégisemiconfluéncia.
Ap6s esse periodo, a cultura foi infectada comensfo de tripomastigotas (5 x°10
parasitos/mL) em meio DMEM — SBF 2% e incubada $#8rh sob as mesmas

condicoes.

4.2.6.2 Avaliacao do efeito dos polissacarideostadg sobre formas amastigotas cepa
Y de T. cruzi

Apoés o periodo de infeccdo, as células LLC-M&ram lavadas com PBS
para remocao dos parasitos nédo interiorizados eseguida, os poc¢os foram tratados
com os PLT ou f-PL (Gb e Ckop) obtidas no experimento com as formas
tripomastigotas tratados por 24 h. Como controlgatieo, as células foram tratadas
com PBS e como controle positivo tratadas com BxsA24 e 48 h de incubacdo, as
laminulas foram retiradas da placa e lavadas co®. PRra a fixacdo das células, as
laminulas foram embebidas em solucdo de Bouin. Ap@gem com agua destilada e
etanol (70%), foram mergulhadas em metanol por 12 Bm seguida, foram coradas
com Giemsa (5% v/v em agua destilada) durante 20 Rihalmente, as laminulas
foram lavadas mais uma vez e, apds secagem, mergad@mina utilizando entelan.

O efeito antiamastigota dos polissacarideos forasterchinados pela
contagem de 300 células em cada laminula, realieadmicroscopio éptico. Em cada
célula infectada, foi realizada a contagem de dgwas internalizados. Dessa forma,
foi calculado o percentual de células infectadapgjantidade de amastigotas por células
e o indice de sobrevivéncia (Sul), usando as fam@IMA et al., 2016;MARIN et
al., 2015:

Células infectadas (%) = n° de células infectad@¥3 100
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Amastigotas/células infectadas = n°® de amastigdtdais/ n° de células infectadg

g

Sul = n° de células infectadas x amastigotas/cétuiafectadas

4.2.7 Avaliagdo do mecanismo de morte celular poometria de fluxo
4.2.7.1 Avaliacdo de apoptose e/ou necrose

A avaliacdo do mecanismo de morte celular indupelos polissacarideos
foi realizada por citometria de fluxo, utilizando7eAAD (7-aminoactinomicyn Pe a
Anexina V marcada com a ficoeritrina (Ax/PE) comaroadores fluorescentes.

O 7-AAD liga-se a cadeias de DNA celular, no quaimpermeavel a
membrana celular integra, dessa forma é um sidalizénportante da perda de
integridade da membrana caracterizando morte cebaa necrose. A AxX/PE liga-se
fortemente a fosfatidilserina, um fosfolipidio ime da membrana plasmatica, que é
externalizado no estagio inicial da apoptose, senitisado como marcador desse tipo
de morte celular (ATALE et al., 2014; WLODKOWIC; SKOMMER,;
DARZYNKIEWICZ, 2011).

Formas epimastigotas (1 x ®lfarasitos/mL) deT. cruziforam incubadas
com os PLT (G, f-PL (Clsg) ou PBS (controle) por 24 h em placas de 24 pegos
estufa BOD. Em seguida, a suspensdo foi transfgoata tubos de citometria e
centrifugadas a 4000 rpm por 5 min. O sobrenadani@escartado e o precipitado foi
lavado uma vez com PBS e duas vezes com tampagagéd (0,01 M HEPES/NaOH,
pH 7,4, NaCl 0,14 M, Cagl2,5 mM). Apbs a ultima centrifugacéo, pellet foi
ressuspendido em 100 pL do tampéao de ligagao, 3-AAD e Anexina V-PE (BD
Pharmingef, usando um kit comercial — PE Annexin V Apoptd3itection Kit I) e
incubados por 15 min no escuro. Apos esse perfodadicionado 400 pL de tampéo
de ligacdo e as células foram analisadas no citonfeACSCalibur®, BD Pharmigen)
(Figura 19).



61

Figura 19- Protocolo de processamento das amostras paraeadaliperfil de morte
celular.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Para cada tubo, um minimo de“16élulas foram analisadas para a
quantificacdo de células ndo-marcadas e individeialenou duplamente marcadas com
7-AAD e AX/PE. Para isso, foi usado laser de amyo{i88 nm) para excitar os
fluorocromos. As células marcadas com Ax/PE foratasl pelo detector FL2 (563 a
606 nm, fluorescéncia amarela), enquanto que asaséinarcadas com 7-AAD foram
lidas em comprimento de onda de 615 a 645 nm @hka@ncia vermelha, detector FL3)
(KESSLER et al., 2013).
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4.2.7.2 Avaliagdo da alteracdo do potencial transrhginico mitocondrial

O potencial transmembranico mitocondriatm) foi avaliado utilizando o
corante fluorescente rodamina 123 (Rho123). A RB@& 2m corante catibnico que se
acumula no espaco intermembranar de mitocondriégeid, emitindo fluorescéncia
vermelha. Lesdo mitocondrial provoca a reducdoadmnalo desse corante, que passa
para o citoplasma, onde emite fluorescéncia véaB&d&RACCA et al., 2003).

Formas epimastigotas (1 x ®lfarasitos/mL) deT. cruziforam incubadas
com os PLT (G), f-PL (Clg) e PBS (controle) por 24 h em placas de 24 pd€os.
seguida, as células foram transferidas para tuleodtifugadas e lavadas com PBS. Em
seguida, as células foram ressuspensas em 100 RBSle foi adicionado 5 pL de Rho
123 (10 pg/mL) e incubadas no escuro por 30 minfiRy as amostras foram lavadas
duas vezes com PBS e ressuspensas em PB&L(AO0B0), analisadas por citometria de
fluxo utilizando detector FL2 (Figura 20) (SAMPAKD al., 2016).

Os resultados foram expressos como intensidadéveelde fluorescéncia,

utilizando a formula:

Fluorescéncia relativa = mTESTE/mMCONTROLE

Onde:
MTESTE= média geométrica do grupo a ser analisado;
MCONTROLE-= valor médio da média geométrica do grupo controle
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Figura 20- Protocolo de avaliagdo do potencial transmembramitacondrial.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.7.3 Avaliacdo da tumefacao de reservossomos

O volume dos reservossomos de epimastigotas tsatattmm o0s
polissacarideos foi avaliado utilizando laranjaadddina (AO,acridine orangg Esse
corante tem tropismo por compartimentos acidicésagelulares, de forma que se
acumula nos reservossomosTderuzj emitindo fluorescéncia alaranjada. A tumefacao
dos lisossomos é uma das alteragfes indicativanaitee celular por autofagia, que
causa aumento do acumulo de AO, podendo ser atedigaor citometria de fluxo
(ATALE et al., 2014; KESSLER et al., 2013).

Formas epimastigotas (1 x ®1farasitos/mL) deT. cruziforam incubadas
com os PLT (G), f-PL (Clg) e PBS (controle) por 24 h em placas de 24 pocos.
Posteriormente, a suspenséo foi centrifugada, @sabante descartado e o precipitado

lavado duas vezes com PBS, ressuspenso em 508 RBS incubados com 2,5 uL de
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AO (10 pg/mL) e incubadas por 15 min no escuro. fitoy as células foram lavadas
duas vezes, resuspensas em PBS e analisadas goetoé de fluxo, utilizando
detector FL3 (KESSLER et al., 2013) (Figura 21).résultados foram expressos como

intensidade de fluorescéncia relativa.

Figura 21- Protocolo de avaliagao da tumefacao de reservossomo
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.2.7.4 Avaliagdo da producdo de espécies reatieagxigénio

O aumento de espécies reativas de oxigénio (EROsgitoplasma de
células epimastigotas tratadas com os polissacariiié avaliada utilizando o reagente
diacetato de 2',7'-diclorofluoresceina APICFH-DA). O HDCFH-DA avaliar a
producao de peréxido de hidrogéniaQ4) e de outros peréxidos, tais como, peroxidos
lipidicos, o qual € oxidado ao composto fluoreseatitiorofluoresceina (DCF) sendo

utilizado como marcador para o0 estresse oxidatiao cdlula. A intensidade de
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fluorescéncia emitida pela célula € diretamente pgn@ional a concentracdo
intracitoplasmatica de EROs (CHEN et al., 2010).

Formas epimastigotas (1 x ®1parasitos/mL) foram incubadas com os PLT
(Clsg), f-PL (Clsg) € PBS (controle) em placa de 24 pocos. Ap6s 2 lindubacéo,
adicionou-se 1Q.L de uma solugdo de ,BCFH-DA (2 mM). Apds 24 h, as células
foram centrifugadas (4000 rpm por 5 min), lavadassdvezes com PBS e ressuspensas
em 500uL de PBS. Por fim, as células foram analisadas idmetro de fluxo pelo
detector FL1 (fluorescéncia verde, de 515 a 545 (fgura 22). Os resultados foram

expressos como intensidade de fluorescéncia ralativ

Figura 22 - Protocolo de avaliacdo para a marcacdo com diacetat 2'-7'-
diclorofluoresceina (blDCFH-DA).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.8 Bloqueio da atividade antiparasitaria dos igshcarideos com catalase

Com a finalidade de investigar o papel dgDkextracelular sobre o efeito
dos polissacarideos el cruzj as formas epimastigotas (1 x°I@lulas/mL) foram
cultivadas, conforme descrito nos itens anterioregadas com os PLT (), f-PL
(Clsg) ou PBS (controle) na presenca ou auséncia dasat@CAT - 2hg/mL) por 24 h
(Figura 23). Posteriormente, a inibicdo do cresobmgparasitario foi quantificada em

camara de Neubauer (GUO et al., 2015 com modifes)cd

Figura 23 - Ensaio de bloqueio da atividade dosgatarideos com catalase.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.9 Avaliagdo das alteragcbes morfologicas inda@mdpelos polissacarideos em T.

cruzi

Para avaliacdo das alteracbes induzidas pelos Elsf) € f-PL (Cko) na
ultraestrutura dé. cruzi as formas epimastigotas foram incubadas com pseta24 h.
Apés esse periodo, as amostras foram centrifugdd@80 rpm; 10 min), o
sobrenadante descartado allet ressupenso em solucado de glutaraldeido (2,5%) e

incubado por 2 h.
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As amostras fixadas foram novamente centrifugadasxpostas a
concentracdes crescentes de etanol (30, 50, 76,190%) para desidratacdo, seguida
de centrifugacdo (5000 rpm; 5 min). Por fim, asuleél foram transferidas para a
superficie de laminulas circulares (15 mm) e setasestufa de CO As laminulas
foram cobertas com camada de ouro (espessura denR@tilizando a Metalizadora
QT150 ES-Quorum e analisadas em Microscépio Eletnode Varredura Quanta 450
FEG-FEI, para observacdo das alteracbes na estritigimensional das formas
epimastigotas dé. cruzi(VANNIER-SANTOS; DE CASTRO, 2009) (Figura 24).

Figura 24 - Processamento e analise de amostrasadezipor microscopia eletrdnica

de varredura.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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4.2.10 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em trigi¢at3). Os resultados
foram expressos como média + E.P.M. e analisado&OVA seguido de pos-teste de
Bonferroni ou teste t Student, considerando-se(Q&<0pmo critério de significancia.
Foram utilizados os softwares GraphPad Prism vessai@ Microsoft Office® Excel
2010.
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PARTE 1:

Estudoin vitro da atividade tripanocida dos extratos
polissacaridicos em cepa ¥e Trypanosoma cruzi
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos dos extratos polissacaridicos vegetaias formas epimastigotas d€.

cruzi

Os ensaios de citotoxicidade dos extratos vegetalsre as formas
epimastigotas dé&. cruziforam realizados apos 24, 48 e 72 h de incubag@oos PLT.
Os parasitos, apos incubado com os PLT, apresentadaversas alteracoes
morfoldgicas, tais como, auséncia de flagelo, pdecmotilidade e alteragéo de formato
tipico. Os resultados demonstraram que todos watex vegetais apresentaram efeito
inibitério sobre as formas epimastigotas nos te@spbs testados (Figuras 25-29). As
concentracdes inibitorias obtidas por regressaelinéar foram:A. indica (Clsg/24n=
870 + 0,08 pg/mL; Gbash= 1080 £ 0,05 pg/mL; Gb72n= 1350 £ 0,04 pg/mL)C.
ferrea(Clsoj2an= 460 £ 0,06 pug/mL; Ghasn= 2070 £ 0,13 pg/mL; G72n= 660 £ 0,19
png/mL), G. americana(Clsgoan = 740 = 0,07 pg/mL; Ghush= 710 £ 0,05 pg/mL;
Clso/72n= 870 = 0,05 pug/mL)G. spinosaClsgoan= 770 + 0,06 pg/mL; Ghasn= 1420 +
0,06 pg/mL; Cor7on= 1460 = 0,05 pg/mL), X. americana (Clsp2an= 1560 £ 0,04
png/mL; Choash= 4560 £ 0,05 pg/mL; Gb72n= 1180 + 0,06 pg/mL).
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Figura 25 — Efeito dos PLde A. indicasobre formas epimastigotas Tecruzi.
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Legenda:

Os PLT deA. indicareduziu a viabilidade celular das formas epimasig deT. cruziapés 24 (A), 48
(B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram egxpeesomo percentual de viabilidade celular + E.P.M.
de trés experimentos independentes e analisadatssesamente pelos testes One-way ANOVA e pos-
teste de Bonferroni (*p< 0,08.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 26 - Efeito dos PLde C. ferreasobre formas epimastigotas Tecruzi.
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Legenda:

Os PLT deC. ferreareduziu a viabilidade celular das formas epimasdigdeT. cruziapés 24 (A), 48 (B)

e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram exprassos percentual de viabilidade celular + E.P.M. de
trés experimentos independentes e analisadosstistatiente pelos testes One-way ANOVA e pds-teste
de Bonferroni (*p< 0,0%s.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 27 - Efeito dos PLde G. americangobre formas epimastigotas fecruzi.
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Legenda:

Os PLT deG. americanareduziu a viabilidade celular das formas epimagtigaleT. cruziapds 24 (A),

48 (B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foramesgos como percentual de viabilidade celular £
E.P.M. de trés experimentos independentes e agdafissstatisticamente pelos testes One-way ANOVA e
pos-teste de Bonferroni (*p< 0,08.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 28 Efeito dos PLTde G. spinosaobre formas epimastigotas Becruzi.
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Legenda:

Os PLT deG. spinosaeduziu a viabilidade celular das formas epimastig@eT. cruziapés 24 (A), 48
(B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foram espeesomo percentual de viabilidade celular + E.P.M.
de trés experimentos independentes e analisadatisesamente pelos testes One-way ANOVA e poés-
teste de Bonferroni (*p< 0,08.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 29 - Efeito dos PLde X. americangobre formas epimastigotas Tecruzi.
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Legenda:

Os PLT deX. americanareduziu a viabilidade celular das formas epimagtigaleT. cruziapds 24 (A),

48 (B) e 72 (C) h de tratamento. Os dados foramesgos como percentual de viabilidade celular £
E.P.M. de trés experimentos independentes e atafissstatisticamente pelos testes One-way ANOVA e
pos-teste de Bonferroni (*p< 0,05.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2 Efeitos dos extratos polissacaridicos vegetaias formas tripomastigotas deT.

cruzi

Formas tripomastigotas obtidas do sobrenadante élidas LLC-MK;
infectadas foram incubadas com os PLT das espéoigetais em diferentes
concentracdes por 24 h. Apds incubacao, foi obdergae os PLT de todas as espécies
foram capazes de causar morte nas formas tripajotesti em todas as concentracdes
testadas (93,75 — 3000 pg/mL) (Figuras 30-34). sAmdalise de regressdo ndo-linear,
foram obtidos os seguintes valores degd-@. indica(LCso= 2400 + 0,24 pg/mL)C.
ferrea(LCso= 840 £ 0,08 pg/mL)G. americangLCsp= 470 £ 0,08 pg/mL)G. spinosa
(LCs0=670 £ 0,05 pg/mL) &. americangLCsp= 1450 = 0,06 pg/mL).

Figura 30 Efeito dos PLTde A. indicasobre formas tripomastigotas tecruzi.
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Legenda:

Os PLT deA. indicareduziu a viabilidade celular das formas tripongpgtis deT. cruziapds 24 h de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedeuaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estatigtita pelos testes One-way ANOVA e pés-teste de
Bonferroni (*p< 0,05vs.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 31 -Efeito dos PLTde C. ferreasobre formas tripomastigotas @ecruzi.
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Legenda:

Os PLT deC. ferreareduziu a viabilidade celular das formas tripongggtis deT. cruziapds 24 h de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedeuaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estanstite pelos testes One-way ANOVA e pés-teste de

Bonferroni (*p< 0,05v/s.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Biana pelo autor.

Figura 32 - Efeito dos PLTde G. americanasobre a viabilidade de formas
tripomastigotas dé. cruzi.
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Legenda:

Os PLT deG. americanaeduziu a viabilidade celular das formas tripongaettis deT. cruziapos 24 h de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedeuaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estatigiite pelos testes One-way ANOVA e pés-teste de

Bonferroni (*p< 0,05vs.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Biada pelo autor.
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Figura 33 -Efeito dos PLT dé. spinosaobre formas tripomastigotas @lecruzi.
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Legenda:

Os PLT deG. spinosareduziu a viabilidade celular das formas triponggtis deT. cruziapds 24 h de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedeuaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estatnigiite pelos testes One-way ANOVA e poés-teste de

Bonferroni (*p< 0,05/s.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Elaoia pelo autor.

Figura 34 - Efeito dos PLT d¢. americanaobre formas tripomastigotas @decruzi.
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Legenda:

Os PLT deX. americanaeduziu a viabilidade celular das formas tripongaettis deT. cruziapos 24 h de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedeuaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estatngiite pelos testes One-way ANOVA e pés-teste de

Bonferroni (*p< 0,05v/s.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Biana pelo autor.
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5.3 Efeito citotoxico dos extratos polissacaridicogegetais sobre a viabilidade de
células LLC-MK »

Para avaliar o efeito citotoxico dos PLT sobre ledlthospedeiras dé.
cruzi, as células LLC-MK2 foram selecionadas para estede sendo submetidas ao
ensaio do MTT. Foi observada reducéo da viabilidzdelar nos grupos tratados com
os PLT deA. indica C. ferreg G. americana G. spinosae X. americanaapds 24 h
(Figuras 35-39). No entanto, os PLT @eamericanareduziram a viabilidade celular
apenas nas duas maiores concentracoes testadaserdapndo uma CC50 de 2250 +
0,07 pg/mL.

Figura 35 - Efeito dos PLT d& indicasobre a viabilidade de células LLC-MK
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Legenda:

Os PLT deA. indicareduziu a viabilidade das células LLC-MKm todas as concentragfes testadas. Os
dados foram expressos como percentual de viabdideelular £ E.P.M. de trés experimentos
independentes e analisados estatisticamente jpskes tOne-way ANOVA e pOs-teste de Bonferroni (*p<

0,05vs controle).(Ct = grupo controle). Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 36 - Efeito dos PLT de. ferreasobre a viabilidade de células LLC-MK
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Legenda:

Os PLT deC. ferreareduziu a viabilidade das células LLC-MHKas concentracGes de 187,5 — 3000
pag/mL. Os dados foram expressos como percentuabbfididade celular £ E.P.M. de trés experimentos
independentes e analisados estatisticamente psles tOne-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni (*p<

0,05vs controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elalt@@elo autor.

Figura 37 - Efeito dos PLT d& americanasobre a viabilidade de células LLC-MK
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Legenda:
Os PLT deG. americanareduziu a viabilidade das células LLC-MKas concentracfes de 1500 e 3000
pa/mL. Os dados foram expressos como percentuabbfididade celular £ E.P.M. de trés experimentos
independentes e analisados estatisticamente pelstes One-way ANOVA e pés-teste de Bonferroni

(*p< 0,05vs controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elalutzrgelo autor.
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Figura 38 - Efeito dos PLT d& spinosasobre a viabilidade de células LLC-MK
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Legenda:

Os PLT deG. spinosareduziu a viabilidade das células LLC-MKas concentracdes de 375 - 3000
pa/mL. Os dados foram expressos como percentuabbfididade celular £ E.P.M. de trés experimentos
independentes e analisados estatisticamente pedstes One-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni

(*p< 0,05vs controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elab@aelo autor.

Figura 39 - Efeito dos PLT d& americanasobre a viabilidade de células LLC-MK
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Legenda:

Os PLT deX. americanaeduziu a viabilidade das células LLC-MKm todas as concentracdes testadas.
Os dados foram expressos como percentual de dabdi celular + E.P.M. de trés experimentos

independentes e analisados estatisticamente psles tOne-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni (*p<

0,05vs controle). (Ct = grupo controle). Fonte: Elabargelo autor.
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Desta forma, ao término da triagem com os PLT dpéates vegetais sobre
as formas epimastigotas e tripomastigotas.deruzi e avaliacdo do efeito citotoxico
sobre as células hospedeiras LLC-MKs PLT deG. americanaapresentaram as
menores Gb (< 1000ug/mL) frente aos ensaios tripanocidas, além de baix@itade
(Tabela 1).

Com a finalidade de identificar se os PLT @e americanaapresentam
efeito tripanocida e toxicidade adequados, foi eteado o Sel, através da divisao
entre a Cge a LGo. Sendo assim, o Sel dos PLT@eamericanafoi de 4,8, enquanto
gue o do BZ foi 2,3, indicando desta forma que IO ¢ G. americanaséo 4,8 vezes

mais seletivo pard. cruziem relacdo as células hospedeiras.

Tabela 1 - Atividade antiparasitaria vitro dos PLT e do BZ sobre as formas

epimastigotas e tripomastigotasderuzie células LLC-MK,.

BZ A. indica C. ferrea G. americana G. spinosa X. americana
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
Epimastigota
(Clsg)
24 h 56,76 + 15 870+0,08 460 0,06 740 = 0,07 77006 1560 = 0,04
48 h 15,91 +3 1080 £ 0,05 2070+0,13 710 £ 0,05 1472006 4560 + 0,05
72 h 1651 1350+0,04 660+0,19 870+ 0,05 1460050 1180 4,06
Tripomastigota
(LCs0)
24 h 67 £ 20 2400+ 0,24 840 +0,08 470 + 0,08 670 60,0 1450+ 0,06
LLC-MK ,
(CCso)
24 h 160 + 75,09 - 4890 + 0,01 2250 £ 0,07 3044 + 0,05 -
Legenda:

CGCso = concentragdo capaz de causar 50% de citotogieiden células hospedeirasizd5t concentragdo
capaz de inibir o crescimento de 50% das formamagtigotas; LGy = concentracado capaz de causar
morte de 50% das formas tripomastigotdgédia + EPM (n=3), ANOVA e teste de Bonferroni.orke:

Elaborada pelo autor.
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Estes resultados incentivaram a continuidade dedest possibilitaram a
escolha da espécfe americanapara dar prosseguimento aos ensaios sobre assforma

intracelulares, investigacdo do mecanismo de noeftdar e alteracbes morfoldgicas.

5.4 PLT deG. americanareduz o numero de amastigotas

Para investigar o efeito dos PLT @eamericanasobre a forma intracelular
do T. cruzi foi realizado ensaio utilizando concentracfes ti&icas para as ceélulas
hospedeiras LLC-MK A analise dos dados foi realizada em laminasermtt células
LLC-MK ; infectadas poil. cruzi Apés 24 e 48 h de incubacdo com os PLTGde
americananas concentracdes de 235 pg/flso) € 470 pg/mL (Gh), as laminas
foram analisadas em microscopio optico para a gentado numero de células
infectadas e a contagem de amastigotas.

Os resultados demonstraram que células tratadasosoRLT (235 e 470
png/mL) reduziram o percentual de células infectatas49% e 46% (24 h), e 44% e
53% (48 h), respectivamente (Figura 40-A). Alémsdjsos PLT deG. americana
também reduziram o nimero de amastigotas/100 s&mna46% (24 h) e em 53% (48
h), respectivamente (Figura 40-B). O efeito antistigata também foi comprovado pela
reducdo do indice de sobrevivéncia das formas autst (Figura 40-C). Nao foi
observada diferenca estatistica entre 0os grupasos

Andlises de microscopia Optica confirmaram que 06 R G. americana
reduziram significativamente a infec¢éo celular @ambas as concentracdes e periodos
observados (Figura 41).
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Figura 40 - Efeito dos PLT d& americanaem formas amastigotas diecruzi.
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Legenda:

PLT deG. americanaeduziu o percentual de células infectadas (Aj{limero de amastigotas por células
(B) e o percentual do indice de sobrevivéncia (B)dados foram expressos como percentual + E.RM. d
trés experimentos independentes e analisadosstistatiente pelos testes Two-way ANOVA e pds-teste

de Bonferroni (*p< 0,0%s.controle). (PBS = controle negativo).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 41— Fotomicrografiade células LLC-MK infectadas com formas amastigotas
deT. cruziapds tratamento com os PLT @eamericana.

Legenda:

Microscopia Optica das células LLC-Mknfectadas pof. cruzitratadas com os PLT d& americana

24 h (A, B, C): A— grupo controle; B — Célulastéidas com 235 pg/mL; C — Células tratadas com 470
pg/mL; 48 h (D, E, F): D — grupo controle; E - Qékutratadas com 235 pg/mL; F - Células tratadas co
470 pg/mL. Aumento de 200 x, usando Microscépidacopt

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 PLT deG. americanainduz morte celular por necrose

Formas epimastigotas foram utilizadas para avaliad@ perfil de morte
celular, através da marcacdo com anexina V-PE AD-& analisadas em citometria de
fluxo. As células foram divididas em quatro popoks celulares: células viaveis, com
baixo nivel de marcacdo para os fluorocromos (7-AAR-); células necrdticas,
marcadas apenas com 7-AAD (7-AAD+/ AX-); célula®ptdticas, marcadas apenas
com anexina V-PE (7-AAD-/Ax+); e células em apopttardia, marcadas duplamente
(7-AAD+AX+).
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As células foram incubadas por 24 h na concentrdea®0 pg/mL (Gbh) e
foi observado a reducdo do percentual de célutageid e aumento predominantemente
significativo do percentual de células marcadas @eAAD, indicando morte celular
por necrose (Figura 42-A). Esse aumento também peele observado pelo
deslocamento das populagfes celulares, apresamegtaficodensity plotde dispersao
das células (Figura 42-C).

Figura 42 -Perfil de morte celular induzido pelos PLT @Geamericanaavaliado por

citometria de fluxo.
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Legenda:

(A) Avaliacdo do mecanismo de morte celular porpdpse e/ou necrose marcado por 7-AAD/Anexina V
na cultura de formas epimastigotadecruziap6s 24 h de tratamento com os PLTGd@mericana740
pg/mL). 7-AAD-/Ax- = células viaveis; 7-AAD+/Ax- =células necréticas; 7-AAD-/Ax+ = células
apoptéticas; 7-AAD+/Ax+ = apoptose tardia. (B-Cstdigrama de dispersédo de células por intensidade
de marcacéo por anexina V-PE e 7-AAD. (B - PBS)-(@@upo tratado). Os dados foram expressos como
percentual de eventos + E.P.M. de trés experimanttependentes e analisados estatisticamente pelos

testes One-way ANOVA e pés-teste de Bonferroni (Bp85vs. controle). Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.6 PLT de G. americana induz alteragdo no potencial transmembranico

mitocondrial

A Rho 123 foi utilizada para investigar se os PlerGl americana(740
ng/mL - Cko) induz alteracdo no potencial mitocondrial ém cruzi As formas
epimastigotas foram tratadas por 24 h e foi obslervana redugéo na intensidade de
fluorescéncia (Figura 43-A). Esse resultado podeisealizado pelo desvio a esquerda
do histograma de intensidade de marcacdo com RB¢Figura 43-B) e pela reducéo

da intensidade relativa de fluorescéncia.

Figura 43 — Efeito dos PLT d& americanasobreA¥Ym nas formas epimastigotas Te
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Legenda:

Avaliacdo do potencial transmembranico mitocondri@rcado por Rho 123 na cultura de formas
epimastigota dd. cruziapds 24 h de tratamento com os PLTGl@mericang 740 pug/mL) (A) Grafico

de intensidade de fluorescéncia; (B) Histogra®@a. dados foram expressos como intensidade de
fluorescéncia = E.P.M. de trés experimentos indépetes e analisados estatisticamente pelo teste t
Student (p< 0,0%s controle). (PLTG. americana curva de cor verde); (Ct = controle negativourva

de cor cinza). Fonte: Elaborada pelo autor
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5.7 PLT deG. americananao induz morte celular por autofagia

A inducéo de autofagia pelos PLT @Geamericandoi avaliada utilizando o
marcador laranja de acridina, que tem a propriedadge acumular em regides acidicas
como os reservossomos, emitindo fluorescéncia Jbkemalaranjada Neste estudo,
células tratadas com os PLT (740 pg/mL sgCpor 24 h ndo apresentaram alteracao

significativa de intensidade de marcacéao (Figura 4B).

Figura 44 — Efeito dos PLT d& americanasobre os reservossomosTderuzi.
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Legenda:

Avaliacdo do mecanismo de morte celular por agtafamarcado por laranja de acridina na cultura de
formas epimastigota de cruziapés 24 h de tratamento coos PLT deG. americana740 pg/mL). (A)
Gréfico de intensidade de fluorescéncia; (B) Hjsima. Os dados foram expressos como intensidade de
fluorescéncia + P.M de trés experimentos independentes e analisastatisicamente pelo teste t
Student (p< 0,0%s. controle). (Ct = controle negativo — curva pret@dl.T deG. americana -curva

vermelha). Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.8 PLT deG. americanainduz a producao de EROs

Formas epimastigotas apos 24 h de incubacéo céthTodeG. americana
(740 pg/mL - Go) marcadas com #CFH-DA foram submetidas a citometria de fluxo
para avaliacdo da intensidade de fluorescéncialadss apresentados por meio de um
histograma demonstram o desvio das populacdesacedub direita (Figura 45-B). A
figura 45-A mostra um aumento da intensidade dardlscéncia, indicando aumento na
concentracdo intracitoplasmatica de espécies esatle oxigénio em relacdo ao grupo
controle.

Figura 45 —Efeito dos PLT deés. americanasobre a producdo de espécies reativas de

oxigénio intracitoplasmaticas em formas epimastigot
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Legenda:

Avaliacdo do aumento de espécies reativas de drigdarcado por FEDCFH-DA na cultura de formas
epimastigota dé&. cruziapos 24 h de tratamento com os PLTG@americang740 pg/mL). (A) Gréfico

de intensidade de fluorescéncia; (B) Histograma. dados foram expressos como intensidade de
fluorescéncia = E.P.M. de trés experimentos indépetes e analisados estatisticamente pelo teste t
Student (p< 0,0%s controle). (PLTG. americana- curva de cor vermelha); (Ct = controle negativo

curva de cor preta). Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.9 H,0, ndo influéncia o efeito antiparasitario dos PLT deé5. americana

A catalase (CAT) foi utilizada neste estudo combgetivo de avaliar se as
moléculas de bD, presentes no meio de cultura interferem na atidddos PLT. O
grupo tratado apenas com CAT ndo apresentou efgidficativo. Além disso, nao foi
observada diferenca entre o grupo tratado com d:Blpresenca ou auséncia da CAT.
Esse dado demonstra que ndo ha participacdo,Og eitracelular no efeito dos PLT

sobre formas epimastigotas Becruzi

Tabela 2 - Avaliacdo da influéncia de®4 sobre o efeito antiparasitario dos PLTGle

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 (2g/mL); PLT = polissacarideo total dgenipa americand740 pg/mL). Os dados
foram expressos como média + EPM e avaliados perma@y ANOVA com pos-teste de Bonferroni.
*p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Nao houverdifca significativa do grupo PL¥ CAT em
relacao ao grupo PLT

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.10 PLT de G. americana promove alteracbes morfologicas em formas
epimastigotas der. cruzi

Alteracdes morfolégicas nas formas epimastigotdszitas pelos PLT de
G. americanaapés 24 h de tratamento foram analisadas por stiopia eletrénica de
varredura. Foram observadas alteragbes ultraestizitnos grupos tratados com o0s
PLT, como alteracdes no formato tipico, arredondame encurtamento do parasito,
aparente fuga do conteudo citoplasmatico e degéiadde membrana celular com poros
(Figura 46).

Figura 46 — Alteracdes ultraestruturais induzidele® PLT deG. americanaem formas

epimastigotas deé. cruzi.

Legenda:
(A) grupo controle; (B) epimastigotas tratados conPLT deG. americana(370 ug/mL) e (C) (740

ug/mL). Fonte: Elaborada pelo autor.

Como apresentado, o PLT d& americanaapresentou efeito citotoxico
sobre as formas epimastigota, tripomastigota e tgoées deT. cruzi cepa Y (resistente
ao benzonidazol), sugerindo morte celular por regroom envolvimento de alteragao
do potencial transmembranico mitocondrial e esgéaativas de oxigénio.

Diante dos resultados obtidos, buscamos tambémanval efeito dos
polissacarideos isolados (f-PL: FI e Fll) da folleG. americanasobre as formas
epimastigota, tripomastigotas e amastigotasTderuzi bem como a citotoxicidade
sobre as células hospedeiras (LLC-MKmecanismo de morte celular e as possiveis

alterac6es morfoldgicas induzidas pelas f-PL.



92

PARTE 2:

Estudoin vitro da atividade tripanocida das fracoes
polissacaridicas isoladas das folhas dgenipa
americanaem cepa Y delrypanosoma cruzi
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6 RESULTADOS

6.1 Fl e Fll reduzem a viabilidade celular de forma epimastigota deT. cruzi

Ensaios sobre as formas epimastigotas tratadas~t@pds 24, 48 e 72 h
demonstraram efeito tripanocida (Figura 47). Asceotracdes inibitérias obtidas por
regressao nao linear para Fl foram:sofed n= 580 + 0,17 pg/mL; Gbuas = 530 + 0,13
ug/mL; Chkoz2n= 500 £ 0,14 pg/mL. Com relacao as concentracdeidrias para Fll,
as mesmas nado foram obtidas, pois nao foi possbssrvar uma curva concentracéo-
efeito, impossibilitando desta forma o céalculo dg (Figura 48).

Figura 47 — Efeito da fracdo FI G americanasobre formas epimastigota @iecruzi
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Legenda:

FI reduziu a viabilidade celular das formas epiigasis deT. cruziapés 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedeuaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estatigtita pelos testes One-way ANOVA e pés-teste de

Bonferroni (*p< 0,05vs.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Biada pelo autor.
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Figura 48 — Efeito da fracao FIl @ americanasobre formas epimastigota @lecruzi.
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Legenda:

Fll n&o reduziu a viabilidade celular em 50% dasfs epimastigotas de cruziapos 24 (A), 48 (B) e

72 (C) horas de tratamento. Os dados foram exp@essno percentual de viabilidade celular + E.P.&1. d
trés experimentos independentes e analisadosstistatiente pelos testes One-way ANOVA e pés-teste
de Bonferroni (*p< 0,0%s.grupo controle). Ct = grupo controle.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.2 Fl e Fll reduzem a viabilidade celular de forma tripomastigota deT. cruzi

Ensaios sobre as formas tripomastigotas ap6s igdobeom Fl e FIl em
diversas concentracdes, demonstraram que as frRinfoapazes de causar morte em
todas as concentragOes testadas (Figura 49). Osogrtratados com Fll na
concentracdo de 1500 pg/mL apresentaram 100% de eor todos os experimentos,
conforme observado na figura 48-B. ApoOs analiseedeesséo nao-linear foram obtidos
as seguintes Lg FI (LCs0= 100 £ 0,09 pg/mL) e FlI (L&= 23 £ 0,06 pg/mL).

Figura 49 — Efeito das f-PL d& americanasobre formas tripomastigota @iecruzi
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Legenda:
FI (A) e Fll (B) reduziram a viabilidade celularsdféormas tripomastigotas de cruzi apos 24 h de
tratamento. Os dados foram expressos como pertedtaviabilidade celular + E.P.M. de trés
experimentos independentes e analisados estatigtita pelos testes One-way ANOVA e pés-teste de

Bonferroni (*p< 0,05vs.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Biada pelo autor.
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6.3 Fl e Fll ndo reduzem a viabilidade de célulaslLlC-MK »

As células LLC-Mk foram submetidas aos ensaios de citotoxicidade, fo
observado que FI e FIl ndo reduziram a viabilidasdular em nenhuma das
concentracdes testadas (Figura 50). Desta formdadss demonstram que mesmo em
altas concentracbes, FI e Fll ndo causam toxicidaslecélulas hospedeiras. A
concentracdo capaz de causar 50% de citotoxicid@ds,) ndo foi obtida para
nenhuma das fracdes, pois ndo foi possivel obsamarcurva concentracéo-efeito. No
entanto, devido as f-PL ndo terem apresentadoogitalade sobre as células

hospedeiras, estimamos o Sel. Para Fl o Sel nestisuperior a 15 e o de Fll superior
a 65.

Figura 50 — Efeito das fracbes @Ge americanasobre a viabilidade de células LLC-
MK.
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Legenda: FI (A) e Fll (B) ndo reduziram a viabitigadas células LLC-MKapds 24 horas de tratamento.
Os dados foram expressos como percentual de dabdi celular £+ E.P.M. de trés experimentos
independentes e analisados estatisticamente psles tOne-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni (*p<

0,05vs.grupo controle). Ct = grupo controle. Fonte: Blala pelo autor.
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6.4 Fl e Fll reduzem o nimero de amastigotas

Apés 24 e 48 h de incubacdo com as fracbesGdexmericananas
concentracdes de 50 pg/rfClse) € 100 pg/mL (Gh) para Fl; e 11,5 ng/m(Clsoy) €
23 pg/mL (Cho) para FllI; as laminas foram analisadas em micmmecoptico para a
contagem do namero de células infectadas e a amntdg amastigotas.

Os resultados demonstraram que células tratada®$@@.00 pg/mL da Fl,
reduziram o percentual de células infectadas en7%9, em 24 h apenas na
concentracdo de 100 pg/mL, e 15% e 19% em 48 pectgamente (Figura 51-A).
Além disso, FI dég5. americanatambém reduziu o nimero de amastigotas/100 células
em 70% (100 pg/mL) em 24 h, e 35% (50 pg/mLB&4100 pg/mL) em 48 h
(Figura 51-B). O efeito antiamastigota também fanprovado pela reducéo do indice
de sobrevivéncia das formas amastigotas apenas én(Fgura 51-C).

Células tratadas com 11,5 e 23 pg/mL da FIl, redorio percentual de
células infectadas em 34% e 22% em 24 h, e 14% % €8 48 h, respectivamente
(Figura 52-A). FIl também reduziu o nimero de aigats/100 células em 48% e 34%
em 24 h, e 36% e 56% em 48 h, respectivamente r@igR-B). Além disso, FlI
reduziu o indice de sobrevivéncia das formas agw@as em 24 e 48 h (Figura 52-C).

Andlises de microscopia Optica confirmaram que-B& fle G. americana
reduziram significativamente a infeccao celular ambas as concentracdes e periodos

observados (Figura 53-54).
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Figura 51 — Efeito da fracdo FI G americanaem formas amastigotas diecruzi.
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Legenda:

FI de G. americanareduziu o percentual de células infectadas (A){mero de amastigotas por células

(B) e o percentual do indice de sobrevivéncia (B)dados foram expressos como percentual + E.RM. d
trés experimentos independentes e analisadosstistatiente pelos testes Two-way ANOVA e pds-teste
de Bonferroni (*p< 0,0%s.controle). (PBS = controle negativo).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 52 — Efeito da fracdo FIl @& americanaem formas amastigotas decruzi.
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Legenda:

Fll de G. americanareduziu o percentual de células infectadas (A)dimero de amastigotas por células
(B) e o percentual do indice de sobrevivéncia (B)dados foram expressos como percentual + E.RM. d
trés experimentos independentes e analisadosstistatiente pelos testes Two-way ANOVA e pds-teste
de Bonferroni (*p< 0,0%s.controle). (PBS = controle negativo).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 53— Fotomicrografiade células LLC-MK infectadas com formas amastigotas
deT. cruziapds 24 h de tratamento com as f-PIGdamericana

Legenda:

Microscopia Optica das células LLC-MHknfectadas pof. cruziapds 24 h de tratamento com Fl e Fll de
G. americana A — grupo controle; B — Células tratadas com@kg,); C — Células tratadas com Fl
(Clsg); D - Células tratadas com Fll (gh); E - Células tratadas com Fll ¢l Aumento de 400 x,
usando Microscépio éptico.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 54 —Fotomicrografiade células LLC-MK infectadas com formas amastigotas
deT. cruziapds 48 h de tratamento com as f-PIGdamericana

Legenda:

Microscopia 6ptica das células LLC-M#knfectadas poT. cruziapds 48 h de tratamento com Fl e Fll de
G. americana A — grupo controle; B — Células tratadas com@kg,); C — Células tratadas com Fl
(Clsg); D - Células tratadas com Fll (gh); E - Células tratadas com Fll ¢l Aumento de 400 x,
usando Microscépio éptico.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.5Fracéo deG. americanainduz morte celular por necrose

Ensaios de citometria de fluxo para investigar assiveis alteracfes
celulares indicativas de necrose, apoptose e/odupém de EROs foram realizados
apenas com FIl, visto que somente a mesma apres&itgupara as formas
epimastigotas.

As células apdés 24 h de tratamento com FkyCI580 pg/mL) foram
marcadas com 7-AAD/Anexina V-PE e analisadas pmm@tria de fluxo. A analise
revelou a reducdo do percentual de células viaeeisumento predominante do
percentual de células marcadas com 7-AAD, marcddarecrose (Figura 55-A). Esse
aumento também pode ser observado pelo deslocamdest@opulacdes celulares,

apresentado no grafictensity plode dispersao das células (Figura 55-C).

6.6 Fracdo deG. americanainduz a producdo de EROs

Formas epimastigotas ap6s 24 h de incubacédo coataof FI (Clo- 580
png/mL) marcadas com ;BCFH-DA foram submetidas a citometria de fluxo para
avaliacdo da intensidade de fluorescéncia. Osteekad demonstram por meio de um
histograma o desvio das populac¢des celulares giad{fégura 56-B) e um aumento da
intensidade de fluorescéncia, indicando aumentoomaentracdo de espécies reativas

de oxigénio em relagcéo ao grupo controle (FigurAb6
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Figura 55 -Perfil de morte celular induzido pela FI @& americanaavaliado por

citometria de fluxo.
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Legenda:

(A) Avaliacdo do mecanismo de morte celular porpapse e/ou necrose marcado por 7-AAD/Anexina V
na cultura de formas epimastigotaecruziap6s 24 horas de tratamento com FlGdemericana(740
pg/mL). 7-AAD-/Ax- = células viaveis; 7-AAD+/Ax- =células necréticas; 7-AAD-/Ax+ = células
apoptoticas; 7-AAD+/Ax+ = apoptose tardia. (B) tdgrama de dispersdo de células por intensidade de
marcacao por anexina V-PE e 7-AAD. (B - PBS); (@rupo tratado). Os dados foram expressos como
percentual de eventos + E.P.M. de trés experimanttependentes e analisados estatisticamente pelos
testes One-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni (Bp35vs. controle).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 56 —Efeito da FI deG. americanasobre a producdo de espécies reativas de

oxigénio intracitoplasméticas.
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Legenda:

Aumento de espécies reativas de oxigénio marcaddéifizCFH-DA na cultura de formas epimastigota
de T. cruziapds 24 horas de tratamento. (680 pg/mL) (Ct = controle negativo). Os dados fiora
expressos como intensidade de fluorescéncia + EdReMrés experimentos independentes e analisados
estatisticamente pelo método teste t Student (@53, controle).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.7 H,0O, ndo influéncia o efeito antiparasitario de Fl dgs. americana

A avaliacdo da intereferéncia do,®4 na atividade antiparasitaria de FI
demonstrou que o grupo tratado com a fracdo namgasou auséncia da catalase néo
apresentou diferenca entre os grupos (Tabela &mAdisso, ndo houve diferenca
significativa do grupo FI + CAT em relagéo ao grifloEsse dado demonstra que nao
ha participacdo de J@, extracelular no efeito da fracdo sobre formas egliigatas de

T. cruzi

Tabela 3 -Avaliacdo da influéncia de J, sobre o efeito antiparasitario da Fl Ge

americana
Viabilidade celular (%)
Controle 107 £3,4
CAT 104 £ 8,0
Fl 66,09 + 3,4*
Fl+ CAT 59,13 + 3,4*
Legenda:

CAT = Catalase (2hg/mL); FI = fracdo 0,1 M d&. americang580 pg/mL). Os dados foram expressos
como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA qmbe-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagao
ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.8 Fracdo (FI) de G. americanapromove alteracbes morfolégicas em formas
epimastigotas deT. cruzi

Ap6s 24 h de tratamento com FI, as formas epin@aigforam analisadas
por microscopia eletrénica de varredura. Foram robs@s alteracdes ultraestruturais
nos grupos tratados com Fl, como alteracdes no atorntipico e degradacdo da
membrana celular com poros (Figura 57 B e C).

Figura 57— AlteragOes ultraestruturais induzidas por FlGleamericanaem formas
epimastigotas deé. cruzi.

Legenda:
(A) controle negativo; (B) epimastigotas tratadosnc FI deG. americana(Clsy/, - 290 pg/mL); (C)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito tripanodiaitro de cinco extratos
polissacaridicos obtidos de plantas do Semiaridai®ktino.

Apés mais de um século da descoberta da DC aindaeréte uma
alternativa terapéutica totalmente eficiente paske eproblema. Os tratamentos
atualmente disponiveis s6 conferem cura apenaaseaafyuda da doenca. No Brasil, 0
famaco utilizado é o BZ (LAFEPE, Brasil) recomenugdra todos os casos agudos e
cronicos da doenca (DA SILVA et al., 2011). Sua&ia limitada, aliado a muitos
efeitos adversos levam a interrupcdo do tratam@#diIA et al., 2012; URBINA,
2009). Levando-se em consideragcdo o numero de geesstectadas, o numero de
pessoas com risco de contaminacdo e a terapétighlianitada, € imprescindivel a
busca por novos compostos e/ou estratégias teregeptara um melhor tratamento da
DC.

Os vegetais sado fontes de compostos que podenotrcialmente ativos
contra protozoarios (CROFT et al., 2005; SALEM; WER/ETZ, 2006). Mesquita et
al. (2005) demonstraram atividade antileishmaniadantitripanosomal de extratos
etanolicos das folhas de plantas medicinais doa@eribrasileiro. Estudos prévios
demonstraram que extratos metandlicos de planiiisadas na medicina popular do
México exibiram elevada atividade tripanocida (MARFGARZA et al., 2014).

Os polissacarideos possuem comprovada atividadéglma, podendo ser
obtidos de diferentes fontes como bactérias, furggdantas (KWOK et al., 2001,
KITAJMA, 2000; SAIMA et al., 2000). Polissacarides®lados de plantas superiores
sao largamente explorados quanto ao seu efeitooestimulante (STIMPEL et al.,
1984; YAMADA et al., 1985). Além desta propriedad® estudos demonstrando
atividades antiviral (TALARICO et al., 2004), arditieriana (XIE et al.2002),
antiparasitaria (NATHAN, 1985), leishmanicida (NOLE et al., 2002; BARROSO et
al., 2007), entre outras.

No presente estudo, inicialmente realizamos uragam de cinco extratos
polissacaridicos de vegetais do Semiarido Nordestobre as formas epimastigotas e
tripomastigotas del. cruzi e seus possiveis efeitos citotoxicos sobre céldias
mamiferos (LLC-MK). A escolha das espécies vegetais foi baseadampapular e na
literatura relatando seus efeitos antimicrobiananéparasitario. Das cinco espécies

avaliadas, todas foram capazes de reduzir a \dablidi celular das formas epimastigotas
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e tripomastigotas em todos os tempos testadog)jtaate, os polissacarideos das folhas
de G. americandoram selecionados por apresentarem resultadosiggores frente aos
ensaios tripanocidas, além de citotoxidade relaterste baixa.

Adicionalmente, estudos experimentais realizados @s extratos das
folhas demonstraram atividade antimalaiitaitro frente aPlasmodiumfalciparume
in vivo em relacdo &lasmodium berghefDEHARO et al., 2001), além de outros
efeitos antiparasitario e antimicrobiano (OLIVEIRA al., 2012; NOGUEIRA et al.,
2014; TALLENT, 1964).

Nesse sentido, a determinacéo dos principais cstopomos PLT e fracdes
polissacaridicas podem ajudar a responder alguneagumtas sobre a atividade
biologica da espécie. A presenca de polissacarigleosiridoides e sua correlacdo com
a atividade tripanocida, o tipo de familia a gGalamericanapertence, somados aos
dados da literatura quanto ao uso popular dasdptbdas estas evidencias podem estar
relacionadas a atividade antiparasitaria obtidéenestudo.

Para a avaliacdo inicial dos extratos polissacargli foram realizados
ensaiosn vitro sobre as formas epimastigotas. Nossos dados elad@m que todos 0s
extratos foram capazes de inibir a proliferacadodmas epimastigotas nos trés tempos
de tratamento, no entanto, os polissacarideos lda fie G. americanaforam mais
efetivos, pois reduziram a viabilidade celular eonaentragOes inferiores a 1000
pg/mL.

Outros extratos vegetais também demostraram atigiti@panocida frente
as formas epimastigotas. O extrato aquoso dassfolbldeurolaena lobatalemonstrou
efeito em formas epimastigotas Tecruziapds 48 h de incubagdo na concentracdo de
550 pg/mL (BERGER et al.,, 1998). Quarenta e trégatws brutos metandlicos
demostraram atividade tripanocida em relacdo asasrepimastigotas, destes, dezoito
foram capazes de reduzir a viabilidade apenas meeatracao de 2000 pg/mL apos 2 h
de incubacéo, enquanto que treze mostraram atiglgénocida até a concentracao de
1000 pg/mL apos 48 h de incubacéo (ABE et al., P0D2xtrato etandlico das folhas
de Guazuma ulmifoliainibiu em 63,86% 0 crescimento de formas epimatigy ha
concentracdo de 1000 pg/mL apds 72 h de incub&@EolXTO JUNIOR et al., 2016).

Apbs o fracionamento dos PLT & americanagpor cromatografia de troca
ibnica, a f-PL (FI) aumentou a atividade sobreamés epimastigotas em relacdo ao
extrato bruto. FI reduziu a viabilidade nos tréspes testados em concentracdes

inferiores ao extrato. Apos 72 h de tratamentondliconcentracdo de 500 pg/mL foi
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capaz de reduzir em até 50 % a viabilidade celG@lam relagdo a Fll, ndo foi possivel
observar uma curva concentracéo-efeito, impossibdo desta forma a obtencdo da
Clso.

Diferentemente outros extratos de plantas quandwioftados né&o
apresentaram efeito sobre formas epimastigotasp cuntaso das oito fragcdes obtidas
do extrato etandlico das folhas Bgrsonima crassifoliae oito fracdes das cascas de
Gliricidia sepium(BERGER, et al., 1998). O fracionamento do extetgnolico das
folhas delLygodium venustumesultou em trés fracdes (diclorometano, acetatetith e
metanol). A fracdo diclorometano na concentragdol@@ pg/mL ndo demonstrou
atividade antiparasitaria em epimastigotag deruzie em promastigotas deishmania
braziliensis Do mesmo modo a fracdo acetato de etila nas tragdes de 500 e 100
pg/mL também ndo foram capazes de inibir as forprasnastigotas (MORAIS-
BRAGA et al., 2013).

Neste estudo, demonstramos que 0s polissacaride®sfothas deG.
americanainibiram significativamente o crescimento de eptigotas (24, 48 e 72 h)
em concentracdes inferiores a 1000 pg/mL para catextenquanto que a fracao
polissacaridica (FI) melhorou a atividade tripadacsobre as formas epimastigotas
causando inibicdo em uma concentragdo menor gaesataato.

Alguns trabalhos vém estabelecendo uma correlagfie @ presenca de
iridoides e atividade bioldgica, tais como antimliana, antifingica e antiparasitaria
(SALEM; WERBOVETZ, 2006; TALLENT, 1964). Amarogenti € um secoiridoide
glicosido isolado da planta medicinal indig®aertia chirata(Gentianaceae), seu efeito
antileishmanicida foi observado vivoem um modelo de Leishmaniose visceral, sendo
capaz de reduzir a carga parasitaria em até 90%,eribindo toxicidade para 0s
animais (MEDDA; MUKHOPADHYAY; BASU, 1999). Outro idoide glicésido,
brunneogaleatoside, isolado dehlomis brunneogaleatalLamiaceae), apresentou
atividade contra amastigotas axénicos ldeshmania donovan(Clsg 4,7 pg/mL)
enquanto que nao apresentou toxicidade para akséla concentracdo de até 90
png/mL (KIRMIZIBEKMEZ et al., 2004).

Iridoides ndo sao amplamente distribuidos no reusmetal, sendo
identificados em algumas familias como por exemplBubiaceae, Apocynaceae,
Loganiaceae, Lamiaceae, Scrophulariaceae e Verbama(ALVES et al.,, 2017).

Recentemente uma revisdo sistematica sobre a lasiptiede de produtos oriundos de
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plantas no tratamento de cruzi e Trypanosoma bruceidentificou 44 familias de
plantas, destas, sete pertenciam a familia RulBgE#2REIRA et al., 2017).

Estudos fitoquimicos dos extratos das folhasGdeamericana(familia
Rubiaceae) revelaram a presenca de iridoides, neors@squiterpenos, triterpenos,
esterdides, taninos hidrolisaveis, proantocianglinaderivados cinamicos,
fenilpropanoglicésidos, acido geniposidico, gemipae flavondides (GUARNACCIA
et al.,, 1972; HOSSAIN et al.,, 2003; ALVES et alQ1Z; VASCONCELOS et al.,
2017).

A andlise quantitativa da composicdo monossacariths fracdes Fl e FlI,
realizada por cromatografia gasosa, demonstrou @stas sao constituidas
predominantemente por arabinose, galactose, glitosese, xilose, ramnose e manose
(MADEIRA, 2012). De acordo com Turnock e Fergus?d0{), a superficie celular dos
parasitos tripanosomatideos apresentam glicocamjsgajue estdo envolvidos no
reconhecimento, viruléncia e infeccdo de parastosseus vetores e hospedeiros de
mamiferos.

Todos os PLT avaliados apresentaram efeito sobi@mass tripomastigotas
apos 24 h de tratamento, no entanto os PLG.demericanaapresentaram uma menor
LCso que foi de 480 pg/mL. Além disso, todas as coneefizs dos PLT dé&.
americanademonstraram efeito de maneira dose-dependentas Jéacdes Fl e Fli
reduziram a viabilidade celular sobre as formgmtnastigotas de forma mais potente
que o extrato. Fl apresentou umash€,8 vezes menor, enquanto que FIl demonstrou
uma elevada atividade contra os tripomastigotas wora LG, 20 vezes menor que a
do extrato.

Efeito semelhante foi demonstrado para o0s extrabystos de
Ampelozizyphus amazonicupue causou a lise sobre formas tripomastigotas na
concentracdo de 500 pg/mL (ROSAS et al.,, 2006).trt@oamente, 0s extratos das
folhas e ramos dBaccharis dracunculifolianibiram 100% formas tripomastigotas na
concentracdo de 3000 pg/mL, enquanto que o extlatoraiz foi pouco ativo,
demostrando uma inibicdo de apenas 37,3% (DA SENAIO et al., 2004). Ambrozin
et al. (2004) avaliou vinte e dois extratos de falamas familias Meliaceae e Rutaceae.
Destes, somente os extratos das folha€aechocarphus heterophliesdos ramos de
Trichilia ramalhoi foram mais ativos, inibindo em 99% e 84% as formas
tripomastigotas, respectivamente, porém foi necessdilizar uma concentracdo de

4000 pg/mL. Assim, nossos dados demonstraram quLbsle G. americanaforam
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muito mais ativos contra as formas tripomastiggteendo comparados a esses extratos.

Similarmente, trés fragbes obtidas por cromatogra&im Sephadex do
extrato etanodlico das folhas da espéiecrassifoliainibiu o crescimento do parasito
com uma G de 98,7, 89,3 e 94,3 ng/mL. Das doze fracbes abtiod extrato etandlico
de Neurolaena lobatasomente a fracao 2 (fracdo butanol) demonstroa inihicdo de
90% na concentragdo de 25,6 pg/mL, enquanto quiemais s6 foram capazes de
inibir na concentracdo acima de 200 pg/mL (BERGERal., 1998). Mafezoli et al.
(2000) avaliou a atividade de nove espécies detgdata familia Rutaceae contra a
forma tripomastigota d&. cruzi. Trinta e dois extratos brutos foram testados, edess
somente oito mostraram significativa atividade. m@is ativo foi obtido do caule de
Pilocarpus spicatugjue lisou o parasito em 97,3% £+ 650 pg/mL). Neste mesmo
estudo também avaliaram as fragGes, das vintece @oladas, apenas duas mostraram
ser mais ativas, as das folhasAlmeidea coeruledfracdo butanol) €€onchocarpus
inopinatus (fracéo diclorometano) que causaram inibicdo de%d@® parasito, com
uma Chode 940 e 1290 ug/mL, respectivamente. Quaren&sdracdes de plantas das
familias Meliaceae e Rutaceae foram avaliadas.r&sés deC. heterophylluse de
Galipea carinataforam mais ativas, lisando em 100% o parasito arecentracao de
2000 pg/mL (IMUZI et al., 2011).

A literatura é escassa em demonstrar os efeitgmliksacarideos sobre as
formas evolutivas dé&. cruzi Previamente foi demonstrado o efeito de poligsdeas
contra Leishmaniasp. Vale destacar que existem diferencas entrero®zoarios
parasitarios, comdrypanosomasp., Leishmaniasp., Plasmodiumsp., eTrichomonas
vaginalis que sdo bem conhecidas, porém 0s parasitos ausarn leishmaniose e
tripanossomiase estao relacionados e compartillest@sccaracteristicas bioquimicas e
celulares (DAVIS; KEDZIERSKI, 2005). Sendo assimgyavelmente esta similaridade
pode estar relacionada a alvos semelhantes, podengarasitos serem suscetiveis as
mesmas substancias.

Polissacarideos podem atuar como imunomoduladé&@spenas em suas
formas nativas, mas também complexados com mdiaisidos da complexacdo de
polissacarideos com metais, em especial o vandadicaram estas moléculas como
promissoras no desenvolvimento de farmacos condatie leishmanicida (NOLETO,
2002). A xiloglucana obtida de sementesHiyenenaea courbari(jatoba - XGJ) e seu
complexo (XGJ:VO) exibiram atividade leishmanicidéGJ (25ug/mL) reduziu o

crescimento da forma promastigotald@mazonensiem 59%, enquanto que sua forma
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complexada, XGJ:VO nas concentractes gdg/fL e 10ug/mL reduziu o crescimento
em 63% e 58% , respectivamente, em relacdo aoot®rdpds 48 h de tratamento.
Efeito semelhante também foi observado apos 48thatlenento em duas preparacdes
de galactomananas (GALMAN-A e GALMAN-B) de sementiessMimosa scabrella
(bracatinga). A GALMAN-A (100ug/mL) reduziu o crescimento do protozoario em
60%. O complexo GALMAN-A:VO na concentracdo de R2§/mL reduziu o
crescimento da forma promastigota de amazonensi®#m aproximadamente 68%.
GALMAN-B na concentracdo de 10Qg/mL reduziu o crescimento da forma
promastigota dé&. amazonensism aproximadamente 67%, enquanto que o complexo
GALMAN-B:VO reduziu em 65% o crescimento do protédedo na concentracao de 10
ug/mL (AMARAL, 2011). No entanto, o possivel efeittestes compostos foram
atribuidos a presenca do metal em sua estruturdoseecessario realizar uma
complexacao quimica para potencializar o efeitoesobprotozodério, diferente dos PLT
e f-PL deG. americana

Os testes de citotoxicidada vitro sdo fundametais pois fornecem
informacfes que norteiam o delineamento experimemamo a definicdo das
concentracdes do composto estudado e o tempotdeéiato.

Produtos naturais de plantas sdo uma fonte alteande drogas para o
combate de infec¢bes pdr cruzi alguns dos quais exibem atividade tripanocida e
baixa toxicidade (LUIZE et al., 2005; SULSEN et, a2006; ROJAS; SOLIS;
PALACIOS, 2010). No presente estudo, foi observade o extrato da espécie
americanaapresentou efeito citotoxico apenas nas duas esagncentracdes (1500 e
3000ug/mL), sendo obtido uma Ggde 2250ug/mL, no qual foram capazes de matar
0 parasito sem causar danos as células hospelle@allK ,. Além disso, as f-PL (Fl e
FIl), no periodo de 24 h de exposicdo, ndo apreseneénhuma citotoxicidade nas
concentracoes testadas (2,92 a 1500 pg/mL).

Semelhantemente, duas neolignanas obtidas de $plaiba nordeste
brasileiro foram efetivas contra tripomastigota:@ causaram morte significativa
sobre macrofagos peritoneais (CABRAL et al., 200®ntrariamente, a fracdo acetato
de etila das folhas deygodium venustunmas concentracbes de 500 e 100 pg/mL
apresentaram toxicidade em fibroblastos de 67%%, 38spectivamente, e a fragcédo
metanolica (500 pg/mL) causou uma toxicidade de FB¥ORAIS-BRAGA et al.,
2013). Extrato metanodlico das folhas Qeiercus borealise da raiz deZingiber

officinale apresentaram elevada citotoxidade para células VERE@Nndo em até 100%
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a viabilidade nas concentragfes de 25, 50 e 100lu@EHABA et al., 2001).

Uma galactomanana do ligu&amalina celastri(GMPOLY) ndo afetou a
viabilidade de macrofagos peritoneais, em concedé® 0,5 a 2 mg/mL durante 2 h de
incubacdo. Enquanto que nos periodos de 24 e @®JROLY nas concentracdes de
0,25 a 0,75 mg/mL e 2 mg/mL respectivamente, afatoiabilidade destas células em
aproximadamente 20% para ambos o0s tempos de irdsub@OLETO, 2002).
Arabinogalactana (ARAGAL) ndo sulfatada mostrou teetico em concentracdes até
300 pg/mL em até 5 h de incubacdo para macrofad@RETAO et al., 2003, 2004).
Como podemos observar, a citotoxidade pode vasidiocme o tipo celular, o tempo de
incubacédo das substancias em estudo, a naturegabdtincia e o método utilizado.
Consequentemente, as informacdes referentes ampeslie citotoxicidade devem ser
cuidadosamente interpretadas, levando em consé#terpgncipalmente a aplicacédo
destinada aquela substancia ou método (CAVALIERI.eR011).

Determinadas as concentragfes nédo téxicas, avstiauSel dos PLT das
folhnas deG. americanasobreT. cruziem relacdo as células hospedeiras LLC;MK
Essa avaliacdo é considerada importante, visto wjoa substancia é considerada
promissora como farmaco citotoxico se ela apressetatividade sobre as células-alvo,
sem lesar expressivamente a célula hospedeira (PESIARONE; SERRA, 2015).

Os PLT apresentaram toxicidade em 24 h sobre aksdlLC-MK; apenas
nas duas maiores concentracdes, sendo mais tGiaapp protozoarios do que para as
células de mamiferos. Considerando as concentragéetG, contra as formas
tripomastigotas, o Sel foi de 4,8, demonstrandd2€#8 vezes maior do que ao BZ, a
droga usada atualmente para tratar a DC. Destaafoos PLT demonstraram boa
seletividade contra a cepa Y de cruzi Esse indice foi semelhante ao de extratos
metanolicos de plantas medicinais da Arabia Sawlda Iémen e de Oleos essenciais
das folhas déippia origanoidesJusticia pectorale® Vitex agnus-castugue exibiram
atividade tripanocida com um Sel <4 (MOTHANA et 2014; BORGES et al., 2012).

Como as f-PL néo apresentaram citotoxicidade frasteelulas hospedeiras,
sugerimos através da estimativa matematica qud deSEl foi superior a 15 e de Fli
superior a 65, demonstrando desta forma um resultagin promissor para o
desenvolvimento de novas drogas coiitraruzi Quando o Sel é > 50, significa dizer
que satisfaz os critérios exigidos pelo WHO/TDRaparcruzi sendo considerado um
critério de sucesso para atividade contra proti@®diNWAKA; HUDSON, 2006).
Além disso, subsequentes ensaiingivo sao recomendados apenas para compostos que
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atinjam um Ser 50 (NWAKA; HUDSON, 2006).

Estudos anteriores demonstraram atividade citcaode extratos brutos de
varias espécies de plantas contra formas epiméassigoipomastigotas e amastigotas de
T. cruzi(MAFEZOLI et al., 2000; PIZOLATTI et al., 2002; MONA-GARZA et al.,
2014; MEIRA et al., 2015). No entanto, ndo foi emcado na literatura nenhum dado
referente a atividade de polissacarideos de plaota® o parasitd. cruzi

Neste estudo, também avaliamos o efeito antianwdatdps PLT e f-PL das
folhas deG. americanaem 24 e 48 h. PLT e f-PL foram testados sobre ®ss&| em
duas concentracoes, sg¢le Ckop, Selecionadas a partir dos ensaios sobre as formas
tripomastigotas.

A atividade antiamastigota dos PLT em estudo evideam que a G e
Clsoz tanto em 24 como em 48 h, reduziram o percentuatéligdas infectadas, o
namero de amastigotas/100 células e o indice dewubncia. Em FI, somente asg|
inibiu o percentual de células infectadas e o nanma® amastigotas/100 células.
Enquanto que em 48 h, ambas as concentracdes resdurddos 0s parametros
avaliados. Ja FIl, a &l e Cky2 em ambos os tempos analisados, reduziram o
percentual de células infectadas, o numero de auts/100 células e o indice de
sobrevivéncia. Além disso, as concentracdes ulidigando causaram efeito citotoxico
sobre as células LLC-MK indicando que os polissacarideos reduziram afgnatao
de formas amastigotas sem lesar as ceélulas hosped€omo visto, Fll foi mais
potente que FI, corroborando o efeito desta fragiioe as formas tripomastigotas.

Formas amastigotas correspondem ao estagio ewwlutiultiplicativo
intracelular encontrado no hospedeiro vertebradointeinsicamente ligado ao
desenvolvimento do parasitismo tissular, sendo dendg importancia para o
desenvolvimento da forma cronica da doenca e nappogdo de um novo
quimioterapico (CLAYTON, 2010). De todas as fornumsparasito, a mais dificil de
ser afetada é a forma amastigota, pois seu hafstiatral estd dentro das células
hospedeiras, que possuem varios mecanismos paeg@raa ceélula contra agentes
citotoxicos. Os compostos devem ter a capacidadrdeessar a membrana plasmatica
do hospedeiro e, portanto, substancias que aumestianpermeabilidade ou atuam
sobre bombas de efluxo devem ser consideradas.

Compostos ativos contra formas amastigotas foratidasb de plantas e
foram capazes de reduzir a proliferacdo do pardtl@HIYAMA et al., 2002). O
fracionamento do extrato metandlico das folhasAliornea glandulosaesultou na
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obtencdo de um alcal6ide de guanidina chamadoctieraledina. Este composto exibiu
atividade antiprotozoaria contra formas amastigd&ss. cruzi(cepa Y), apresentando
uma Cko de 27ug/mL (BARROSA et al., 2014). Compostos isoladog’deudocedrela
kotschyi (Meliacea) exibiram atividade contra formas angastis apresentando uma
Clso > 30pg/mL (IZUMI et al., 2011).

Marcolino (2010) avalioin vitro a atividade leishmanicida sobre as formas
amastigotas dé¢.. amazonensisle polissacarideos sulfatados obtidos de macroalgas
marinhas. O polissacarideo Go3 apresentou atividagartir da concentracdo de 5
ug/mL chegando a 55% de inibicdo emifimL. lota-Gy iniciou sua atividade ja em
2,5 pg/mL e atingiu 50% de inibicdo em 1@g/mL. EHW-I exibiu o efeito
leishmanicida mais intenso em todas as concensagfiagindo 98% de inibicdo com
10 pg/mL. Amaral (2011) avaliou a atividade leishmadiéci de diferentes
polissacarideos de fontes vegetais e complexadwsetal. Os resultados obtidos
neste estudo indicaram que os polissacarideos egagis potencializaram a atividade
leishmanicida contra as formas amastigostals. @enazonensidNo presente estudo, 0s
polissacarideos d€&. americanando apresentam grupos sulfato em sua estrutura
quimica e ndo sofreram nenhum tipo de alteracamiqaj desta forma, apresentaram
uma promissora atividade frente as formas amaaSgtdT. cruzi

A partir dos dados obtidos, avaliamos o mecanisewagdio antiparasitario
utilizando formas epimastigotas. Para identificarmecanismo de morte celular
induzido pelos PLT e f-PL das folhas @eamericanainicialmente foram analisados os
processos classicos de necrose/apoptose utilizamadorantes fluorescentes 7-AAD e
anexina V/IPE (KUMAR et al., 2015). Essa metodolgggamite a divisdo de células
suspensas em diferentes populacdes: células viagees ndo estdo marcadas por
nenhum dos fluorocromos; células necroticas, mascachicamente com 7-AAD; e
células apoptéticas, marcadas unicamente com AXPEélulas duplamente marcadas
séo consideradas em apoptose tardia ou em neemsadgria (MELLO et al., 2014).

Apoés 24 h de incubacao foi observado que tantoldsdeanto as f-PL
exibiram um aumento significativo na fluorescérigacélulas duplamente marcadas e,
principalmente, aquelas marcadas com 7-AAD apds @4 tratamento em comparacéo
com os parasitos nado tratados, indicando alterdgdntegridade da membrana celular,
sugerindo morte celular por necrose. As princigaisacteristicas deste tipo de morte
celular envolvem alteracbes dramaticas na mitod@nihcluindo a despolarizacéo

mitocondrial, a deplecdo de ATP, geracdo de ER®@acaolizacdo citosolica, perda da
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homeostase de calcio e principalmente ruptura dabrana plasmatica (MENNA-
BARRETO; CASTRO 2015; MENNA-BARRETO et al., 2007).

Dentre as organelas encontradasTna@ruzi a mitocondria é classificada
como uma das principais estruturas alvos para pigisrquimioterapicos, devido a suas
caracteristicas distintas em relacdo as enconteadasamiferos superiores, além de se
mostrar particularmente sensiveis a a¢do de coogptesdtes (SHANG et al., 2009).

Para confirmar se havia alteracdo no potencial dmbnana e esta estar
relacionada ao tipo de morte celular do parastiizamos a Rho 123, marcador que se
acumula especificamente na mitocéndria de célutageis (DARZYNKIEWICZ et al.,
1981). A marcacdo com Rho 123 mostrou que os poksgleos apresentaram efeito
sobre o potencial de membrana mitocondrial, ondeoliservado uma reducdo do
acumulo do corante nas mitocondrias pela diminug@antensidade de fluorescéncia
das células marcadas, sugerindo a perda de inaelgrith membrana mitocondrial.

Alteragé@o no potencial transmembrénico da mitocanasdem levar a uma
alteracdo da homeostase intracelular de ions, mdosdesta forma uma disfuncdo
mitocondrial e uma diminuicdo na producao de ANRmelo a perfis de morte celular
programada, como a necrose (ZONG; THOMPSON, 2006jro fator associado as
alteracdes no potencial da membrana mitocondralgéracdo de EROs, um produto
comum a varias drogas tripanocidas que atuam pegaaela (MENNA-BARRETO et
al., 2009).

Com o objetivo de verificar e confirmar se os Eaarideos em estudo
induziam a producdo de EROs foi utilizado g@DEGFH-DA, um reagente que €
internalizado pelas células e convertido em proflutrescente na presenca de EROs
no citoplasma (SILVEIRA, 2004). ApGs 24 h de incgdia foi observado que tanto os
PLT quanto as f-PL demonstraram aumento signifioatida intensidade de
fluorescéncia, demonstrando indugacsttessoxidativo no interior da célula.

Em seu ciclo biolégico, oT. cruzi precisa lidar com diferentes
microambientes redox, por habitar compartimentaddbicos distintos. Dessa forma,
esse parasito possui um extenso e diferenciadonisena de detoxificacdo, que atua
com o objetivo de protegé-lo do ataque de moléamtédantes (IRIGOIN et al., 2008).
Produtos naturais exibem atividade tripanocidangerfierir com o equilibrio redox dos
parasitos, atuando na cadeia respiratoria ou resaefelular contra stressoxidativo.
Isso ocorre porque os produtos naturais possuemitgsis capazes de gerar radicais

gue podem causar dano peroxidativo a tripanotiedatase, uma enzima detoxificante
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muito sensivel as alteragdes no equilibrio red@APMODI et al., 2003).

Embora o DCF seja uma sonda inespecifica, variongesidescrevem sua
importancia como marcador dtressoxidativo celular (COWLEY et al., 2017; KIM et
al., 2017; LAJKO et al.,, 2017; MC MURRAY; PATTEN; ARPER, 2016). Seu
mecanismo permite a identificacdo da producao daludar de EROs, tal como o
peroxido de hidrogénio, oxigénio singlete e aniompesdxido. Nossos dados
demonstraram que os polissacarideo&.d@mericananduziram um aumento de EROs
intracelular, que pode estar associado ao sew éfganocida.

AlteracBes morfoldgicas apds 24 h de tratamento oenpolissacarideos
foram observadas na topografia do parasito apdseardas imagens por microscopia
eletrbnica de varredura. Foram observadas altesap@e forma do corpo, como
arredondamento e encurtamento do parasito; vazamaeparente de conteudo
citoplasmatico e degradagcdo da membrana celularpms, achados indicativos de
dano necrético, corroborando com os dados de n@ocpgedominante por 7-AAD
(MENNA-BARRETO et al., 2009).

Com o objetivo de investigar a participacao d@4ho efeito bioldgico dos
polissacarideos sobr& cruzi realizamos o ensaio de bloqueio com catalase. E
amplamente conhecido que essa enzima esta ausetripanosomatideos e, em alguns
casos, essa deficiéncia enzimética € consideraoariamte para a acdo antiparasitéria
de substancias bioativas (BOVERIS et al., 1980kt®é&rma, a producdo de EROs é
considerada um alvo adequado para drogas tripaac{#REIRE et al., 2017;
TURRENS, 2004). Neste estudo, foram realizadogm@x@ntos com a catalase a fim
de identificar o possivel envolvimento de®4 com o efeito dos polissacarideos. Desta
forma, ndo foi observada diferenca significativas neélulas tratadas com os
polissacarideos na presenca de catalase, e, poraadicdo de catalase ao experimento
nao alterou o efeito tripanocida dos polissacadgdeangerindo que seu efeito ndo esta
relacionado a producéo de peroxido de hidrogénio.

Embora a literatura demonstre varios estudos sodorgostos isolados de
plantas com potencial tripanocida, pouco se sabeesseu mecanismo de acéao. Aléem
disso, ndo foram encontrados relatos experimestaise o efeito antiparasitario de
polissacarideos de plantas solirecruzi Desta forma, o presente estudo demonstrou
pela primeira vez o efeito antiparasitario e o mexsao de acdo dos polissacarideos
isolados das folhas d&. americanasobre todas as formas evolutivas Hecruzj

apresentando-se como substancias promissorasgaside fontes naturais contra a DC.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o0 efeito e o mecangsmiparasitarion
vitro de extratos polissacaridicos obtidos de vegefaspolissacarideos das folhas de
Genipa americandoram 0s mais promissores, apresentaram efeitoe sab formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas da ¥efeTrypanosoma cruzcom alta
seletividade (FI) e sem causar toxicidaueitro (FI e FIl) sobre as células hospedeiras
LLC-MK ;. As alteracdes celulares relacionadas ao mecardsmuorte celular sugerem
a inducdo de necrose com alteracdo do potenciabnrambranico mitocondrial,
levando a liberacdo de espécies reativas de oxig8ds resultados observados
demonstram que os polissacarideos das folhass.damericanasdo substancias
promissoras para o estudo e desenvolvimento desnfarmmacos antiparasitarios a

serem utilizados no tratamento da doenga de Chagas.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: The parts of the Genipa americana (Rubiaceae) tree, also known as “jenipapo” or
“jenipapeiro”, has been used in traditional Medicine in parasitic and bacterial infections. Thus, the experimental
evolution of the antparasitic activity of polysaccharide extracts from Genipa americana leaves, and correlation
with antiparasitic and popular use is important.

Aim of the study: To evaluate the effect of polysaccharide extract obtained from Genipa americana leaves on all
Trypanosoma cruzi (Y strain: benznidazole-resistant) developmental forms, a protozoan that causes Chagas’
disease.

Materials and methods: An extract rich in polysaccharides was obtained from the leaves of Genipa americana
(GaEPL) by associating depigmentation in methanol followed by extraction of polysaccharides in NaOH and
precipitation with ethanol. Cytotoxicity to mammalian cells (LLC-MK2)} was determined using an MTT assay.
Antiparasitic activity was evaluated against epimastigote, trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi Cell-
death mechanism was determined in epimastgote forms by flow cytometry analysis after FITC-annexin V (Ax),
7-AAD, and H2DCFDA staining. Striking morphological changes were observed by scanning electron microscope.
Results: GaEPL (6.5% yield; 54.6% total carbohydrate; 21.1% uronic acid and 12% protein), inhibited all T. cruzi
developmental forms, epimastigotes after periods of 24h (ICsp = 740 = 0.075 pg/mL), 48h (ICsy =
710 = 0.053 pg/mL) and 72h (ICs = 870 = 0.052 pg/mL) of incubation; trypomastigotes (ICsp =
470 %= 0,082 ng/mL) after periods of 24 h and intracellular amastigotes (ICsy,» = 235 or ICsy = 470 pg/mL)
after periods of 24 and 48 h of incubation, with no toxicity on LLC-MK2 cells at the used concentrations. Analysis
of the possible action mechanism in the parasites suggested cell death by necrosis with the involvement of
reactive oxyzen species (ROS). The scanning electron microscopy (SEM) confirmed T. cruzi death by necrosis.
Conclusions: GaEPL showed significant activity against the epimastigote, trypomastigote and amastigote forms
of T. eruzi, strain Y, suggesting cell death by necrosis with involvement of reactive oxygen species.

Keywords:

Plant polysaccharide
Genipa americana
Trypanosoma crust
Necrosis

Reactive oxygen species

1. Introduction

American trypanosomiasis, also called Chagas disease, is considered
one of the main public health problems in Latin America, where it
causes more than 7000 deaths per year (WHO, 2015). In Brazil, benz-
nidazole (BZ) is the drug of choice to treat the disease, but it has limited
therapeutic action and several side effects, which frequently lead to
treatment interruption (Cerecetto and Gonzdlez, 2002; Bahia et al.,
2012).

* Corresponding author.

Natural plant products are a source of compounds that could be
potentially active against protozoa (Croft et al., 2005; Salem and
Werbovetz, 2006). Mesquita et al. (2005) identified antileishmanial and
antitrypanosomal activities of ethanolic extract of Caesaria sylvestris
leaves from medicinal plants of the Brazilian Cerrado (tropical savanna
ecoregion). A previous study demonstrated that methanolic extracts of
plants used in Mexican folk medicine exhibited the highest trypanocidal
activity (Molina-Garza et al., 2014).

Genipa americana (Rubiaceae), a plant popularly known as
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“jenipapo” or “jenipapeiro”, is found in Brazil from Amapa to Sao Paulo
and Mato Grosso states (Corréa, 1984, Delprete et al., 2005). In Brazil,
several medicinal uses have traditionally been attributed to this species.
The leaves decoction has been used as antidiarrheal and anti-syphilitic
therapy (Corréa, 1984), whereas the leaves macerated, has been used to
treat fever by some native tribes (Delprete et al, 2005). Based on
ethnobotanical surveys, the traditional use of this species is for the
treatment of cough, anemia, contusions, dislocations; as depurative and
associated with popular beliefs (Souza et al., 2013). In addition, the
barks decoction (ad libifum) is used in the treatment of malaria by in-
digenous of the Upper Rio Negro in Amazonas (Kffuri et al., 2016).

The phytochemical analysis of G. americana leaves extracts revealed
the presence of iridoids, mono and sesquiterpenes and of triterpenes
and steroids. Therefore, also revealed the presence of hydrolyzable
tannis, proanthocyanidins, cinnamic derivatives, phenylpropanoglyco-
sides, geniposidic acid, genipatriol and flavonoids (Guarnaccia et al.,
1972; Hossain et al., 2003; Alves et al., 2017; Vasconcelos et al., 2017).

Experimental studies performed with the extracts of leaves from G.
americana had demonstrated antimalarial activity in vito on
Plasmodium falciparum and in vive on Plasmodium berghei (Deharo et al.,
2001), as well as the anti-parasitic and antimicrobial effects (Oliveira
et al., 2012; Nogueira et al., 2014, Tallent, 1964),

Although the literature has several studies on extracts and pure
compounds obtained from plants with good potential for the trypano-
cidal action (Paveto et al, 2004; Veiga-Santos et al., 2010), little is
known about their mechanism of action. However, experimental re-
ports of the antitrypanosomal effect of Genipa americana polysaccharide
extracts were not found. Thus, this study focuses on evaluation of an-
titrypanosomal activity of polysaccharide extracts from Genipa amer-
icana leaves on all Trypanosoma cruzi developmental forms and the type
of cell death that was triggered.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Samples of G. americana leaves were collected in nature in the
District of Custodio-Quixadd, state of Ceard, Brazil and identified by Ms.
Vanecia dos S. Gomes (State University of Ceard). A voucher specimen
was deposited at Prisco Bezerra Herbarium (Federal University of
Ceard, n. 4683).

2.2, Chemicals

Fetal bovine serum (FBS) was obtained from Invitrogen (Grand
Island, NY, USA). LIT medium (HiMedia Laboratories, Mumbai, IND),
DMEM medium (VITROCELL, Sao Paulo, BR), Catalase (CAT; Sigma-
Aldrich, Brazil). Benznidazole (BZ; Lafepe, Brazil), Sodium dodecyl
sulfate (SDS - Vetee, Sao Paulo, Brazil), (3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-
2,5-diphenytetrazolium bromide formazan — MTT) were obtained from
Amresco (Ohio, USA), FITC-conjugated to annexin V/7-AAD from BD
Pharmingen, California, USA, and H;DCFDA from Sigma-Aldrich™, St.
Louis, USA.

2.3, Extraction of polysaccharides from Genipa americana leaves

G. americana leaves were washed with distilled water, dried at
40 "C, grounded into powder (5 g), suspended in methanol (1:50 w/v,
76°C, 2h) and the filtered for removal of methanol-soluble material;
the procedure repeated twice. The insoluble material was extracted in
0.1 M NaOH (1:50 w/v, 97 °C, the procedure was repeated three times)
resulting in alkaline extracts that were pooled (supernatants 2 and 3),
neutralized with 1 M HCl, precipitated with 4 volumes of ethanol and
centrifuged. The supematant was dialyzed against running water for
72h, centrifuged (1445 xg, 30 min, r.t.) and the final supernatant was
lyophilized and named polysaccharide extract of G. americana - GaEPL
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2.4. Cells and parasites

LLC-MK2 (epithelial cells from the kidney of the monkey Macaca
mulatta) were maintained in DMEM medium (Vitrocell, Sao Paulo,
Brazil) supplemented with 1% antibiotic solution and 10% of FBS in T-
25/75 em” flasks maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with
5% CO.. These cells were split each time they reached 80-90% con-
fluence after being harvested with a solution containing 0.25% trypsin
and 2.21 mM EDTA.

The Trypanosoma cruzi Y (benznidazole-resistant) strain was isolated
in the Laboratory of Parasite Biochemistry, University of Sao Paulo (Sao
Paulo — Brazil) and donated in epimastigote and trypomastigote forms.
Epimastigote forms of T. cruz (Y strain) were maintained at 28 "C with
weekly transfers in liver infusion tryptose (LIT) supplemented with 10%
FBS. Trypomastigote forms were obtained by infecting LLC-MK2 cell
monolayers in DMEM supplemented with 2% FBS at 37 "C in a 5% CO,
atmosphere.

2.5. Genipa americana polysaccharide extract activity assay against T.
crugi epimastigote forms

Epimastigote forms of T. cruzi (10° cells/mL) were grown in 96-well
plates at 28 "C in LIT medium supplemented with 10% FBS, incubated
in triplicate in the absence or presence of the GaEPL (9-1500 pg/mL) or
the positive control BZ (1.56-200 pg/mL) for 24, 48 and 72 h
Subsequently, parasite growth inhibition was estimated by counting the
parasites in a Neubauer chamber, and the concentration that inhibited
growth by 50% (ICsp) was determined by a nonlinear regression in
relation to the reference drug (Camargo, 1964).

2.6. Genipa americana polysaccharide extract activity assay against T.
cruzi trypomastigote forms

Trypomastigote forms (10% cells/mL) were obtained from the su-
pernatant of infected LLC-MK; cells that were dispensed into 96-well
plates in DMEM medium supplemented with 2% FBS in the absence or
presence of different concentrations of GaEPL (9-1500 pg/mL) or BZ
(1.56-200 pg/mL), in triplicate. The parasites were incubated for 24 h
at 37 °C in a 5% CO, atmosphere. After incubation, parasite viability
was determined by assessing mobility under an Olympus CX31 light
microscope. An aliquot (10 pL) of each sample was placed on slides. The
slides were cover-slipped and the parasites were counted in a Neubauer
chamber, and the concentration that inhibited growth by 50% (ICgp)
was determined by regression analysis of the data (Adade et al., 2014).

2.7. Cytotoxicity to mammalian cells

LLC-MK, cells were assayed for cell viability determination using
MTT assay (Mosmann, 1983). A suspension of 10° cells was seeded in a
96-well microplate and maintained at 37 "C in a 5% CO, atmosphere for
24h to obtain confluent cell monolayers. Subsequently, the medium
was removed, and the monolayers were then treated with different
concentrations of GaEPL (9-3000 pg/mL), BZ (1.56-200 pg/mL) or
phosphate-buffered saline (PBS) in triplicates for 24 h. After the treat-
ment, 100 pL of the culture medium were removed and 10 pL of MTT
(Amresco, Ohio, USA; 5mg/mL) solution was added. The microplate
was incubated for 4h in a 5% CO- atmosphere at 37 °C, and 90 yL of
10% SDS (sodium dodecyl sulfate) was added. After 17 h of incubation,
absorbance was read at 570nm on a microplate reader (Biochrom®
Asys Expert Plus). The percentage of viable cells was calculated by
comparison with controls. The 1G5y was determined by regression
analysis of the data. The Selectivity index (SI) was calculated by the
ratio of eytotoxic/trypanocidal activity (Nwaka and Hudson, 2006).
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2.8. Genipa americana polysaccharide extract activity assay against T.
cruzi amastigote forms

LLC-MEK2 cells were seeded in 24-well plates containing glass cov-
erslips (13-mm diameter) cultivated in DMEM supplemented with 10%
FBS and 1% antibiotics, at 37 °C, in a 5% CO, atmosphere for 24 h.
Subsequently, the media was removed from the wells and LLC-MK2
cells were infected with trypomastigote forms (parasite: host-cell ratio
of 20:1) in DMEM medium containing 2% FBS. After 48 h of interac-
tion, the microplate was washed with PBS to remove the non-inter-
nalized parasites and treated with GaEPL (235 and 470 pg/mL), BZ (67
and 134 pug/mL) or PBS. After incubation for 24 or 48 h at 37 °C, the
coverslips were collected, washed with PBS, fixed in Bouin's solution,
and stained with Giemsa (Lima et al., 2016). The percentage of infected
cells and the number of intracellular amastigotes per 100 cells was
determined by counting 300 cells in triplicate under an Olympus light
microscope CX 31.

2.9. T. cruzi epimastigote death pathway assays induced by the Genipa
americana polysaccharide extract

Flow cytometry experiments were performed in a FACSCalibur
system and analyzed using the Cell Quest software (Becton-Dickinson,
California, USA). A total of 10.000 events were acquired in the region
previously established as that corresponding to T. cruzi epimastigote
forms. The results were established by determining the fold change
(treated/non-treated cell ratio) of the geometric mean of fluorescence.
At the end of each incubation period, the cells were washed and sub-
mitted to cytometry flow analysis to evaluate the pathways by which
GaEPL induces T. cruzi death.

Epimastigote forms (10° cell/mL) were incubated for 24 h at 37 °C
in the absence or presence of GaEPL (740 pg/mL). After incubation, the
parasites were washed and stained with FITC-annexin V (Ax) and/or 7-
AAD, according to the manufacturer's instructions (BD Pharmigen,
California, USA). Reactive oxygen species (ROS) were also determined.
Epimastigotes were treated with GaEPL (740 pg/mL) and 3 h after they
were loaded with 20 mMol/L of the cell-permeable probe H2DCFDA in
the dark for 24 h, and measured as an increase in fluorescence caused
by the conversion of nonfluorescent dye to highly fluorescent 27,77 di-
chlorofluorescien, according to the manufacturer's instructions
(Sigma-Aldrich™, St. Louis, USA). Epimastigotes without GaEPL treat-
ment were used as controls and experiments were carried out in tri-
plicate.

2.10. T. cruzi epimastigote morphological changes induced by the Genipa
americana polysaccharide extract

Epimastigotes forms were treated with GaEPL for 24 h [ICg,/2
(370 pg/mL) and 1G5, (740 ug/mL)]. After incubation, the parasites
were washed with PBS and fixed for 2h with 2.5% glutaraldehyde
solution (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania). After
fixation for 2 h at room temperature, parasites were washed with PBS,

Table 1
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and then dehydrated with ethanol. Subsequently, samples were dried
with €O, coated with gold, and observed in a FEG Quanta 450 scan-
ning electron microscope (FEI, Oregon, USA). Digital images were ac-
quired and stored in a computer (Lima et al., 2016).

2.11. Evaluation of the involvement of peroxyde hydrogen on Genipa
americana polysaccharide extract tripanocidal effect

Epimastigote forms of T. cruz (10° cells/mL) were cultivated as
described above and treated with GaEPL for 24 h [I1Cs5;, (740 pg/mL)] in
the absence or presence of catalase (25 pg/mL). Afterward, parasite
growth inhibition was quantified in a Neubauer chamber (Guo et al.,
2015, with modifications).

2.12. Statistical analyses

The statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 5
program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Results were ex-
pressed as mean + S.E.M. and analyzed by ANOVA and Bonferroni test.
Differences were considered for p values less than 0.05.

3. Results

The extraction of polysaccharides from G. americana leaves showed
a total yield of 6.5%, revealing high content of carbohydrate (54.6%,
including 21.1% wronic acid) and 12% protein.

The GaEPL exhibited trypanocidal activities for all developmental
forms of the parasites. GaEPL inhibited growth of the epimastigote with
an ICsp at 24, 48 and 72h of 740 +0.075, 710 + 0.053,
870 + 0.052 pg/ml, respectively, while BZ exhibited an ICsq at 24, 48
and 72h of 56.76 = 1, 15.91 + 3, 16.5 + 1 pg/ml, respectively. For
the trypomastigote forms, GaEPL showed an ICsq of 470 £ 0.082 g/
mL, while the BZ positive control showed 1C5q of 67 + 20 pg/ml. Next,
the cytotoxicity of GaEPL was determined in LLC-MK2 cells with dif-
ferent concentrations using the MTT assay. GaEPL reduced LLC-MK2
viability with an ICse of 2250 + 0.071 pg/mL and SI of 4.8 for trypo-
mastigotes, showing good selectivity for these infective forms (Table 1).

In addition, GaEPL was also tested against T.crusi amastigote forms
after LLC-MK2 cell infection with the trypomastigotes. GaEPL reduced
the percentage of infected cells at 24 and 48 h. Untreated cells showed
approximately 79% of infected cells in 24 h and 70% in 48 h. Cells
treated with 235 or 470 pg/mL of GaEPL showed 49% and 46% re-
duction of infected cells in 24 h; and 44% and 53% in 48 h, respec-
tively. GaEPL (235 and 470 ng/mL) was also assessed in amastigotes/
100 LLC-MK2 cells, showing inhibition in 24 and 48 h, as well as BZ,
with 67 and 134 ng/mL (Fig. 1). In the light microscopy analysis, it was
observed that the GaEPL significantly decreased cell infectivity at both
concentrations and periods studied (Fig. 2).

After the observation of GaEPL toxicity to T. cruzi, the parasite death
mechanism was investigated. T. cruzi epimastigotes treatment with
GaEPL at 740 pg/mL (IC50) for 24 h resulted in an increase in 7AAD
+/AX- labelled cell populations when compared to non-treated cells.

Antiparasitic activity of . americana polysaccharide extract on the extracelular forms of T. cruzi and host cell cytotoxicity.

Epimastigote (T. cruzi) Trypomastigote (T. cruzi) LLC-MEK S1
GaEPL GaEPL BZ GaEPL BZ GaEPL BZ
ICsp *S.D (pg/mL)  ICgy * S.D (pg/ml)  ICey + S.D (pg /mL)  ICse = S.D (pg/mL)  IGCge +S.D (pg /mL)  ICso + S.D (pg/mL)
24 h 740 % 0.075 5676 £ 15 470 = 0,082 67 =20 2250 = 0.071 160 = 75.09 4.8 336
48 h 710 = 0.053 1591+ 3 - - - -
72k 870 = 0.052 165x1 - - - -

GaEPL = polysaccharide extract from Genipa americana leaves.

BZ = benznidazole, ICs, = Inhibitory concentration at 50%. SD = Standard deviation. 51 = Selective index. Values are shown as means + SD of three independent experiments

performed in triplicate,
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Fig. 1. GaEPL inhibited amastigote proliferation in T. cruzi-infected LLCCMEZ. Cells were infected with Y strain trypomastigotes for 24 and 48 h and treated with 235 or 470 pg/mL of
GakEPL, fixed in Bouin's solution and stained with Giemsa and analyzed by optical microscopy. The percentage of infected cells (A) and the relative number of amastigote forms per 100
cells (B). Mean = S.EM of at least three independent experiments, ANOVA and Bonferroni test, *p < 0.001, compared to PBS.

These results suggest that T. cruzi death occur predominantly by ne-
crosis (Fig. 3A-C). In addition, it evaluated the production of reactive
oxygen species (ROS) in epimastigote forms treated with GaEPL at
740 pug/mL (Fig. 4). The results showed a significant increase in total
ROS production after 24 h of treatment.

Morphological changes induced by GaEPL in epimastigotes are
shown in Fig. 5. Scanning electron microscopy (SEM) images with
epimastigotes treated for 24h with GaEPL (370 and 740 pg/mL)
showed changes in body shape, with rounding and shortening of the
parasite and apparent leakage of cytoplasmic contents, and cell mem-
brane degradation with pores (Fig. 5B-C). These data are typical evi-
dence of necrosis, confirming the flow cytometry data.

In order to determine the involvement of peroxyde hydrogen on
GaEPL effect, epimastigotes treated with GaEPL (ICg;) or GaEPL (1Cs5p)
+ CAT shows no significant differences (Table 2). These data suggest
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that the effect of GaEPL is not related to the production of peroxyde
hydrogen.

4. Discussion

The extraction of crude polysaccharides from G. americana leaves
revealed satisfactory yield and present high carbohydrate content (in-
cluding uronic acid) and lower protein. These findings agree with the
data found for the polysaccharide extracts and fractions obtained from
the leaves of this plant (data in publication) and other polysaccharide
extracts from plants using the same extraction protocols (Souza et al.,
2015; Pereira et al., 2012, 2016).

Extraction of polysaccharides from G. americana leaves showed a
total yield similar to those described for Geoffroea spinosa bark (Souza
et al., 2015). Chemical analysis of polysaccharides from G. americana

Fig. 2. Light microscopy of Trypanosoma cruzi-in-
fected LLCMEKZ cells treated with GaEPL for 24 (A, B,
C) and 48 h (D, E, F) at 37 °C. A - Untreated cells
showed high level of infection with intracellular
amastigotes; B - Cells treated with 235 pg/ml of
GaEPL; G - Cells treated with 470 pg/mL of GaEPL; D
~ Untreated cells showed high level of infection with
intracellular amastigotes; E — Cells treated with
235 pg/mL of GaEPL; F - Cells reated with 470 pg/
mL of GaEPL.
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Fig. 3. Flow cytometry analysis of epimastigotes treated with GaEPL. (A) The decreased the percentage of 7 AAD/Ax fluorescence in epimastigote forms of T. cruzi treated with 740 pg/mL
of GaEPL for 24 h, (B) Untreated epimastigotes. (C) Epimastigotes treated with 740 pg/mL of GaEPL Mean + S EM of at least three independent experiments, ANOVA and Bonferroni

test, *p = 0,001, compared to PBS.
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Fig. 4. Total ROS production in T. cruzi epimastigotes treated with 740 pg/ml of GaEPL
for 24 h and stained with the cell-permeable probe H.DCFDA staining, with flow cyto-
metry analysis. Mean + S.E.M of at least three independent experiments. ANOVA and
Bonferroni test, *p < (.05, compared to PBS.

leaves showed a high content of carbohydrates (54.6%), with a minor
protein content (12%). The carbohydrate and protein contents were
similar to those described for G. spinosa bark (62% and 9%), Azadir-
achin indica seed tegument (54% and 4%) and Caesalpinia ferrea pods

Table 2
Evaluation of the involvement of hydrogen peroxyde on epimastigote forms of
T. cruzi in the effect of G. americana polysaccharide extract.

% cell viability

Control 100 = 52
Catalase (25 pg/mL) 9) +5,1
GaEPL (IC 5, - 740 pg/mL) 44.4 + 4.4*
GaEPL + CAT M2+ 20*

GaEPL = polysaccharide extract from Genipa americana leaves.

CAT = Catalase,

ICs; = Inhibitory concentration at 50%. Values are shown as means + SD of
three independent experiments performed in triplicate. *Significantly different
from the control group (One-way analysis of variance and Bonferroni post-test,
*p = 0.05).

(44% and 62%) (Souza et al., 2015; Pereira et al., 2012, 2016).

Studies have being establishing a correlation between the presence
of iridoids (genipinic and genipic acids) and the biological activities,
such antimicrobial, antifungal and antiparasitic (Tallent, 1964). In viiro
toxdcity study using the extract of G. americana fruits, extracted with
acetone, demonstrated the ability of the extract to promote the in-
hibition of the cellular proliferation of HepG2 (hepatocellular carci-
noma of the human liver) with dose-dependent activity (Finco et al.,

Fig. 5. Scanning electron microscopy of T. cruzi. The images show control epimastigotes (A) and epimastigotes treated with 370 pg/mL (B) and 740 pg/mL (C) of GaEPL. Scale bar =

3 pm.
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2013). Similarly, the ethanolic extract of the leaves of G. americana
promoted an inhibitory effect on the cell cyce (Fernandez et al., 2011).

Several plant polysaccharides have been described with in vitro and
in vivo immunostimulating activity (Luetting et al, 1989, Tomoda et al.,
1994). A novel cytotoxic proteoglycan, structurally related to arabi-
nogalactan-protein, from the corn of saffron plant (Crocus sativus L.)
showed a certain level of apoptosis in macrophages culture with non-
cytotoxic concentration resulting in an increase in DNA laddering,
characteristic of apoptotic cells (Escribano et al, 1999). This correla-
tion and the high carbohydrate content associated with protein would
also be linked to associated the anti-parasitic activity demonstrated in
our study.

Our results show that polysaccharides extracted from Genipa amer-
icana leaves have an anti-parasitic effect against the epimastigote, try-
pomastigote and amastigote forms of T. cruzi. The leaves of G. amer-
icana are used in traditional Medicine to treat diarrhea, syphilis and
fever (Correa, 1984; Delprete et al., 2005). Additionally, the anti-
parasitic and antimicrobial effects had been already experimentally
demonstrated for the leaves (Oliveira et al., 2012; Deharo et al., 2001;
Nogueira et al., 2014; Tallent, 1964), and our present results are in
accordance with the use of G. americana for treatment of parasitic and
bacterial infections.

Other plant extracts also showed trypanocidal activities. The aqu-
eous extract from Neurolaena lobata leaves demonstrated an effect
against epimastigote forms of T. cruzi after incubation for 48 h at
550 pg/mL (Berger et al., 1998) and eighteen out of 43 crude metha-
nolic extracts showed trypanocidal activity against epimastigote forms
at 2000 pg/mL after incubation for 2h, while thirteen showed trypa-
nocidal activity even at 1000 pg/mL after incubation for 48 h (Abe
et al., 2002). The ethanolic extract from Guazuma ulmifolia leaves
showed 63.86% inhibited on in epimastigote growth at a concentration
of 1000 pg/mL for 72 h (Calixto Jinior et al., 2016). In this study, we
showed that GaEPL significantly inhibited the growth of epimastigotes
(24, 48 and 72 h) at concentrations lower than 1000 pg/mL.

The trypanocidal activity of crude extracts from Ampelozizyphus
amazonicus leaves demonstrated parasite lysis at a concentration of
500 pg/mL in the trypomastigote forms (Rosas et al,, 2006). On the
contrary, the extracts of leafl rinse and branch extract of Baccharis
dracunculifolia showed total lysis of the trypomastigote form at a con-
centration of 3000 pg/mL, while the root extract was barely active,
showing only 37.3% of lysis of trypomastigote forms (da Silva Filho
et al., 2004). Thus, our data demonstrated that GaEPL were most el-
fective against trypomastigote forms in comparison to those extracts.

Natural plant products are an alternative source of drugs to fight T.
cruzi infection, some of which exhibit trypanocidal activity and lower
toxicity (Luize et al., 2005; Siilsen et al., 2006, Rojas et al., 2010). In
this study, GaEPL showed low toxicity against LLC-MK2 cells, being
more toxic to the protozoa than to the mammalian cells. Considering
the LCy, concentrations against the trypomastigotes, GaEPL SI was 4.8,
demonstrating to be 2.08 times higher than that of BZ, the drug cur-
rently used to treat Chagas disease, showing that GaEPL has good se-
lectivity against the T. cruzi Y strain. Moreover, methanolic extracts of
the medicinal plants found in Saudi Arabia and Yemen exhibited anti-
trypanosomal activity with 81 < 4 (Mothana et al., 2014).

A previous study demonstrated the cytotoxicity activity of crude
extracts of several plant species against epimastigotes, trypomastigotes
and amastigotes of T. cruzi (Mafezoli et al., 2000; Pizzolatti et al., 2002;
Molina-Garza et al., 2014; Meira et al,, 2015). In the present study,
GaEPL showed potent activity against the amastigote forms it is sug-
gested that the GaEPL has to cross the host cell membrane in the order
to gain access to the intracellular parasite, whereas the extracellular
trypomastigote is directly exposed to the extract.

To identify the mechanism of cell death induced by GaEPL treat-
ment, analyses of the classical necrosis/apoptosis processes were per-
formed. In this study, GaEPL treatment caused an increase in the
fluorescence intensity of 7AAD+ /Ax- and 7AAD+ /Ax+, indicating
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alteration of cell membrane integrity, suggestive of cell death by ne-
crosis.

Natural products exhibit their trypanocidal activity by interfering
with the redox balance of the parasites, acting either on the respiratory
chain or on the cell defenses against oxidative stress (Atawodi et al.,
2003). This occurs because natural products have structures capable of
generating radicals that may cause peroxidative damage to trypa-
nothione reductase, which is very sensitive to alterations in redox
balance (Atawodi et al., 2003). Our results demonstrated that GaEPL
induces ROS production, suggesting the involvement of these molecules
in the trypanocidal effects.

The morphological changes observed at electron microscopy such as
body shape, with rounding and shortening of the parasite and apparent
leakage of cytoplasmic contents, of cell membrane degradation with
pores, in addition to the flow cytometry results, suggest that GaEPL
causes necrotic cell death in T, cruzi.

The main contribution of this study was the demonstration of the
effect of polysaccharide extract obtained from G. americana leaves as a
rich source of natural antiparasitic product against T. cruz.

5. Conclusions

The polysaccharide extract of G. americana showed significant ac-
tivity against the epimastigote, trypomastigote and amastigote forms of
T. cruzi, strain Y (benznidazole-resistant), suggesting cell death by ne-
crosis with involvement of reactive oxygen species. Therefore, GaEPL
can be a rich source of natural products against Chagas’ disease.
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