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“Cada planta tem centenas de substdncias, e uma delas pode ser

’

mais importante que uma galdxia.’
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RESUMO

A doenca de Chagas constitui um sério problema de salde publica em toda a América Latina
e particularmente no Brasil. Os tratamentos disponiveis para esta doenca se limitam a
utilizacdo de drogas tdxicas, de custo elevado e com baixa eficacia na fase crénica da doenca.
Este trabalho investigou as atividades tripanocida, citotoxica e imunomoduladora in vitro dos
6leos essenciais (OEs) de Eugenia brejoensis (EB), Hyptis fruticosa (HF), Hyptis pectinata
(HP), Hypenia salzmannii (HS), Lippia macrophylla (LM) e Syagrus coronata (SC). Nossos
resultados mostraram que exceto o OESC, que foi rico em acidos graxos, os demais OEs
foram ricos em terpenos e seus derivados oxigenados, sendo o trans-cariofileno um dos
constituintes majoritarios da maioria dos OEs estudados. Todos os OEs foram capazes de
inibir o crescimento de formas epimastigotas e amastigotas, causaram a perda da viabilidade
celular de tripomastigotas, diminuiram o percentual de macrofagos infectados in vitro e foram
mais seletivos para o parasita em relacdo as células de mamiferos. Os OEs de EB e HP foram
considerados 0s mais promissores por apresentarem indices de seletividade maior que 10. O
OESC induziu aumento na producdo de TNF-a e diminuigdo de IL-10, enquanto 0 OELM e 0
OEHF diminuiram a producédo de IL-6, IL-10 e TNF-a. Nossos resultados demonstraram que
os OEs mais promissores, OEEB e OEHP, parecem atuar em multiplos alvos intracelulares do
parasita, as principais alteraces encontradas foram: desorganizagdo do citoplasma, aumento
no nimero vacuolos, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial, desestruturacdo do
nacleo e do k-DNA. Concluindo, nossos dados apontam que os OEs estudados,
principalmente OEEB e OEHP sdo promissores para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos para a doenca de Chagas.

Palavras- chaves: Trypanosoma cruzi. Produtos naturais. Quimioterapia. Resposta imune.
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ABSTRACT

Chagas disease is a serious public health problem in Latin America and particularly in Brazil.
The available treatments for this disease are limited to the use of toxic, costly drugs with low
efficacy in the chronic phase of the disease. This work investigated the in vitro trypanocidal,
cytotoxic and immunomodulatory activity of essencial oils of the Eugenia brejoensis (EB),
Hyptis fruticosa (HF), Hyptis pectinata (HP), Hypenia salzmannii (HS), Lippia macrophylla
(LM) and Syagrus coronata (SC). Our results showed that, except for EOSC, which was rich
in fatty acids, the others EOs were rich in terpenes and their oxygenated derivatives, with
trans-caryophyllene being one of the major constituents of most EOs studied. All EOs tested
were able to inhibit the growth of epimastigotes and amastigotes forms, cause the loss of the
cellular viability of trypomastigotes, decrease in the percentage of infected macrophages and
were more selective for parasites than mammalian cells. The EOs from EB and HP were
considered the most promising because they presented selectivity indices greater than 10.
EOSC induced an increased production of TNF-a and decrease in IL-10, whereas EOLM and
EOHF decreased the production of IL-6, IL-10 and TNF-a. The studies of the mechanisms
involved in the trypanocidal activity showed that the most promising EOs, EOEB and EOHP,
acted on multiple intracellular targets of the parasite without apparently cause damage to the
host cells. The main alterations found were: cytoplasmic disorganization, increasing in the
number vacuoles, alteration of the mitochondrial membrane potential, the disruption of the
nucleus and k-DNA. In conclusion, our results showed that the EOs studied, especially the
EOs of E. brejoensis and H. pectinata, are promising for the development of new
chemotherapeutic agents for Chagas' disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Natural products. Chemotherapy. Immune response.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma doenca tropical
negligenciada causada pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi. A doenca é endémica na
América Latina, afeta entre 7 e 8 milhdes de pessoas em todo 0 mundo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2013) e acarreta 7.000 mortes por ano (DRUGS FOR
NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2015). Nenhuma vacina esta disponivel e apenas
benzonidazol e nifurtimox sdo os medicamentos clinicamente disponiveis para o tratamento
desta patologia. Estes farmacos apresentam elevada toxicidade e sua eficacia na fase crénica
da doenca é questionavel (BERMUDEZ et al., 2016). Devido a elevada toxicidade, o
nifurtimox teve seu uso descontinuado em alguns paises, incluindo o Brasil (BOIANI et al.,
2010). Tais fatos tornam relevante a pesquisa por novas alternativas terapéuticas que sejam
mais eficazes e menos toxicas para o tratamento da doenca de Chagas (BEAUMIER et al.,
2016).

Os produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, sdo considerados uma
fonte promissora de compostos bioativos contra varios microrganismos infecciosos. Em
acréscimo, geralmente sdo considerados seguros, acessiveis e mais eficazes do que o0s
produtos farmacéuticos sintéticos (HAMEDT et al., 2014). Os 6leos essenciais (OES) sdo
produtos do metabolismo secundério de plantas arométicas, formados por misturas complexas
de substancias com baixo peso molecular, lipofilicas e geralmente de natureza terpénica
(BAKKALI et al., 2008). Estudos reportam que diversos OES e seus componentes apresentam
atividades bioldgicas contra bactérias, fungos (CARDOSO; SOARES, 2010) e protozoarios,
incluindo Trypanosoma cruzi (BORGES et al.,, 2012; SANTORO et al., 2007a, 2007b,
2007c¢). Os OEs podem atuar tanto diretamente sobre 0 agente patogénico como através de
suas propriedades imunomoduladoras (ANTONY et al., 2005).

Tendo em vista que o bioma Caatinga € marcado por severas condi¢des climaticas
bastatante adversas, suas plantas desenvolvem caracteristicas quimicas peculiares que as
tornaram excelentes fontes de compostos bioativos contra diversos microrganismos
(ALMEIDA et al., 2006; SILVA et al., 2013). Além do mais, muitas espécies nativas da
Caatinga sdo utilizadas na medicina popular devido a propriedades curativas
(ALBURQUERQUE et al., 2012; MOURA et al., 2015). Embora varios estudos tenham
demonstrado o potencial farmacoldgico de OEs de plantas da Caatinga (MENDES et al.,
2010; MOTA et al., 2012; SANTOS et al., 2015) sua vasta diversidade bioldgica é ainda

pouco explorada.
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Aliando a necessidade de identificar novos agentes terapéuticos para a doenca de
Chagas e o potencial bioativo de plantas da Caatinga, o presente trabalho investigou a
composicdo quimica e as atividades citotoxica, tripanocida e imunomoduladora in vitro dos
Oleos essenciais das plantas Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa (sin. Eplingiella fruticosa),
Hyptis pectinata (sin. Mesosphaerum pectinatum), Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e
Syagrus coronata, oriundas do Parque Nacional do Vale do Catimbau (uma regido de
preservacdo da Caatinga), com a finalidade de encontrar terapias alternativas mais eficazes e

menos toxicas para a doenca de Chagas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma
cruzi, é endémica em paises tropicais e subtropicais da América Latina, afeta 7 milhGes de
pessoas em todo o mundo, causa 7.000 mortes anualmente e 25 milhGes de pessoas estdo em
risco de infeccdo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015). Inicialmente, a doenca
de Chagas era restrita as populacbes pobres das areas rurais, todavia, 0s processos de
urbanizacdo fizeram com que a patologia se tornasse um problema médico e social também
nas grandes cidades. Além disso, 0 nimero de casos nos Estados Unidos, Australia, Europa e
Japdo, tidos como locais ndo endémicos (Figura 1), tem aumentado principalmente devido a
migracdo de individuos infectados de regiGes endémicas para estas areas. Desta maneira, a
doenca vem emergindo como problema global de salude publica com impacto econémico
relevante (DIAS, 2013; SCHMUNIS, 2007).

Figura 1 — Distribuicdo mundial dos individuos infectados pelo Trypanosoma cruzi.

B Endémico v
Nao endémico

Fonte: Drugs for Neglected Diseases initiative (2015).

Nota: Endémica em 21 paises da América Latina, 0s casos em paises ndo-endémicos (por exemplo,
Austrélia, Canada, Japdo, Espanha e Estados Unidos) vem aumentando devido a migracéo de latino-
americanos infectados.
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A transmissdo da doenca de Chagas ocorre geralmente pela via vetorial (70% dos
casos em regides com auséncia de controle dos vetores). Neste tipo de transmissao, parasitas
eliminados nas fezes e excretas de insetos triatomineos, durante o repasto sanguineo, podem
penetrar na pele através de microlesGes. A doenca também pode ser transmitida ao homem
por mecanismos ndo-vetoriais, como por transfusdo de sangue, transplante de Orgéos,
transmissdo congénita e transmissdo oral pelo consumo de alimentos ou bebidas
contaminados. Existem ainda vias menos frequentes de infeccdo, tais como: acidentes de
laboratdrio, ingestdo de leite materno contaminado e transmissdo sexual (COURA; DIAS,
2009; PEREIRA; NAVARRO, 2013).

Mais de 140 espécies de triatomineos sdo consideradas potenciais vetores da DC, das
quais 52 ja foram descritas no Brasil. Cinco espécies tém grande importancia epidemioldgica
no ambiente doméstico, sendo a mais importante Triatoma infestans, devido aos seus habitos
estritamente domésticos, alta capacidade de infestacio e taxa de infeccio (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2012). Embora em 2006 o Brasil tenha sido certificado como livre
da transmissdo de T. cruzi pelo Triatoma infestans, nos paises do cone Sul outras espécies tais
como Rhodnius prolixus, Panstrogylus megistus, Triatoma brasiliensis, Triatoma sordida e
Triatoma dimidiata se tornaram mais importantes na epidemiologia da DC, em decorréncia da
pressao antropica sobre seus ecotopos naturais (SILVEIRA; DIAS, 2011).

No México e na América Central os principais vetores da DC sdo Rhodnius prolixus,
Rhodnius pallescans e Triatoma dimidiata. JA nos paises andinos o Rhodnius prolixus,
Rhodnius ecuadoriensis, Triatoma dimidiata, Triatoma maculata, Triatoma venosa e
Triatoma infestans assumem papel importante na transmissdo vetorial. Nos paises do Cone
Sul, dentre os quais o Brasil, espécies de triatomineos responsaveis pela doenca de Chagas
sdo, em ordem de importancia, Rhodnius prolixus, Panstrogylus megistus, Triatoma
brasiliensis, Triatoma sordida e Triatoma dimidiata (Figura 2). Embora existam triatomineos
nos EUA, apenas casos raros de doenca de Chagas autoctone causado por estes vetores foram
relatados (SANCHEZ-SANCHO; CAMPILLO; PAEZ, 2010).
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Figura 2 - Distribuicdo das espécies de triatomineos de grande relevancia epidemioldgica da
transmissdo da doenca de Chagas.
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Fonte: Gourbiere et al. (2012).

Nota: As areas vermelhas indicam a distribuicdo geografica de espécies aproximadas. As
espécies destacadas em vermelho sdo consideradas o0s mais importantes vetores do
Trypanosoma cruzi.

A doenca de Chagas é caracterizada por duas fases clinicas bastante distintas, a fase
aguda e a fase cronica. Inicialmente o individuo apresenta uma fase aguda que surge 6-10 dias
apos a inoculacdo dos parasitas, com duracdo de cerca de 4-8 semanas. Na maioria dos casos,
esta fase passa despercebida por apresentar sintomas clinicos pouco especificos tais como:
febre, hepatoesplenomegalia ou linfadenopatia. Normalmente o local de infecgdo ¢é
caracterizado por edema inflamatorio, também chamado de chagoma de inoculagdo, caso a
porta de entrada do T. cruzi tenha sido a pele. Nos casos, nos quais a infecgdo ocorre na regiao
dos olhos, este edema é chamado de sinal de Romafia. Durante a fase aguda, as formas
tripomastigotas circulantes podem ser facilmente encontradas no sangue de pacientes.
Eventualmente, a doenca evolui para a fase cronica, na qual a parasitemia é bastante reduzida
e 0s pacientes tornam-se assintomaticos. A miocardite aguda e meningoencefalite aguda
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podem ocorrer raramente em criancas de 1-5 anos e na maioria dos casos é fatal
(FERNANDES; ANDREWS, 2012; STEVERDING, 2014).

A maioria dos pacientes permanece na fase indeterminada ou latente por toda a vida e
ndo desenvolvem quaisquer sintomas cronicos evidentes. No entanto, 15-30% das pessoas
infectadas evoluem para a fase cronica sintomatica da doenca, geralmente 10-25 anos apés a
infeccdo inicial, apresentando cardiomegalia (cardiopatia chagéasica cronica) (Figura 3a) ou
ainda apresentam acometimento do aparelho digestivo (megaeséfago e megacdlon) (Figura
3.b e 3.c). O megaesdfago e o megacdlon sdo condicBes debilitantes, porém o
desenvolvimento de cardiomiopatia chagéasica crénica (CCC) é na maioria dos casos um
problema de risco de vida (AYO et al., 2013; COURA; VINAS, 2010; STEVERDING, 2014).

Figura 3 — Radiografias demonstrando as manifestagdes clinicas da fase cronica da doenca de Chagas.
|

v

a

Fonte: Coura e Vifias (2010).
Legenda: a) cardiomegalia, b) megaeséfago e ¢) megacélon.

A CCC e caracterizada por hipertrofia cardiaca e dilatacdo, as quais causam arritmias
graves e disfuncdo sistdlica progressiva. Células miocéardicas destruidas em conjunto com
infiltracdo de linfocitos, plasmacitos e macrofagos formam microabscessos que evoluem para
fibrose. A doenca dos mega-0rgéos esta associada a destruicdo do plexo mioentérico no trato
gastrointestinal (BERMUDEZ et al., 2016).

O diagndstico da doenca de Chagas na fase aguda é baseado na presenca de sinais
clinicos especificos associados aos métodos parasitoldgicos diretos, como por exemplo, 0
teste de gota espessa. Devido a baixa parasitemia, o diagnéstico parasitologico € pouco
eficiente na fase cronica da doenca. No entanto, outros métodos sdo utilizados nesta fase,

dentre os quais, os testes soroldgicos baseados na deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi do



22

isotipo imunoglobulina G (ELISA, hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia indireta,
quimiluminescéncia, e TESA-blot) e ensaios de biologia molecular baseados na amplificacdo
de sequéncias especificas do DNA do parasita no sangue (PEREIRA; NAVARRO, 2013).
Para o diagnostico sorologico da infeccdo pelo T. cruzi € recomendado no minimo dois
métodos com principios e antigenos diferentes (BARCAN et al., 2005).

Algumas hipoteses sobre as interagdes parasita-hospedeiro sdo consideradas para a
patogénese da doenca de Chagas cronica, sendo estas, a auto-imunidade por mimetismo
molecular; disfuncdo autonémica; e dano tecidual pela persisténcia do parasita. A persisténcia
do parasita no hospedeiro culmina em uma reatividade inflamatoria cronica, além disso, a lise
celular induzida pelo parasita (consequéncia da vigorosa movimentacdo dos tripomastigotas
intracelulares) sustenta a manutencdo do processo inflamatorio. A reativacdo do T. cruzi em
individuos co-infectados com HIV, transplantados ou pacientes chagasicos crénicos fornece
evidéncias da persisténcia dos parasitas no hospedeiro (BONNEY; ENGMAN, 2015;
TEIXEIRA et al., 2011).

Uma estratégia adaptativa usada pelo T. cruzi para otimizar sua persisténcia no
hospedeiro mamifero, consiste em utilizar tecidos-alvos com caracteristicas particulares. O
tecido adiposo tem sido relatado como um reservatdrio no qual o parasita pode persistir em
estado atenuado para evitar os mecanismos de defesa do sistema imune do hospedeiro, na
qualidade de um possivel local de reativacdo da doenca. Desta forma, os adipdcitos podem
abrigar um namero significativo de parasitas, mesmo na fase cronica da infeccdo, atuando
como reservatorio a partir do qual pode ocorrer a reativacdo da infeccdo, especialmente

durante periodos de imunossupressdo (MORROT et al., 2016).

2.2 Trypanosoma cruzi: agente etioldgico da doenca de Chagas

O agente etioldgico da doenca de Chagas € o T. cruzi (Familia Trypanosomatidae;
Ordem Kinetoplastida), um protozoario hemoflagelado cujo ciclo de vida envolve
obrigatoriamente hospedeiro vertebrado (mamiferos, incluindo humanos) e invertebrado
(triatomineo hematdfago). A adaptacdo do T. cruzi aos diferentes microambientes de seus
hospedeiros é acompanhada por uma extensa remodelagdo do metabolismo primério,
expressdo génica, proteoma, morfologia celular e transporte intracelular. Com isto, o parasita
pode se apresentar em trés formas evolutivas morfologicamente distintas: amastigotas,

epimastigotas e tripomastigotas (Figura 4). Estas formas sdo diferenciadas pela posi¢do do
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cinetoplasto (regido da mitocondria onde se concentra o DNA mitocondrial) em relagéo ao
nacleo da célula e do local onde o flagelo emerge (COURA; CASTRO, 2002; MARTINS et
al., 2012).

Figura 4 — Formas evolutivas do agente etioldgico da doenca de Chagas, 0 Trypanosoma cruzi.

o —_
LD0lmm 010mm
Fonte: Adaptado de Bastien (1998).
Legenda: a) tripomatistogota, b) epimastigota e ¢) amastigota.

Na forma tripomastigota, o cinetoplasto é localizado na extremidade posterior do
parasita e, por conseguinte, do nucleo; e o flagelo emerge da bolsa flagelar localizada préxima
ao cinetoplasto. Essa forma ndo possui capacidade de replicacdo, corresponde a forma
infectante extracelular e estd presente em ambos os hospedeiros, sendo chamada de
metaciclica no hospedeiro invertebrado e de sanguinea no vertebrado (DE SOUZA et al.,
2010; MANDAL, 2014; MARTINS et al., 2012).

Nas epimastigotas por sua vez, tanto o cinetoplasto quanto a bolsa flagelar sé&o
anteriores ao nucleo. Esta forma evolutiva € mdvel, replicativa e encontrada no trato digestivo
do hospedeiro invertebrado (DE SOUZA et al., 2010; MANDAL, 2014; MANOEL-
CAETANO; SILVA, 2007).

As amastigotas sdo as formas intracelulares encontradas em diversas células nucleadas
do hospedeiro vertebrado, possuem corpo arredondado e flagelo pequeno que ndo emerge da
bolsa flagelar. Estas se multiplicam por divisdo binaria longitudinal a cada 12 horas e se
transformam em tripomastigotas sanguineas apds um periodo de 11 a 13 horas antes da
ruptura da célula hospedeira (DE SOUZA et al., 2010; MANDAL, 2014; MARTINS et al.,
2012; TYLER; ENGMAN, 2001).
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O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 5) envolve os trés estagios evolutivos (epi-, tripo-
e amastigota) e dois tipos de hospedeiros (vertebrados e invertebrados). O ciclo pode ter inicio
quando o vetor triatomineo ingere formas tripomastigotas durante o repasto sanguineo no
hospedeiro mamifero infectado. As tripomastigotas se transformam em epimastigotas, as
quais se replicam no intestino do hospedeiro invertebrado. As epimastigotas migram para o
intestino posterior e diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas infectantes, que s&o
eliminadas juntamente com as excretas do inseto. Eventualmente durante o repasto sanguineo,
estas formas podem entrar na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado através de
microlesfes na pele e invadir células nucleadas. No citoplasma das células do hospedeiro,
tripomastigotas se diferenciam em formas amastigotas intracelulares, as quais se replicam
com um tempo de duplicacdo de aproximadamente 12 horas ao longo de um periodo de 4 a 5
dias. No final deste periodo, as amastigotas se transformam em tripomastigotas, a célula
hospedeira se rompe e as tripomastigotas sdo liberadas para a circulagdo sanguinea.
Ocasionalmente as células podem sofrer ruptura precoce liberando amastigotas que também
possuem a capacidade de infectar. Os parasitos circulantes podem invadir novas células e
iniciar novos ciclos, e estdo disponiveis para infectar vetores que possam se alimentar deste
hospedeiro infectado. Na auséncia de tratamento bem sucedido com drogas tripanocidas, a
infeccdo pode durar por toda a vida do hospedeiro humano (BERN et al., 2011; MANDAL,
2014).
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Figura 5 - Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Blum et al. (2008).

Legenda: (1) Durante o repasto sanguineo, o inseto triatomineo infectado libera tripomastigotas
metaciclicas através das fezes. (2) As tripomastigotas metaciclicas infectam células no local da picada.
No interior das células hospedeiras, as tripomastigotas se transformam em amastigotas. (3) As
amastigotas se multiplicam e se transformam em tripomastigotas sanguinea, as quais rompem as
células hospedeiras. As tripomastigotas podem infectar outras células e se transformar em amastigotas
intracelulares em novos locais de infeccdo (4) ou podem ganhar a corrente sanguinea. (5) O
triatomineo se alimenta do sangue do hospedeiro infectado e as tripomastigotas sanguineas sdo
ingeridas. (6) As tripomastigotas se transformam em epimastigotas no intestino médio do inseto. (7)
As epimastigotas se multiplicam no intestino médio e sdo transformadas em tripomastigotas
metaciclicas no intestino posterior. (8) As tripomastigotas metaciclicas sdo eliminadas nas excretas
durante novo repasto sanguineo.

2.2.1 Biologia celular do Trypanosoma cruzi

A membrana plasmatica do T. cruzi recobre o corpo celular, invagina na extremidade
anterior da célula na regido da bolsa flagelar e continua ao longo do flagelo. Abaixo da
membrana plasmatica, exceto na regido da bolsa flagelar, existe uma camada de microtubulos,
conhecidos como microtubulos subpeliculares, 0s quais estdo em contato uns com 0s outros,
com a membrana plasmatica e com perfis de reticulo endoplasmético. O nucleo do
protozoario tem localizacéo central e os ribossomos e perfis de reticulo endoplasmatico estéo

distribuidos aleatoriamente no citoplasma, entretanto o complexo de Golgi esta localizado na



26

regido anterior, proximo da bolsa flagelar (Figura 6) (DE SOUZA, 1999; DE SOUZA;
CUNHA-E-SILVA, 2003).

Figura 6 - Estruturas e organelas encontradas na forma epimastigota de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Teixeira et al. (2013).

A membrana plasmatica do T. cruzi é composta por proteinas integrais e periféricas,

fosfolipideos e glicocélice. Este ultimo componente desempenha papel importante na
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interagdo do parasita com a célula hospedeira (MARTINS et al., 2012). A superficie de T.
cruzi é composta por mucinas, trans-sialidases, moléculas tipo trans-sialidases,
polissacarideos, lipidios ancorados na camada  fosfolipidica externa  por
glicosilfosfatidilinositol e proteinas integrais de membrana. Algumas destas moléculas
possuem papel crucial na invaséo de células de mamifero e na modulagdo da resposta imune
frente & infeccdo (VILLALTA et al., 2008).

Como parte da adaptacdo evolutiva, os tripanossomatideos desenvolveram organelas
celulares e estruturas anatbmicas especializadas. Uma das caracteristicas dos
tripanossomatideos é a presenca de um Unico flagelo que emerge através da bolsa flagelar
(BF) e que confere motilidade ao protozoario. A BF representa um sitio ativo e estratégico
para 0 parasita, participando em diversos processos, tais como polaridade celular,
morfogénese e replicacdo. Além disto, a BF constitui a Unica superficie no corpo do parasita
com auséncia da camada de microtubulos subpeliculares, o que favorece o transporte de
vesiculas, intercdmbio e trafego de moléculas associadas aos eventos de endocitose e
exocitose que ocorrem nesta regido (COLINA, 2003; DURANTE et al., 2015).

Os flagelos de tripanosomatideos apresentam estrutura paraflagelar filamentosa
semelhante ao axonema de células de mamifero. Mudancas de conformacéo dos microtibulos
axonemais, estruturas associadas e a estrutura paraflagelar sdo necessarias para o flagelo
executar todas as fungBes com as quais estd envolvido. Além disso, o flagelo desempenha
papeis cruciais na morfogénese do T. cruzi: a ligacdo ao epitélio do inseto hospedeiro, a
segregacdo do DNA mitocondrial e a divisdo celular (BALLESTEROS-RODEA et al., 2012;
ROCHA et al., 2010).

As formas epimastigotas realizam intensa atividade endocitica de macromoléculas a
partir do meio extracelular, no entanto, neste estagio evolutivo, o principal sitio de endocitose
ndo é a bolsa flagelar, e sim um complexo chamado de citéstoma-citofaringe. Tal complexo
consiste de uma invaginacdo profunda da membrana plasmatica, na qual a abertura na
superficie da célula ¢ denominada “citostoma” ja o longo tubo que forma a invaginagdo ¢
chamado de “citofaringe”. Nao existe uma delimitagdo definida entre o citéstoma e a
citofaringe. Esta estrutura também é presente em amastigotas, embora sua capacidade
endocitica raramente seja demonstrada. Apesar de desempenhar importante funcdo no
processo de endocitose, pouco se sabe sobre sua organizacdo estrutural (ALCANTARA et al.,
2014; OKUDA et al., 1999).

Outras organelas do T. cruzi sdo: cinetoplasto (corresponde a uma condensacdo de

DNA mitocondrial que se encontra dentro de uma Unica e ramificada mitocondria);
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acidocalcisomas (organelas acidas e ricas em fosforo e calcio); reservossomos (organelas do
tipo lisossomos) e os glicosomos (organelas do tipo peroxisomos) (DE SOUZA; CUNHA-E-
SILVA, 2003; FERELLA et al., 2008).

As mitocondrias sdo organelas que estdo envolvidas na sintese do ATP através da
fosforilagdo oxidativa aerdbica e também no equilibrio redox celular, representando uma das
principais fontes de espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula (GONCALVES et al.,
2011). A principal diferenca morfoldgica entre a mitocondria de eucariontes superiores e a
dos tripanossomatideos € a quantidade e o volume da organela. Nos tripanossomatideos a
mitocdndria é Unica, ramificada e alongada, fica proxima aos microtibulos subpeliculares e
circunda toda a célula (MENNA-BARRETO; CASTRO, 2014).

O DNA do cinetoplasto (k-DNA) é localizado dentro da matriz mitocondrial e
perpendicular ao eixo do flagelo. A estrutura fina do cinetoplasto, conforme revelado por
andlise de microscopia eletrdnica, mostra que as cadeias de DNA sdo alinhadas paralelamente
ao eixo e que o arranjo do k-DNA dentro do cinetoplasto varia entre as espécies. O k-DNA
representa cerca de 30% do DNA celular total e difere do DNA nuclear na densidade, na
relacdo de pares de base e no grau de renaturacdo. Além disso, 0 k-DNA de
tripanossomatideos é composto por moléculas circulares que séo topologicamente relaxadas e
interligadas para formar uma rede Unica. Dois tipos de arranjos de DNA estdo presentes no
cinetoplasto, os minicirculos e os maxicirculos. Os maxicirculos sdo estruturalmente e
funcionalmente analogos ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores, além disto,
codificam rRNAs e subunidades do complexo respiratério. Os minicirculos codificam RNAs
guia que modificam a transcricdo dos maxicirculos por extensa insercdo ou exclusdo de
uridilato atraves de edicdo de RNA (DE SOUZA et al., 2009). O aspecto ultraestrutural do
cinetoplasto em tripomastigotas de T. cruzi é arredondado, diferindo de todos os outros
estagios de desenvolvimento, os quais apresentam um formato de barra em cortes ultrafinos
(MENNA-BARRETO; CASTRO, 2014).

Em T. cruzi, tal como em outros organismos pertencentes ao subtipo protista
Kinetoplastida, a maior parte da via glicolitica estd compartimentada em glicossomos. Os
glicossomos, uma forma especializada de peroxissomas, sdo microcorpos esféricos de 0,1-0,3
pm com matriz eletrodensa. Os glicossomos também estdo envolvidos nas vias biossintéticas
de pirimidinas; oxidacdo de &cidos graxos e esterdides; e via de salvacdo de purinas. Esta
organela, circundada por uma Unica membrana formada por proteinas funcionais, é

responsavel por (1) realizar as trocas de metabolitos entre a matriz glicosomal e o citoplasma
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e (2) importar metabolitos (glicose, fosfato e fosfoenolpiruvato) do citoplasma para a matriz
glicossomal (GONZALEZ-MARCANO et al., 2016; QUINONES etal., 2004).

Descritos inicialmente em tripanosomatideos, os acidocalcisomas séo organelas acidas
de armazenamento de calcio encontradas em varios organismos. Os granulos densos de
procariotos e plaquetas humanas também tém caracteristicas semelhantes aos
acidocalcisomas. Os acidocalcisomas de T. cruzi sdo arredondados, acidos, ricos em Ca*?,
pirofosfato (PPi) e polifosfato (NI'YOGI et al., 2015). De acordo com Docampo e Moreno
(1999) os acidocalcisomas estdo relacionados a diversos processos bioldgicos, sendo estes: (1)
armazenamento de Ca*? para ser usado em determinados momentos do ciclo de vida do
parasita; (2) armazenamento de energia, a partir do estoque em grande quantidade de PPi
inorganico; (3) regulacio do pH citoplasmatico devido a presenca de uma H'-ATPase na
membrana do acidocalcisoma; (d) e também pode desempenhar papel no controle da
osmoregulacéo.

Os tripanosomatideos encontram mudancas radicais nos ambientes osméticos apds
passagem de um hospedeiro invertebrado para vertebrado ou vice-versa. Desta forma,
presume-se que 0s mecanismos de regulacdo osmotica desempenham um papel essencial na
sobrevivéncia do parasita durante esta transicdo. Tem sido demonstrado que a liberacdo
celular de ions e osmdlitos, incluindo aminoacidos e potassio, ocorrem para permitir que as
tripomastigotas metaciclicas ajustem seu volume ap6s a tensdo induzida durante a transicdo
hipo-osmdtica. No entanto, este mecanismo é incapaz de explicar a recuperacdo total do
volume celular. A principal hipotese é de que acidocalcisomas em conjunto com o complexo
vaclolo contractil sejam responsaveis por este processo osmorregulatério em T. cruzi
(MORENO; DOCAMPO, 2009).

T. cruzi ndo sintetiza colesterol, no entanto, as epimastigotas adquirem colesterol por
captacdo de LDL da dieta do inseto hematdfago pelo citostoma-citofaringe e pela bolsa
flagelar. As vesiculas endociticas se fundem com os endossomos iniciais formando o
reservossomo. Os reservossomos sdo organelas relacionadas aos lisossomos, responsaveis
pela digestdo celular do material endocitado e por fornecer substratos para as demandas
metabolicas celulares e da metaciclogénese (PEREIRA et al., 2011). Os reservossomos foram
descritos como organelas exclusivas de formas epimastigotas de T. cruzi e de espécies de
Trypanosoma de morcegos. Estas organelas sdo caracterizadas como compartimentos pre-
lisossomais acidicos, morfologicamente arredondados (400-600 nm), ricos em cruzipaina
(cisteino-proteinase), contendo gotas lipidicas e proteinas no seu interior. A andlise

bioquimica preliminar de reservossomos isolados revelou colesterol (ésteres de colesterol) e
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ergosterol como os principais lipidos neutros nestas organelas (PEREIRA et al., 2011). Foi
demonstrado na literatura que durante o processo de diferenciacdo de epimastigota para
tripomastigota, as inclusdes lipidicas e proteicas dos reservosomos sao consumidas levando a
alteracdes significativas na morfologia e no volume relativo do reservosomo até o seu
desaparecimento nas formas tripomastigotas (FIGUEIREDO et al., 2004). Tais observacoes
sugerem que 0S reservosomos Sao essenciais para o armazenamento de nutrientes necessarios
para o passo de diferenciacdo celular (SOARES, 1999; VIEIRA et al., 2005). A anélise
protedmica dos reservossomos isolados e de suas membranas confirmou a presenca de
proteases e enzimas associadas ao metabolismo lipidico, bem como membros da familia
transportadora ABC e um homdlogo de Rab 18 de mamifero, que estdo envolvidos no
transporte de lipideos (PEREIRA et al., 2011).

2.2.2 Mecanismos de morte celular programada em Trypanosoma cruzi

A morte celular programada (MCP) é um importante mecanismo na homeostase de
organismos multicelulares, desempenhando o papel fundamental na morfogénese, fisiologia e
defesa do hospedeiro contra patégenos. Embora que por um longo periodo, a MCP estava
limitada a organismos multicelulares, caracteristicas semelhantes as descritas nos processos
de apoptose de células multicelulares foram descritas em uma variedade de organismos
eucariotos unicelulares, incluindo membros da familia Kinetoplastida. Dentre essas
caracteristicas incluem a condensacdo da cromatina nuclear, fragmentacdo do DNA, perda do
potencial de membrana mitocondrial e exposicdo da fosfatidilserina no folheto externo da
membrana plasmatica. No entanto, as informagdes sobre as vias e moléculas envolvidas nos
processos de MCP em Kinetoplastida sdo limitadas. Além disto, o Trypanosoma cruzi foi o
primeiro organismo unicelular no qual a MCP foi descrita (IRIGOIN et al., 2009).

Foi enunciado que a MCP do parasita tem papel importante no controle, proliferacéo e
diferenciacéo celular, sendo um evento crucial para a manutencgéo e disseminacao da infeccao
durante o ciclo de vida do parasita. Em adi¢&o, a MCP neste microrganismo pode funcionar
para evadir a resposta imune do hospedeiro através de uma ativacdo alternativa mediada por
macrofagos, que atua inibindo a inflamacgdo e consequentemente aumentando a proliferacéo
do parasita no hospedeiro vertebrado. De forma interessante, Trypanosoma cruzi tipo-
apoptdético foi encontrado em tecidos de mamiferos apds a infeccdo in vivo. Além disto, a
auséncia de genes que codificam caspases e homdélogos da familia de proteinas Bcl-2 de

mamifero deixa evidente que a via de MCP de Kinetoplastidas difere dos processos de
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apoptose tipicos de mamifero, tornando-a um alvo promissor para quimioterapia (PIACENZA
et al., 2007).

MCP esta bem caracterizado em eucariotas superiores, incluindo apoptose, autofagia e
necrose. A apoptose (ou tipo de MCP I) é um processo regulado de auto-morte, envolvido em
varias patologias. Dentre as principais caracteristicas encontradas em células de mamifero em
processo de apoptose, pode-se mencionar a clivagem proteolitica por caspases, encolhimento
celular, fragmentacdo inter-nucleosomal de DNA, exposicdo da fosfatidilserina, bolhas na
membrana plasmatica, formacdo de corpos apoptéticos e perda de potencial de membrana
mitocondrial com liberagdo de citocromo ¢ ao citosol (MENNA-BARRETO et al., 2009).
Devido a auséncia de caspases - principais efetores moleculares dos processos de apoptose -
no genoma de T. cruzi (como nos demais protozoarios, bem como fungos e plantas), foi
inferido que as metacaspases sdo 0s potenciais ortélogos funcionais das caspases. Embora
ainda existam controvérsias, evidéncias sugerem que metacaspases modulam a morte celular
em tripanossomatideos (LAVERRIERE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012).

A autofagia (ou MCP tipo Il) é um processo fisiologico bastante conhecido que esta
envolvido na renovacdo protéica, destruicdo de organelas e reciclagem de materiais durante 0s
periodos de escassez de nutrientes. Tal mecanismo é evolutivamente conservado e tem sido
documentado em diversos organismos, incluindo Kinetoplastidas. Nos protozoarios, a via
autofagica é mais simples do que a descrita em outros tipos celulares, embora possuam todas
as proteinas essenciais para realizar esse processo (JIMENEZ et al., 2008).

Originalmente necrose (ou MCP tipo I1I) significa morte acidental de células e tecidos.
Este tipo MCP ¢ caracterizado por alteragdes drasticas em mitocéndrias, incluindo a
despolarizacdo da membrana mitocondrial, a deplecdo de ATP, a geracdo de espécies reativas
de oxigénio, a perda de homeostase do célcio, a vacuolizacdo citoplasmatica e a degradagao
da membrana plasmatica. Diferente da apoptose, o processo de reciclagem das células mortas
pelo processo de necrose é lento, pois os sinais celulares especificos sdo ausentes, levando a
uma importante resposta inflamatoria (MENNA-BARRETO et al., 2009).

2.3 Resposta imune da doenga de Chagas

O sucesso da infeccdo pelo T. cruzi depende de estratégias elaboradas pelo parasita ao
longo da sua evolucdo, em invadir células hospedeiras e subverter a resposta imune do
hospedeiro, facilitando a sua proliferacdo e sobrevivéncia no interior destas células. Neste

sentido, diversas moléculas de superficie do parasita estdo relacionadas a invasdo da célula
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hospedeira e aos processos de imunomodulacdo da resposta do hospedeiro. O processo de
invasdo celular e evasdo do sistema imune de T. cruzi é bastante complexo e dindmico e
envolve a interacéo de fatores tanto do parasita quanto do hospedeiro (WALKER et al., 2014).
Por exemplo, T. cruzi e outros tripanosomatideos sdo capazes de secretar vesiculas
extracelulares (VE) contendo proteinas associadas com a imunomodulacdo e viruléncia, as
quais induzem a modulacdo da producdo de citocinas envolvidas na resposta ao parasita.
Interessantemente, alem de secretarem VE diretamente, o T. cruzi também é capaz de induzir
a liberacdo destas vesiculas pela célula hospedeira infectada, permitindo a comunicacdo entre
parasitas distantes e facilitando a disperséo de fatores de viruléncia em um complexo sistema
de comunicacdo intercelular (BORGES et al., 2016; COAKLEY et al., 2015; NOGUEIRA et
al., 2015).

T. cruzi € um exemplo inequivoco da adaptacdo entre organismos eucariotos inferiores
e mamiferos. Este parasita é capaz de invadir quase todas as células nucleadas, fagociticas
(principalmente macrdfagos e células dendriticas) e ndo-fagociticas em processos ainda pouco
elucidados (ROMANO et al., 2013). Este processo de invasdo se da em duas etapas: 1)
Adesdo a membrana do hospedeiro e 2) interiorizacdo através mecanismos fagociticos e ndo
fagociticos que culminam na formacéo do vacuolo parasitéforo (TcVP). Um grande nimero
de moléculas esta envolvido na ligacdo de T. cruzi a célula hospedeira. Estas moléculas estdo
presentes no glicocalice e compreendem mucinas, trans-sialidases e gp63 proteases, as quais
interagem com receptores na célula hospedeira disparando uma série de eventos intracelulares
necessarios para interiorizacdo do parasita (DE SOUZA et al., 2010; ROMANO et al., 2013).

Dois mecanismos principais de entrada de formas tripomastigotas em células de
mamifero tém sido descritos. O primeiro envolve a ativacdo de uma cascata de sinalizacéo de
calcio e o recrutamento de lisosomos para o sitio de entrada do parasita, onde ocorre a sua
fusdo com o TcVP em formagdo. A ativa movimentagdo das formas tripomastigotas parece
desempenhar um papel importante neste processo, uma vez gque este movimento causa danos a
membrana da célula hospedeira disparando um mecanismo de reparo da membrana mediado
pela fusdo e exocitose dos lisosomos (FERNANDES; ANDREWS, 2012). Neste sentido, tem
sido postulado que o parasita se aproveita deste mecanismo de reparo das células do
hospedeiro para ganhar acesso ao ambiente intracelular (ROMANO et al., 2012).

Um segundo mecanismo independente do recrutamento dos lisosomos tem sido
proposto. Através deste mecanismo, a internalizagdo de tripomastigotas de T. cruzi ocorre por
invaginacdo da membrana plasmética independente de actina e dependente de uma PI-Kinase

classe | (SIBLEY, 2011). Adicionalmente, estudos demonstraram parasitas no interior de
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compartimentos contendo LC3, um marcador de autofagosoma, levantando a hipétese de que
estas estruturas tambem contribuem como doadoras de membrana para formacdo do TcVP
(ROMANO et al., 2012).

Independente do mecanismo de entrada, a acidificacdo lisossomal ativa 0 mecanismo
chave que permite ao parasita escapar do TcVP para o citoplasma, e, por conseguinte se
diferenciar na forma amastigota replicativa (CARDOSO et al., 2016).

Uma vez no interior do hospedeiro invertebrado o T. cruzi enfrenta um sofisticado
sistema imune envolvendo células circulantes e moléculas especializadas na defesa contra
microrganismos invasores (MACHADO et al., 2012). Desta forma, o sucesso do parasita em
estabelecer a infecdo no hospedeiro dependerd de um arsenal de estratégias de evasdo
associadas com alterndncia da forma infectiva extracelular para a forma amastigota
proliferativa intracelular, acompanhada por mudancas adaptativas na expressao génica
(CARDOSO et al., 2015).

O controle do T. cruzi e a sobrevivéncia no hospedeiro dependem tanto da resposta
imune inata quanto da resposta imune adquirida, as quais sao disparadas durante os primeiros
estagios da infeccdo. Estas respostas envolvem células como macrofagos, células dendriticas,
celulas NK (natural Kkillers), linfocitos T e B, bem como a producdo de citocinas
proinflamatdrias do perfil Thi, tais como IFN-y, TNF-qa, e IL-12 (MACHADO et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que macrofagos, células dendriticas e células NK
desempenham papel crucial no controle do T. cruzi por disparar intensa resposta inflamatdria
acompanhada do aumento na producdo de citocinas e quimiocinas (MACHADO et al., 2012).
Para isso, estas células precisam reconhecer o parasita através da interacdo de receptores
presentes na sua superficie com padrées moleculares (PAMPs - Pathogen-Associated
Molecular Patterns) presentes na membrana deste patdgeno. Dentre o0s receptores que
reconhecem os PAMPs, os Receptores do tipo Toll (TLRs - Toll-Like Receptors) sdo
expressos em diferentes populacdes de celulas do sistema imune, incluindo macréfagos,
células dendriticas, linfocitos B e T e até mesmo em células ndo pertencentes ao sistema
imune, tais como fibroblastos, células do parénquima e células epiteliais. Componentes
derivados de T. cruzi sdo reconhecidos por TLR2, TLR6, TRL7 e TLR9 (Figura 7), que
induzem a produgéo de citocinas pro-inflamatorias e efetores microbicidas. Os antigenos do
parasita e as citocinas produzidas localmente agem em conjunto para promover o
desenvolvimento de uma resposta Thl protetora, que leva ao controle do parasita. Além disso,
a sinalizacdo de TLR2 também tem propriedades imunoreguladoras essenciais para impedir a

resposta imune induzida pelo parasita (RODRIGUES et al., 2012). Esses receptores
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transmitem sinais ao citoplasma desencadeando o recrutamento de moléculas adaptadoras
como a proteina MyD88 e subsequentemente induzem o fator nuclear de transcricdo NF«B,

levando a producéo das citocinas pro-inflamatérias (EGAN et al., 2009).

Figura 7 - Resposta imune inata dependente dos receptores do tipo toll na infeccdo pelo Trypanosoma
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Fonte: Rodrigues et al. (2012).

Nota: Os PAMPs (padrbes moleculares associados aos patdgenos) derivados de T. cruzi sdo
reconhecidos por diferentes TLRs (receptores do tipo Toll). O reconhecimento de moléculas de T.
cruzi, como glicoconjugados de superficie do parasita e seus acidos nucleicos, ocorre através de
distintos TLRs expressos por células da resposta imune inata. A GPI mucina (glicofosfatidilinositol
ancorada a mucina) ativa o0 TLR2 / TLR6, o GIPL (glicoinositolfosfolipidio) € um agonista para
TLR4, o DNA gendmico ativa TLR9 endossomal e TLR7 esta envolvido no reconhecimento do RNA
do parasita. Os TLRs induzem a ativacdo de NF-«f (factor nuclear) e/ou IRFs (fator regulatdrio de
interferon). As proteinas adaptadoras MyD88 e Mal/TIRAP sédo necessarios para a ativacao de TLR2 e
TLR4 pelo NF-xB. Ja as proteinas adaptadoras TRIF e TRAM ativam IRF3. TLR7 e TLR9 ativam
NF-xB e IRF7 via MyD88. A ativacdo de NF-kB leva a produgio de citocinas pro-inflamatdrias, tais
como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e os IRFs ativam a transcrigdo do gene IFN de tipo |.

Durante a infecgdo pelo T. cruzi, os macrofagos ativados produzem espécies reativas
de oxigénio (EROs) por um processo chamado de "burst™ oxidativo, que atua como primeira
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linha de defesa contra patdgenos. Apds a deteccdo de agentes infecciosos, a NADPH-oxidase
(gp91phox ou NOX2) da célula hospedeira € ativada para produzir radicais superdxidos
dentro do fagossoma. Em contrapartida, o parasita possui uma maquinaria antioxidante
altamente eficaz para regular o "burst” oxidativo através de vias de desintoxicacdo das EROs,
as quais estdo localizadas em diferentes compartimentos do parasita ricos NADPH-redutases.
Apesar do sistema antioxidante eficaz, macromoléculas do parasita sofrem danos oxidativos
que se tornam prejudiciais quando néo reparados. No entanto, baixas concentracdes de EROs
atuam contribuindo para a replicacéo in vitro de amastigotas no interior de células hospedeiras
e aumenta os niveis de parasitemia in vivo. Desta forma, a rede antioxidante do T. cruzi
desempenha um papel importante na viruléncia do parasita e no sucesso da infeccdo (GOES et
al., 2016).

A resposta imune frente a infeccdo por T. cruzi envolve células efetoras e reguladoras.
Geralmente a resposta imune inata mediada por macréfagos e células dendriticas (CDs) €
responsavel pela deteccdo e destruicdo do parasita; apresentacdo de antigeno; e producdo de
citocinas pro-inflamatérias. Apos a ativacdo, as CDs migram para os 6rgdos linfoides
secundarios, apresentam antigenos e ativam células T para produzirem citocinas (IL-12, IL-
10, TNF-a e IL-6). Estes eventos culminam na ativacdo e diferenciacdo dos linfdcitos T
especificos. Durante a interacdo das CDs com linfocitos T, os complexos maiores de
histocompatibilidade 1 e Il (CMH | e CMHII) interagem com o receptor de células T (RCT) e
moléculas co-estimulatorias, proporcionando sinais moleculares que sdo necessarios para a
proliferacéo e diferenciacdo celular. IFN-y produzido por células T CD4" e T CD8" ativa 0s
mecanismos efetores em macréfagos para destruir as formas amastigotas e tripomastigotas
fagocitadas. Por outro lado, a atividade citotoxica mediada por células T CD8" destrdi células
com amastigotas intracelulares. Os anticorpos produzidos pelas células B lisam a forma
tripomastigota e facilitam a fagocitose de parasitas opsonizados com IgG (Figura 8) (AOKI
etal., 2012; JUNQUEIRO et al., 2010; NASCENTES et al., 2016).
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Figura 8 - Imunidade inata e adquirida durante a infec¢do por Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Junqueiro et al. (2010).

Nota: Na fase inicial da invasdo pelo T. cruzi, a imunidade inata desempenha um papel crucial na
resisténcia do hospedeiro a infecgdo: atuando como primeira barreira, as células do sistema imune
inato produz citocinas (IL-12, TNF-o e IFN-y) e moléculas efetoras [intermediarios reativos de
nitrogénio (RNI)] que controlam a replicagdo parasitaria. Ao mesmo tempo, as células imunes inatas
formam uma ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo IL-12 para a diferenciagdo e
expansdo clonal de células T e B. O IFN-y ativa mecanismos efetores em macrofagos para destruir
amastigotas e tripomastigotas. Anticorpos produzidos por células B lisam a forma tripomastigota
extracelular ou facilitam a fagocitose de parasitas opsonizados com IgG. Abreviaturas: IFN,
interferon; IL, interleucina; NK, natural killer; Thp, célula precursora de linfécitos T; TNF, factor de
necrose tumoral.

Ap0s a interacdo com o parasita, os macrofagos produzem IL-12 e TNF-a, 0s quais
ativam a producgéo de IFN-y por células NKs. O IFN-y em conjunto com o TNF-a, estimulam
0s macrofagos na producdo de EROs para auxiliar na eliminacdo das formas intracelulares de
T. cruzi (MAGALHAES et al., 2015). Para conter os danos teciduais causados pela resposta
pro-inflamatoria exacerbada desencadeada pelo T. cruzi, esta é regulada por respostas anti-
inflamatorias mediadas pela IL-10 e o TGF-f. Ambas as citocinas desempenham importantes
funcdes na regulacdo da resposta imune do hospedeiro infectado com T. cruzi e na promogéo
da persisténcia do parasita. A IL-10 € uma citocina anti-inflamatdria que possui atividade
imunosupressora através da regulacdo negativa da producdo de IFN-y ¢ da ativagdo de

macrofagos in vitro. Tal regulacdo é essencial para evitar uma resposta toxica sistémica
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durante a infeccdo pelo T. cruzi (DOS REIS, 2011). J& o TGF-B regula uma variedade de
respostas celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, migragédo e apoptose. A disfuncéo
na regulacdo do TGF-B esta associada com diversas doencas humanas, incluindo a doenca de
Chagas. A cruzipaina (a principal cisteino-protease de T. cruzi) ativa diretamente o TGF-$
reforgando o papel desta citocina como um alvo para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas para a doenca de Chagas. TGF-p participa de processos que influenciam o
desenvolvimento de cardiomiopatia que ocorre na doenca de Chagas, incluindo: (a) o
processo de invasdo das tripomastigotas na célula hospedeira; (b) proliferacdo, diferenciacéo
em tripomastigotas e morte por apoptose das amastigotas dentro das células hospedeiras; (c)
regulacdo da inflamacéo e respostas imunes; e (d) aparecimento de fibrose e remodelacéo
cardiaca em fases agudas e cronicas da doenca (ARAUJO-JORGE et al., 2012).

A IL-17A é uma citocina que atua no desenvolvimento da inflamacdo e defesa do
hospedeiro contra infec¢bes, por sua capacidade em induzir a expressdo de genes que
codificam citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas. Na doenga de Chagas, a IL-17A controla
0s niveis de parasitemia e modula a producdo de IFN-y e TNF-a, desta forma atua na redugio
dos danos nas células do hospedeiro. Os niveis de IL-17A estdo diretamente relacionados com
a infeccdo e o envolvimento cardiaco, sendo menor em pacientes com cardiomiopatia
chagésica cronica do que em pacientes com a forma indeterminada da doenca (ALBAREDA
etal., 2015; LEON RODRIGUEZ et al., 2015).

2.4 Quimioterapia da doenca de Chagas

Introduzidos nos anos de 1960 e 1970, os medicamentos nitroheterociclicos
Nifurtimox (Nx) e Benzonidazol (Bz), permanecem como Unicos quimioterapicos disponiveis
para o tratamento da doenca de Chagas (APT, 2010; CHATELAIN, 2017). Estes farmacos
apresentam alta eficacia na fase aguda da doenca, mas o seu uso na fase crbnica ainda é
controverso. No entanto, o tratamento com Bz pode restringir a progressdo da doenca de
Chagas e aumentar a soroconversao negativa em pacientes em fase indeterminada (BERN et
al., 2007).

NX exerce sua atividade tripanocida através da inducdo do estresse oxidativo, enquanto
que Bz age na producdo de danos no DNA, inibicdo da sintese de proteinas e na cadeia
respiratdria. A nitroredutase tripanosomal tipo | desempenha um papel chave na ativacéo de
Bz e Nx através de uma via ndo sensivel ao oxigénio, formando metabdlitos altamente

citotoxicos, incluindo glioxal e varios nitrilos (Figura 9). Estes tipos de metabolitos
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citotoxicos podem facilmente reagir com uma variedade de outras moléculas biologicas para
formar aductos, o que pode explicar os efeitos pleiotrdpicos observados nos parasitas tratados
com estes pro-farmacos (MAYA et al., 2007).

Figura 9 - Estruturas dos farmacos utilizados para tratamento da doenca de

Chagas.
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Fonte: Alsford et al. (2013).
Legenda: As regides destacadas de nifurtimox e benznidazol correspondem
aos grupos 5-nitrofurano e 2-nitroimidazol, respectivamente.

Os efeitos secundarios indesejaveis do Bz e Nx, especialmente em adultos, sdo
desvantagens na sua utilizacdo e frequentemente levam os individuos acometidos pela doenca
de Chagas a interrup¢do do tratamento. Os efeitos colaterais mais frequentes observados na
utilizacdo de Nx sdo: anorexia, perda de peso, alteracdes psiquicas, excitabilidade, sonoléncia
e problemas digestivos (nausea, vomito, colica intestinal e diarreia). No caso de Bz,
manifesta¢cBes cutdneas sdo as mais notaveis, principalmente hipersensibilidade e dermatite
com erupcBes cutaneas. As manifestagdes mais graves do tratamento com Bz sdo: depressao
da medula Ossea, purpura trombocitopénica e agranulocitose. Ambos 0s medicamentos
também apresentam efeitos mutagénicos significativos (SALAS et al., 2011).

Os doentes adultos podem ser tratados com Bz (5-7 mg / kg / dia) em duas doses
divididas durante 60 dias, ou com Nx (8-10 mg / kg por dia) em trés doses divididas durante
90 dias. Para o tratamento de criancas, Bz (5-10 mg / kg por dia), em duas ou trés doses
divididas durante 60 dias, ou Nx (15 mg / kg por dia) em trés doses divididas, durante 60-90
dias. Bz para tratamento de infeccdo congénita é altamente eficaz, com taxas de cura > 90%

guando instituido nas primeiras semanas de vida. Antes de iniciado o tratamento, durante e
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apos devem ser realizados exames laboratoriais (hemograma completo, dosagem de provas da
fungdo hepatica e renal) para monitorar os efeitos adversos nos individuos em tratamento
(ALONSO-PADILLA; RODRIGUEZ, 2014; MANDAL, 2014; MOARES, et al., 2014).

O tratamento da doenca de Chagas com Bz tem como beneficios a elevada
porcentagem de cura parasitologica na fase aguda, prevencdo da progressdo da doenca em
decorréncia da diminuicdo da carga parasitaria e inibicdo priméaria ou interrupcdo da
transmissdo congénita. Uma das principais barreiras para o uso generalizado de Bz é a
incidéncia elevada de reacGes adversas ao medicamento, documentados em até 50% dos
pacientes tratados, cerca de um terco dos pacientes interrompem o tratamento devido aos
efeitos adversos ou por outros motivos (GROSSO et al., 2011).

O tratamento com Bz é recomendado em todos os casos de infeccdo aguda e
congénita, para os adultos sem cardiopatia chagasica com idades entre 19 e 50 anos e
individuos que serdo submetidos a imunosupresséo (individuos que passardo por transplante
de 6rgdos ou co-infectados com HIV). No entanto, as decisdes de tratamento para adultos
devem levar em consideracdo o beneficio, o tempo de tratamento e os efeitos adversos mais
frequentes. Para pacientes com cardiopatia chagasica avancada, o tratamento antiparasitario
ndo é recomendado, o foco € dado para a terapia de suporte. Em pacientes com megaesdfago,
a absorcdo do farmaco pode ser prejudicada, desta forma, o tratamento deve ser realizado
apos a cirurgia corretiva. O Bz e 0 Nx estdo contraindicados na gravidez e em doentes com
disfuncéo renal ou hepética grave (BERN et al., 2007).

Tendo em vista as limitagdes dos medicamentos utilizados atualmente para o
tratamento da doenca de Chagas, faz se necesséario a identificacdo de novos farmacos.
Embasado pelo conhecimento atual em relacdo a fisiologia do parasita e do hospedeiro, uma
promissora droga tripanocida deve conter as seguintes caracteristicas: (i) elevada atividade
contra as formas amastigotas e tripomastigotas da corrente sanguinea; (ii) elevada atividade
contra diversas cepas de T. cruzi para seu uso em diferentes regides endémicas; (iii) eficacia
nas fases aguda e cronica; (iv) biodisponibilidade oral em poucas doses; (v) baixa toxicidade,
genotoxicidade e teratogenicidade dado o potencial de uso em criangas e mulheres em idade
reprodutiva; (vi) baixo custo e boa estabilidade para uma longa vida de prateleira em
temperaturas tropicais; (vii) altos niveis de acimulo em tecido e longas semi-vidas terminais;
(viii) baixo risco de cardiotoxicidade, tendo em vista que 0 coracdo € o 6rgdo mais afetado
em pacientes chagasicos; e (ix) baixo risco de interagdes com o citocromo P450 hepatico para
evitar interacbes medicamentosas, uma vez que muitos pacientes usam antiarritmicos e
anticoagulantes (CASTRO et al., 2011).
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Na busca de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas, um novo cenério
ganhou destaque em 2011, com a pesquisa de novos medicamentos decorrentes de ensaios
clinicos na América Latina e na Espanha. Devido ao fato dos antifungicos derivados de triazol
inibirem a biossintese de ergosterol do T. cruzi, componente essencial para o crescimento e
sobrevivéncia do parasita, foram tragcados dois desenhos de estudos com o triazol posaconazol
(STOP-CHAGAS e CHAGAZAZOL) e um estudo com um pré-farmaco do triazol
ravuconazole (E1224) (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2012).

O posaconazol apresentou bons resultados para o tratamento da doenca de Chagas
aguda e crbnica em relacdo ao Bz em modelo murino. No entanto, este efeito nédo foi
observado em seres humanos, uma vez que 92% dos pacientes tratados com posaconazol dose
baixa (100 mg duas vezes por dia em 60 dias) e 81% dos pacientes tratados com posaconazol
dose alta (400 mg duas vezes por dia em 60 dias), comparados com 38% no grupo de Bz (5
mg/Kg/dia), foram positivos para T. cruzi na RT-PCR apdés o tratamento (MOLINA et al.,
2014). O mesmo perfil foi observado para E1224, um ano ap6s o tratamento: em 92% dos
individuos tratados foi detectado o DNA do parasito em comparacdo a 9% para 0 grupo
tratado com Bz (5 mg/Kg/dia) (RIBEIRO et al., 2014).

Na busca de novos farmacos para a doenca de Chagas, além dos inibidores da
biossintese de ergosterol, inibidores da cruzipaina (cisteina protease essencial para
sobrevivéncia do T. cruzi) estdo sendo investigados. Dentre os inibidores de cruzipaina, 0
K777 estava na fase mais avancada de estudos. Infelizmente, a utilizacdo clinica de K-777
como um agente terapéutico para o tratamento da doenca de Chagas foi limitada pela sua
hepatotoxicidade (McKERROW et al., 2009; WONG-BAEZA et al., 2015).

O fracasso terapéutico de medicamentos promissores que estavam em ensaios clinicos
avancados faz com que a busca por novos compostos eficazes continue essencial para uma
terapia eficaz da doenga de Chagas. Uma estratégia racional para o desenvolvimento de
drogas € a procura de alvos metabodlicos criticos para a sobrevivéncia do parasita ou
moléculas que ja demonstraram um amplo espectro de atividade antiprotozoaria (LECHUGA
etal., 2016).

Os compostos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, sdo considerados
uma fonte importante de compostos biologicamente ativos contra varios organismos
infecciosos, especialmente parasitas. Diversos estudos relacionados com a atividade in vitro
de extratos e metabdlitos secundarios de plantas contra T. cruzi foram publicados, e diversas
espécies de plantas sdo utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de doengas
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parasitarias, embora os dados sobre a toxicidade de tais compostos sejam ausentes (HAMEDT
etal., 2014).

2.5 Oleos essenciais

O uso de plantas medicinais, conhecido como Fitoterapia, tem sua origem nas culturas
antigas, incluindo os povos egipcios, amerindios e chineses. No século 19, o isolamento e
purificacdo dos ingredientes ativos de plantas medicinais motivaram o surgimento da industria
farmacéutica (TEIXEIRA et al., 2014). Das 250.000 espécies de plantas no mundo, apenas
21.000 sdo usadas como fitoterapicos. A fitoterapia é praticada por grande parte da populacédo
brasileira, em especial, as mais carentes. Para promover o uso adequado de medicamentos
fitoterapicos € fundamental validar cientificamente seus efeitos (MOLINA-GARZA et al.,
2014).

A triagem de compostos naturais fornece embasamento para descoberta de novas
moléculas, com atividade bioldgica e elevada seletividade. Novas abordagens terapéuticas
tém sido desenvolvidas para a doenca de Chagas, as quais sdo baseadas em produtos naturais
oriundos de plantas que exibem atividade tripanocida e menor toxicidade (DUSCHAK;
COUTO, 2007).

As plantas produzem diversos metabolitos secundarios com fungdo de protecdo aos
predadores e patdgenos microbianos. Alguns metabdlitos também estdo envolvidos em
mecanismos de defesa contra o estresse abi6tico e sdo importantes na interacdo de plantas
com outros organismos (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Os Oleos essenciais (OEs) — oriundos do metabolismo secundario de plantas
aromaticas - sdao compostos volateis, lipofilicos, complexos e caracterizados por um forte
odor. Na natureza, os OEs sdo responsaveis pela protecdo das plantas por atuarem como
antibacterianos, antivirais, antifingicos e inseticidas (BAKKALI et al., 2008).

Os OEs geralmente sdo liquidos em temperatura ambiente, mas podem tambem
apresentar-se sélidos ou resinosos. Os OEs podem apresentar cores diferentes que vao desde o
amarelo claro ao verde esmeralda. S8o sintetizados por todos os 6rgaos das plantas, isto é,
brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raizes, madeira ou casca; e Sao
armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas
glandulares. Varias técnicas podem ser usadas para extrair OEs das plantas, incluindo a
destilacdo de agua ou vapor, extracdo com solvente, expressdo sob pressdo, extracdo com
fluido ou &gua supercritico (BASSOLE; JULIANI, 2012; DHIFI et al., 2016).
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Os OEs sdo misturas naturais contendo de 20-60 componentes em concentragfes
diferentes. Geralmente, de dois a trés destes componentes estdo em altas concentragdes e
determinam as propriedades biologicas do OE. Os componentes incluem dois grupos com
origens biossintéticas diferentes: o grupo principal é composto de terpenos, e 0 outro de
constituintes aromaticos e alifaticos, todos com baixo peso molecular (ABAD et al., 2012).

Os isoprenos séo derivados da condensacgédo do difosfato de isopentilo (IPP) ou do seu
isbmero 3,3- dimepirofosfatotilatii (DMAPP). Em plantas superiores, acredita-se que duas
vias independentes, o0 mevalonato (MVA) e o metileritritol (MEP) sejam responsaveis pela
formagéo de IPP (difosfato de isopentilo) a partir de acetil-CoA. Os terpenos, hidrocarbonetos
formados a partir da combinacdo de unidades de isopreno (CsHg) no citoplasma de células
vegetais, sdo classificados em hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e seus derivados
oxigenados (terpendides) (BISWAS et al., 2009). Os terpendides sdo terpenos que sofreram
alteracOes bioguimicas através de enzimas que adicionam moléculas de oxigénio e movem ou
removem 0s grupos metilicos. Os terpendides podem ser subdivididos em alcoois, ésteres,
aldeidos, cetonas, éteres, fendis e epoxidos (DHIFI et al., 2016; HYLDGAARD et al., 2012).

Geralmente a atividade antimicrobiana do OE depende apenas de um ou dois dos
principais constituintes que o compdem. Contudo, evidéncias indicam que a atividade dos
OEs refere-se a proporcdo em que 0s principais constituintes estdo presentes e suas interacdes
com o0s constituintes minoritarios. Varias atividades antimicrobianas sinérgicas foram
relatadas para constituintes ou fracdes de OEs quando testados em combinacdes. Quatro
mecanismos foram propostos para explicar o mecanismo de sinergia entre 0s componentes
dos OEs: (I) inibicdo sequencial de varios passos de uma via bioguimica particular, (I1)
inibicdo de enzimas que degradam antimicrobianos, (I11) interacdo de varios componentes
com a parede celular, (IV) interacdo com a parede celular ou membrana que leva ao aumento
da entrada de outros componentes e (V) componentes com diferentes modos de acdo que
indiretamente dependem um do outro. Ja o antagonismo pode ocorrer quando: (1) combinados
compostos bacteriostaticos e bactericidas, (1) componentes que concorrem pelo mesmo alvo
de acdo, e (I11) antimicrobianos que interagem com outros (HYLDGAARD et al., 2012).

Aproximadamente 3.000 OEs séo conhecidos, sendo 10% destes com importancia
comercial nas industrias de alimentos, cosméticos e medicamentos. A sua composicao
quimica pode variar consideravelmente a depender das condi¢cdes ambientais, estacdo do ano,
processo de desidratacdo, condi¢cbes de armazenamento da planta e método de extracdo
(BILLA et al., 2014).
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Os principais mecanismos citotoxicos dos OEs incluem a indugdo de morte celular por
ativacdo de processos de apoptose e/ou necrose, interrupcao do ciclo celular e perda da funcao
de organelas essenciais. Devido a natureza lipofilica e o baixo peso molecular, o0s
componentes dos OEs atravessam membranas celulares causando alteracdes na composicéo e
fluidez das membranas, levando ao vazamento de ions e moléculas citoplasmaticas e
consequente lise celular. As alteragdes nas membranas leva a redugédo da produgéo de ATP,
alteracdo do pH e perda do potencial mitocondrial. Além disto, alguns OEs agem como
agentes pro-oxidantes que alteram o estado redox e comprometem a sobrevivéncia celular
(SHARIFI-RAD et al., 2017). Desta forma, os OEs de plantas medicinais sdo utilizados como
substancias antimicrobianas naturais com papel importante na descoberta de novos farmacos
(AKTHAR et al., 2014).

2.6 Plantas da Caatinga

O bioma Caatinga € o principal ecossistema da regido Nordeste do Brasil, estendendo-
se sobre 0 dominio de climas semiaridos em uma &rea de 73.683.649 ha, 6,83% do territorio
nacional, ocupando os estados da Bahia, Ceard, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Sergipe, Alagoas, Maranhdo e Minas Gerais (Figura 10) (SA et al., 2011).

Figura 10- Mapa do bioma Caatinga.
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Fonte: Ribeiro et al., 2016.
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A Caatinga € composta por arbustos e plantas pequenas, em sua maioria espinhosas e
decidusa. Plantas anuais, cactos, bromélias e herbaceas complementam a composic¢do boténica
deste bioma (SANTOS et al., 2010). Com precipitacao entre 240 e 900 mm/ano e 7-11 meses
de estacdo seca, a flora nativa da Caatinga consiste em 4.478 espécies, sendo 20% destas
endémicas. As familias arbdreas mais comuns sdo Fabaceae, Euphorbiaceae, Cactaceae e
Bromeliaceae (ALMEIDA et al., 2014).

Aproximadamente 28 milhdes de pessoas vivem no ecossistema da Caatinga. Estudos
etnobotanicos na regido indicam que as espécies vegetais sdo utilizadas pela comunidade para
tratar vérias doencas, incluindo doencas de pele, doengas respiratorias, doengas
gastrointestinais e infeccfes. A realizagdo de estudos das plantas da regido semiarida
brasileira tem crescido de forma constante com a maioria desses estudos sendo descritiva,
com foco em inventariar as plantas junto com suas indicagcOes terapéuticas, padrdes de uso e
parte da planta usada (ALBURQUERQUE et al., 2012; MOURA et al., 2015).

A Caatinga esta entre os biomas mais afetados e ameagados pela acdo humana. O
estudo e a conservacdo da biodiversidade da Caatinga sdo desafios para a comunidade
cientifica brasileira, devido ao fato de se restringir ao territério nacional; ser a area menos
estudada e menos protegida (apenas 1% territdrio estd em areas protegidas). Entre as areas
protegidas, o Parque Nacional do Vale do Catimbau (PARNA Catimbau), localizado no
estado de Pernambuco, distribuido entre as cidades de Buique, Ibimirim e Tupanatinga, com
uma area de 607 km? criado em 13 de dezembro de 2002, é inserido em uma regido definida
como uma area prioritaria para a investigacao cientifica (ALVES et al., 2009; MOURA et al.,
2015).

A Caatinga brasileira € um bioma marcado por secura acentuada, por isso, suas plantas
desenvolvem caracteristicas quimicas unicas que as tornaram excelentes fontes de compostos
com atividade bioldgica contra microrganismos (ALMEIDA et al., 2006; SILVA et al., 2013).
Muitas plantas da Caatinga sdo usadas na medicina tradicional e varios trabalhos de pesquisa
confirmaram seus usos. Dentre elas estdo Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis

pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.
2.6.1 Eugenia brejoensis Mazine (Myrtaceae)
No Brasil, a familia Myrtaceae é ecologicamente importante e representa 0 maior

namero de espécies na restinga do Brasil. Entre os géneros da familia Myrtaceae, Eugenia é o

maior, com aproximadamente 2000 espécies. Recentemente, uma nova espécie da secao
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Eugenia racemosae (Myrtaceae) foi descrita na area do Bioma Caatinga localizada no estado
de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Esta espécie foi nomeada como Eugenia brejoensis
Mazine (MAZINE; SOUZA, 2008). Estudos in vitro demonstram que extratos de folhas,
frutos e ramos de E. brejoensis, conhecida popularmente por Cutia, apresentam atividade
antimicrobiana frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas (AZEVEDO et al., 2012) e

0 6leo essencial possui atividade larvicida contra Aedes aegypti (SILVA et al., 2015)

2.6.2 Hyptis fruticosa Salzm (Lamiaceae)

O género Hyptis é constituido por mais de 300 espécies, as quais sdo frequentemente
usadas no tratamento de infeccdes gastrintestinais, cdimbras e dor, assim como em infec¢des
de pele (SILVA et al., 2006). Hyptis fruticosa Salzm ex Benth, conhecida popularmente por
alecrim de tabuleiro ou alecrim do vaqueiro, € um arbusto que se encontra amplamente
distribuido na regido Nordeste do Brasil. Estudos cientificos demonstraram atividade
antibacteriana, antineoplasica, analgésica e antinociceptiva do extrato etandlico desta planta
(LIMA et al., 2013).

2.6.3 Hyptis pectinata (L.) Poit (Lamiaceae)

A Hyptis pectinata (L.) Poit é popularmente conhecida no Brasil como sambacaita ou
canudinho. Esta planta é bastante utilizada na medicina tradicional em diversas situacdes,
entre elas: rinofaringite, congestdo nasal, doencas de pele, problemas gastricos, febre,
infeccOes bacterianas e fangicas (SILVA, 2002). Além destas atividades, também pode ser
utilizada na inflamagdo, na dor e na cicatrizacdo de feridas (SILVA, 2002). Estudos
reportaram que tal planta possui atividade antibacteriana, antifungica (SANTOS et al., 2008) e
anti-Leishmania (FALCAO et al., 2013).

2.6.4 Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

Hypenia salzmannii (Benth.) Harley é conhecida popularmente como alfazema brava e
barrigudinha, pertencente a familia Lamiaceae, sendo popularmente utilizada como repelente
de insetos e no tratamento de doencas do trato respiratorio (FALCAO; MENEZES, 2003). Na
literatura ja foi relatada a atividade antibacteriana, antifingica (MESSANA et al., 1990) e
antioxidante (DAVID et al., 2007) desta planta.
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2.6.5 Lippia macrophylla (Cham.) Linnaea (Verbenaceae)

O género Lippia inclui cerca de 200 espécies de plantas de regides tropicais da Africa,
Ameérica Central e do Sul. Infusdes das folhas, partes aéreas ou flores sdo tradicionalmente
utilizadas como log&o tdpica para tratamentos respiratorios, gastrointestinais e disturbios na
pele (ESCOBAR et al., 2010). A Lippia macrophylla é popularmente utilizada para o
tratamento de desordens menstruais e respiratorias (CONCEICAO et al., 2012). O extrato
etanolico de Lippia macrophylla, antigamente chamada de Lantana macrophylla (SANTOS;
SALIMENA, 2002), apresentou atividade antifngica frente a diversas espécies de Candida
(OLIVEIRA et al., 2013) e bactérias gram-positivas (SOUZA JUNIOR et al., 2005).

2.6.6 Syagrus coronata (Mart.) Beccari (Arecaceae)

Plantas da familia Arecaceae ocupam um lugar importante na composicao da flora dos
estados da Regido Nordeste do Brasil. Em Pernambuco existem por volta de 18 espécies de
palmeiras, algumas destas praticamente restritas ao Nordeste, como Syagrus coronata (Mart.)
Becc., conhecida como ouricuri ou licuri (RUFINO et al., 2008). Algumas das partes desta
planta séo usadas em aplicagdes medicinais, tais como, picadas de cobra, inflamacdo ocular,
micoses e cicatrizacdo de feridas. J& foi demonstrado que o extrato do fruto possui atividade
antimicrobiana contra Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (HUGHES et al., 2013), e
recentemente o extrato aquoso da casca do fruto apresentou atividade leishmanicida e baixa
atividade citotoxica frente a macréfagos peritoneais (RODRIGUES et al., 2011).

Tendo em vista o potencial das plantas da Caatinga como agente quimioterapico
contra diversas condi¢es patologicas bem como a diversidade de atividades apresentadas
pelos OEs e seus compostos isolados, especialmente a atividade antimicrobiana, no presente
trabalho investigaremos os efeitos dos OEs de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa (sin.
Eplingiella fruticosa), Hyptis pectinata (sin. Mesosphaerum pectinatum), Hypenia salzmannii,

Lippia macrophylla e Syagrus coronata sobre Trypanosoma cruzi.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicabilidade dos 6leos essenciais de plantas da Caatinga como candidatos

ao desenvolvimento de novos farmacos para terapia da doenga de Chagas.

3.2 Objetivos especificos

a) Identificar e quantificar os componentes quimicos dos 6leos essenciais;

b) Avaliar o efeito dos 6leos essenciais sobre células de mamifero;

c) Analisar o efeito dos Oleos essenciais sobre o crescimento de epimastigotas e a
viabilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi;

d) Avaliar in vitro a acdo dos 6leos essenciais na infec¢do de amastigotas intracelulares
de T. cruzi em macrofagos peritoneais;

e) Analisar a resposta imune celular induzida por 6leos essenciais em células do exsudato
peritoneal infectadas com T. cruzi;

f) Identificar os possiveis alvos de acdo dos 6leos essenciais em T. cruzi.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao e caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Seis diferentes dleos essenciais extraidos por hidrodestilacdo das folhas das plantas
Eugenia brejoensis (IPA 93702), Hyptis fruticosa (sin. Eplingiella fruticosa) (IPA 93706),
Hyptis pectinata (sin. Mesosphaerum pectinatum) (IPA 93609), Hypenia salzmannii (IPA
93612), Lippia macrophylla (IPA 93622) e da semente retirada do fruto maduro de Syagrus
coronata (IPA 93654) (oriundas do Parque do Catimbau, Buique-PE — Anexo A) foram
cedidos pelo Laboratério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Estas plantas foram processadas conforme as técnicas taxondmicas e
depositadas no Herbario IPA, do Instituto Agronémico de Pernambuco pelo botanico Dr.
Alexandre Silva. A andlise bioquimica dos seus constituintes foi realizada através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de massa (GC/MS) em colaboracdo com
a Dra. Daniela Navarro do Departamento de Quimica Experimental. Os Gleos essenciais
foram guardados a -20°C, protegidos da luz. Foi preparada uma solucdo estoque solubilizada
em DMSO (100 mg/mL), a qual foi diluida em diferentes concentragcbes para 0S
experimentos.

Para a analise dos 6leos essenciais foram injetadas aliquotas de 1 puL em split 1:50 do
6leo essencial com concentra¢des variando entre 2000 a 3000 ppm. Posteriormente injetou-se
1 pL em split (1:50) da mistura de padrBes de hidrocarbonetos: Cq-Cs4. E finalmente, injetou-
se a mistura do 6leo essencial e a mistura de padrdes de hidrocarbonetos, 1 uL (0,2 pL de
alcanos e 0,8 pL de 6leo) sob o modo splitless. A temperatura do CG foi mantida em 60 °C
por 3 min, depois foi aumentando de 2,5 °C/min até 240 °C e mantida por 10 min nesta
temperatura. O fluxo de hélio foi mantido em pressdo constante de 100 kPa. A interface do
EM foi definida em 200 °C e os espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com
uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan™ de m/z 20-350. A partir da anélise dos tempos
de retencdo dos compostos presentes na amostra do Oleo essencial, dos padrbes de
hidrocarboneto e a combinagdo do dleo essencial com a mistura de padrées foi calculado o

indice de retencdo para cada componente do 6leo, segundo a equacdo de Kratz (1963).
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IR = 100. (erx — trha) + 100.N
= " (erhd = trha) '

Onde:

IR: indice de Retencdo de Kratz.

i: Diferenca do numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do composto
com o hidrocarboneto que elui antes.

trx: Tempo de Retengdo do composto

trhA: Tempo de Retenc¢édo do hidrocarboneto que elui antes do composto.

trhD: Tempo de Retencdo do hidrocarboneto que elui depois do composto.

N: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto.

Os compostos foram identificados a partir de comparacao de seus espectros de massa e
tempos de retencdo aqueles de padrBes auténticos disponiveis nas bibliotecas de referéncia
MassFinder 4, NISTO08 e Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao software Agilent MSD
Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). A identificacdo dos
compostos foi realizada a partir da comparacdo dos indices de retencdes e de seus espectros
de massa e comparada com dados da literatura (ADAMS, 2009).

4.2 Animais

Os camundongos da espécie Mus musculus das linhagens Albino Swiss e BALB/c
foram adquiridos no Centro de Cria¢do de Animais de Laboratério do Centro de pesquisas
Aggeu Magalhdes (CECAL-CPgAM) para a obtencdo respectivamente das formas
tripomastigotas sanguineas infectivas de T. cruzi e de células do exsudato peritoneal. Todos
0s experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os padrdes éticos do
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes e aprovados pelo comité de ética em experimentacdo
animal desta mesma instituicdo (CEUA-CPgAM) sob a licenca de numero 60/2014 (Anexo
B).

4.3 Citotoxicidade

Células do exsudato peritoneal de camundongos foram semeados em placas de 96
pocos contendo meio RPMI sem vermelho de fenol suplementado com 10% de SFB e
incubados em uma atmosfera de 5% de CO; a 37 °C. Apds 24 horas, 0 meio foi removido e as

células incubadas na presenca de varias concentragdes (15,625-250 pg/mL) dos oOleos
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essenciais e do benzonidazol por 48 horas. Apos este periodo, foi adicionado 10 uL de MTT
(5 mg/mL) e incubados por mais 3 h em estufa de 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, os cristais
de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbancia foi determinada
espectofotometricamente a 540 nm. Pocos contendo meio e MTT foram utilizados como
controle da reagdo. Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata.
Adicionalmente, foi avaliada a citotoxicidade dos 6leos essenciais em hemécias de
humano. Hemaécias do tipo O* foram suspensas em solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl2
10mM) a 2% e incubadas em placas de 96 pocos fundo “u” com diferentes concentragdes dos
6leos essenciais (15,625-250 ug/mL). Ap6s um periodo de 3 horas de incubagdo a 37° C sob
agitacdo constante, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 4 min a 4 °C e a
absorbancia do sobrenadante medida a 540 nm para estimar o percentual de hemolise. Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) a 1% foi utilizado como controle positivo
de lise celular e as células em salina como controle negativo. Foram realizados dois
experimentos independentes em quadruplicata. Os resultados foram expressos como

porcentagem de hemolise determinada através da equacgéo:

Atividade hemolitica (%) = _(Abs. do tratado — Abs. do controle negativo) x 100

(Abs. do controle positivo — Abs. do controle negativo)

4.4 Cultivo dos Parasitos

Formas epimastigotas (cepa Dm28c) foram mantidas a 28°C em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidtico. Para 0s
experimentos foram utilizados parasitas de culturas de 3 dias. Formas tripomastigotas
sanguineas de T. cruzi (cepa Y) foram obtidas de camundongos albinos Swiss infectados,
através de puncdo cardiaca, no pico da parasitemia (7 dias). Estas células foram mantidas em
cultura de células VERO em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, MO, USA) a
37 ° C e 5% de CO,. Formas amastigotas intracelulares de cultura foram obtidas a partir da
inoculacdo de tripomastigotas sanguineas em culturas de macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c, mantidas em meio RPMI 1640 a 37 °C e 5% de CO..
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4.5 Atividade tripanocida

Formas epimastigotas foram coletadas na fase log de crescimento (2x10°
parasitas/mL) e incubadas em meio LIT, suplementado com 10% de SFB, por 72 horas, na
presenca ou auséncia de diferentes concentracGes dos 6leos essenciais (250 pg/mL a 15,625
ug/mL). O crescimento da cultura foi determinado através de contagem direta em camara de
Neubauer e a Clsg (concentragdo que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada
por regressao linear. Cada teste foi realizado em 3 experimentos independentes em triplicata.

Formas tripomastigotas sanguineas (1x10" parasitas/mL), mantidas em meio RPMI &
37°C e 5% de CO,, foram incubadas por 24 horas na presenca ou auséncia de diferentes
concentracfes dos 6leos essenciais (250 ug/mL a 15,625 pg/mL) e do benzonidazol. A CLsg
(concentracdo que lisa 50% dos parasitas) foi determinada da mesma forma que nas formas
epimastigotas. Cada teste foi feito em dois experimentos independentes em quadruplicata.

Para avaliar o efeito dos compostos sobre as células infectadas com T. cruzi,
macréfagos mantidos em meio RPMI 1640 e 10% SFB foram plaqueados em placas de
cultivo de 24 pogos (10° células/mL), contendo uma laminula de vidro, e mantidas a 37°C.
Apbs 2 horas de cultivo, as culturas foram lavadas e infectadas com formas tripomastigotas
sanguineas na proporcdo de 5:1 parasita/célula. Ap6s 3 horas de interacdo, os parasitas ndo
internalizados foram retirados por lavagem em PBS esteéril e incubados em meio fresco na
presenca ou auséncia de diferentes concentracfes dos 6leos essenciais e do benzonidazol.
Apds 24 horas os macréfagos foram fixados em Bouin e corados com Giemsa, e foi
determinado o percentual de infeccdo (n° de células infectadas/100 macréfagos) e a
intensidade de infeccdo (n° de parasitas/100 células hospedeira) através da microscopia
Optica. Macrdfagos infectados e ndo tratados foram utilizados como controle. Foram

realizados trés experimentos independentes em duplicata.

4.6 Analise do perfil de citocinas produzidas por células de exsudato peritoneal

infectadas por T. cruzi

Para avaliacdo do perfil de citocinas (Thl, Th2 e Thl7), os sobrenadantes de células
de exsudato peritoneal infectadas controles (sem tratamento) e infectadas tratadas com 1x
CLso e 2x CLsg dos OEs por 24 horas, foram submetidas a dosagem das citocinas 1L-2, TNF-
o, IFN-y , IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A através do Kit CBA Mouse Cytokine assay (BD®
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Biosciences, CA/EUA). A dosagem de citocinas foi determinada de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. As medi¢Ges foram realizadas no citbmetro FACS Calibur
(Beckton Dickinson, Mountain View, CA, EUA). A aquisicdo de dados foi realizada
utilizando o programa Cell-QuestTM software package fornecido pelo fabricante. A anélise
dados foi feita no programa FlowJo software 7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Foi
realizada uma aquisicdo de 1800 eventos (minimo de 300 eventos por bead) para cada

amostra. Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata.

4.7 Producéo de 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal infectadas por T. cruzi

A producdo de oxido nitrico pelo os sobrenadantes de células de exsudato peritoneal
infectadas controles (sem tratamento) e infectadas tratadas com 1x CL50 e 2x CL50 dos OEs
por 24 horas foram testadas através do método reagente de Griess (MOORCROFT et al.,
2001). Para medir a concentracdo de nitrito, 100 pL do sobrenadante da cultura de
macrofagos de cada pogo foram incubados com 100 pL do reagente Griess (1% sulfanilamida/
0,1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto/2,5% H3PO4) a temperatura ambiente
por 10 minutos em um agitador de placa. A absorbancia foi medida a 540 nm no leitor de
ELISA Benchmark plus (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). A concentracdo de nitrito foi
determinada usando uma curva padrdo com concentra¢fes conhecidas de nitrito de sodio.

Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata.

4.8 Estudo ultraestrutural

Para identificacdo de possiveis alvos intracelulares de acdo tripanocida dos Oleos
essenciais de plantas da Caatinga, utilizamos formas amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi
do sobrenadante de cultura de células Vero infectadas. Parasitos controles e tratados com 1x
CLsp e 2x CLsp dos OEs em tripomastigotas foram lavados e fixados em glutaraldeido a 2,5%
e paraformaldeido a 4%, em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2), durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampdo e pos-
fixadas em solucéo de tetroxido de dsmio a 1%, ferricianeto de potassio a 0,8% e cloreto de
calcio a 5 mM em tampao cacodilato 0,1 M por 1 hora. Apos a fixacdo, os parasitos foram
desidratados em concentracdes crescentes de acetona (50% -100%), infiltrados e incluidos em
resina epoxi (Fluka Analytical, Polysciences). Cortes ultrafinos obtidos no ultramicrétomo
Leica EMUCS6 (Leica Microsystem, Wetzlar, ALE) foram coletados em grades de cobre de
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malha 300, contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, e observados ao
microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM109 a 80 kV.

4.9 Analise do mecanismo de morte celular induzido pelos 6leos essenciais

Para avaliarmos o possivel mecanismo de morte celular induzido pelos o6leos
essenciais promissores, epimastigotas e tripomastigotas na concentracéo de 2x10° células/mL
respectivamente em meio LIT e meio RPMI suplementado com 10 % de SFB foram tratadas
com as concentragdes correspondentes a ICsq e 2x 1Cso por 48 horas em estufa 27° C para
epimastigotas e por 24 horas com LCsg e 2 X LCsp em estufa 37° C a 5% de CO,, para formas
tripomastigotas. Apds incubacdo, as culturas foram lavadas 2x em PBS e em seguida
submetidas a marcacdo com iodeto de propidio e anexina V por 10 minutos conforme as
indicacdes do fabricante do kit (Invitrogen). Apds esse tempo, as células foram ressuspensas
em tampao de ligacdo e imediatamente submetidas a citometria de fluxo BD Accuri™,
usando os detectores 530/30 (FL1) para AV e 582/42 para IP (FL2). A intensidade de
fluorescéncia foi adquirida para 20.000 eventos, os dados analizados utilizando o software
WinMD12.8, e expressos em porcentagem de células marcadas em cada um dos canais para
os seguintes fendtipos: AV/IP™ (células ndo apoptéticas/ndo necrdticas); AV'/IP™ (células
apoptdticas); AV'/IP* (apoptose tardia/necrose) e AV/IP* (necrose). Células tratadas com
H,O, foram consideradas como controle positivo de morte celular. Para a observacdo da
fluorescéncia, as amostras foram colocadas em placas de cultivo MatTek (MatTek Corp. MA,
USA), visualizadas no microscopio confocal Leica SPII-AOBS utilizando o laser HeNe
488nm (para todos os marcadores). As imagens foram adquiridas e processadas através do

software Leica Application Suite Lite 2.6 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.10 Efeito dos 0leos essenciais sobre o potencial de membrana mitocondrial e geracéo

de radicais livres

Para avaliarmos o efeito dos 6leos essenciais sobre o potencial de membrana
mitocondrial utilizamos como marcador a rodamina 123, um fluorocromo catiénico que
marca mitocondrias que possuem potencial de membrana preservado. Formas epimastigotas e
tripomastigotas (2x10° células/mL) foram tratadas como descrito no item 4.9, e em seguida
lavadas em PBS. As células foram incubadas com rodamina 123 (10 ug/mL) por 15 minutos a

37 °C. As anélises foram realizadas em citdmetro de fluxo a 488nm. As alteracdes na
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fluorescéncia foram quantificadas a partir do indice de variagdo (IV) calculado pela equagéo
(MT-MC)/MC, onde MT é a mediana da fluorescéncia dos parasitos tratados e MC a mediana
de fluorescéncia dos parasitos sem tratamento. Foi realizada microscopia confocal a laser de
forma semelhante a enunciada no item 4.9. Para a marcacdo com MitoSOX™, as amostras
foram lavadas duas vezes e ressuspensas em 500 uL de PBS estéril, incubadas com 5 ug/mL
de MitoSOX™ por 30 minutos a 37 °C e posteriormente lavadas trés vezes em PBS. Células

tratadas com H,0, por 20 minutos foram utilizadas como controle tratado para as analises.

4.11 Andlise estatistica

As anélises de regressdo linear foram feitas no programa SPSS 18.0 (IBM Co., Nova
lorque, EUA) para Windows. As andlises de significancia, considerado significativo valores p
< 0,05, foram realizadas através do teste ANOVA e o pos-teste de Kruskal-Wallis no

programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, Califérnia, EUA) para Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais

A anélise quimica dos OEs de E. brejoensis (OEEB), H. fruticosa (OEHF), H.
pectinata (OEHP), H. salzmannii (OEHS), L. macrophylla (OELM) e S. coronata (OESC),
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, permitiu identificar 115
dos 163 compostos. OELM e OESC tiveram 100% dos seus componentes identificados. Os
sesquiterpenos foram os compostos mais abundantes nos OEs de EB (93,83%), HF (69,57%),
HP (77,51%) e HS (56,07%). Enquanto o OELM foi constituido predominantemente por
monoterpenos (98,08%) e o OESC por acidos graxos (100%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Grupos quimicos dos componentes dos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis
fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.

. Oleo essencial (%)
Grupo quimico

EB HF HP HS LM SC
Monoterpenos hidrocarbonados - 4,02 11,65 11,94 12,9 -
Monoterpenos oxigenados - 1,34 2,83 0,82 85,18 -
Monoterpenos - 5,36 14,48 12,76 98,08 -
Sesquiterpenos hidrocarbonados 55,18 51,26 49,95 40,86 0,79 -
Sesquiterpenos oxigenados 38,65 18,31 27,56 15,21 0,74 -
Sesquiterpenos 93,83 69,57 77,51 56,07 1,53 -
Acidos graxos - - 0,22 - - 100
Outros compostos 0,68 5,02 2,46 26,39 0,3 -

Fonte: A autora.
Legenda: EB, Eugenia brejoensis; HF, Hyptis fruticosa; HP, Hyptis pectinata; HS, Hypenia
salzmannii; LM, Lippia macrophylla; SC, Syagrus coronata.

Os principais componentes do OEEB foram &-cadineno (15,88%), trans-cariofileno
(9,77%) e o-Muurolol (9,42%), enquanto que o OEHF teve como constituintes mais
abundantes o trans-cariofileno (15,24%), biciclogermacreno (7,33%) e cis-calameneno
(7,15%). O principal componente do OEHP foi o trans-cariofileno (30,91%), seguido de
oxido de cariofileno (13,19%) e espatulenol (5,68%). Xantoxilina (17,20%) foi o constituinte
principal seguido de trans-cariofileno (14,34%) e metil eugenol (5,60%) do OEHS. O timol
(49,81%), carvacrol (31,62%) e o-cimeno (10,27%) foram identificados como os principais

componentes do OELM. Acido octandico foi o principal componente do OESC (38,83%)
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seguido pelo &cido dodecandico (38,45%) e é&cido decandico (20,51%) (Tabela 2). As
estruturas dos compostos majoritarios estdo expostas na figura 11.

Tabela 2 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia
salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.

(Continua).
Kratz Kovatz Composicao (em % do total do oleo essencial)
N°  Composto Calc Lit® <calc Lit® EB HF HP HS LM SC
1 n-Nonano 898 900 898 900 - 0,53 - - - -
2 a-Tujona 925 924 928 930 - - 0,71 0,12 - -
3 Propil Ciclohexano 926 927@ 930 - - 0,47 - - - -
4 a-Pineno 931 932 935 939 - 1,73 0,72 0,87 - -
5 Canfeno 945 946 950 954 - 0,24 0,11 - -
6 Sabineno 971 969 975 975 - - 3,04 0,13 - -
7 B-Pineno 974 974 977 979 - 0,77 334 452 - -
8 3-Octanona 979 979 982 983 - - 0,27 0,69 - -
9 Mirceno 991 988 992 990 - - - - 1,01 -
10  Misistileno 992 994 992 995 - 0,66 - - - -
11 n-Decano 1000 1000 1000 1000 - 1,12 - - - -
12 p-Menta-1(7),8-dieno 1002 1003 1003 1004 - - - 0,27 - -
13 §-3-Careno 1009 1008 1010 1011 - - - 0,21 - -
14  Trimetilbenzene 1021 1021 1023 1025 - 0,40 - - - -
15  o-Cimeno 1023 1022 1026 1026 - 0,78 315 1,63 10,27 -
16  Limoneno 1027 1024 1030 1029 - - 0,58 - - -
17  B-Felandreno 1028 1025 1031 1029 - 0,50 - 4,09 - -
18 trans-Decahidro Naftaleno 1052 1053 1055 1059 - 0,38 - - - -
19  1-Etil-3,5-Dimetil-benzeno 1058 - 1061 1058 - 0,21 - - - -
20  y-Terpineno 1059 1054 1062 1059 - - - 010 1,62 -
21  Hidrato de trans-Sabineno 1066 1065 1069 1070 - - 0,32 - - -
22 Fenchona 1087 1083 1089 1086 - - 1,39 0,34 - -
23 Hidrato de cis-Sabinene 1097 1098 1098 0198 - - 0,26 - - -
24 n-Undecano 1101 1100 1101 1100 - 0,88 - - - -
25  trans-Tujona 1108 1112 1109 1114 - 0,12 - - - -
26  Canfora 1144 1141 1147 1146 - 096 0,11 - - -
27  Terpineol-4 1178 1174 1180 1177 - 015 062 021 044 -
28  p-Cimenol-8 1186 1179 1187 1182 - - 0,13 - - -

29  Criptona 1186 1183 1188 1185 - - - 0,22 - -
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Tabela 2 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia
salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.
Continuacao

Kratz Kovatz Composicao (em % do total do oleo essencial)
N°  Composto Calc Lit® <calc Lit® EB HF HP HS LM SC
30 a-Terpineol 1191 1186 1192 1188 - 0,11 - 0,18 - -
31  Acido octandico 1194 1167 1195 1171 - - - - - 38,83
32 n-Dodecano 1201 1200 1201 1200 - 0,10 - - - -
33 Metil Eter de Timol 1236 1232 1238 1235 - - - - 0,27 -
34  Timol 1294 1289 1294 1290 - - - - 49,81 -
35 Carvacrol 1303 1298 1303 1299 - - - - 31,62 -
36  o-Elemeno 1340 1335 1341 1338 - 0,23 1,55 - - -
37  a-Cubebeno 1352 1348 1354 1351 0,67 2,16 010 0,13 - -
38  Acetato de Timol 1356 1349 1358 1352 - - - - 1,68 -
39  Ciclosativeno 1370 1369 1372 1371 - 0,15 - - - -
40 a-llangeno 1374 1373 1375 1375 - - - 0,18 - -
41  Acetato de Carvacrol 1375 1370 1376 1372 - - - - 1,36 -
42  a-Copaeno 1379 1374 1380 1376 136 466 1,13 0091 - -
43  a-Funebreno 1383 1380 1384 1382 - - - 0,10 - -
44  B-Bourboneno 1388 1387 1388 1388 - 0,19 1,02 1,77 - -
45  Acido Decandico 1388 1364 1389 1366 - - - - - 20,51
46  B-Cubebeno 1393 1387 1393 1388 - 0,54 - - - -
47  B-Elemeno 1395 1389 1395 1390 0,73 0,95 231 0091 - -
48  cis-Jasmone 1401 1392 1401 1392 - - - 0,14 - -
49  Metil Eugenol 1407 1403 1407 1403 - - - 5,60 - -
50 a-Gurjuneno 1413 1409 1413 1409 1,77 - - 0,27 - -
51  o-Cedreno 1415 1410 1416 1411 - - 0,62 - -
52  trans-Cariofileno 1423 1417 1424 1419 9,77 1524 3091 14,34 0,47 -
53  B- Copaeno 1432 1430 1434 1432 046 0,16 020 042 - -
54  B- Gurjuneno 1435 1431 1436 1433 - - - 0,08 - -
55  o-trans-Bergamoteno 1438 1432 1440 1434 - - - 0,09 - -
56  Aromadendreno 1442 1439 1444 1441 188 058 0,08 091 - -
57  Miltaileno-4(12) 1446 1445 1448 1447 - - 0,28 - - -
58  a-Himachaleno 1447 1449 1448 1451 0,23 - - 0,22 - -
59 trans-Muurola-3,5-dieno 1454 1451 1456 1453 - 0,50 - - - -
60 a-Humuleno 1457 1452 1459 1454 160 3,41 157 0,74 - -

61  Allo-Aromadendreno 1463 1458 1464 1460 - 0,10 - - - -
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Tabela 2 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia
salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.
(Continuacao)

Kratz Kovatz Composicao (em % do total do oleo essencial)
N°  Composto Calc Lit® <calc LitY EB HF HP HS LM SC
62  6- DimetOxi-Ageratocromeno 1464 1461 1466 1463 - - 0,16 - - -
63  9-epi-(E)-Cariofileno 1465 1464 1466 1466 2,01 0,27 - 0,41 - -
64  cis-Muurola-4(14),5-dieno 1466 1465 1468 1466 - - - 0,11 - -
65 B-Acoradieno 1470 1469 1471 1479 - - 0,17 0,26 - -
66 trans-Cadina-1(6),4-dieno 1477 1475 1478 1476 0,45 - - - - -
67  y-Muuroleno 1480 1478 1481 1479 2,18 043 058 2,19 - -
68  Germacreno D 1485 1480 1486 1481 - 3,84 447 3,87 - -
69  Hidroxianisole Butilado 1487 1488 1487 1489 - - - - 0,40 -
70  B-Selineno 1490 1489 1490 1490 140 0,11 037 0,60 - -
71  trans-Muurola-4(14),5-dieno 1496 1493 1496 1493 0,44 0,45 - - - -
72 Viridifloreno 1499 1496 1499 1496 - - - 4,60 - -
73  Biciclogermacreno 1500 1500 1500 1500 5,13 7,33 1,46 - - -
74 a-Muuroleno 1504 1500 1504 1500 3,68 055 0,29 1,29 - -
75  Germacreno A 1509 1508 1510 1509 - 0,26 032 0,22 - -
76  B-Bisaboleno 1512 1505 1512 1505 - - - - 0,32 -
77  y-Cadineno 1518 1513 1519 1513 578 094 047 1,88 - -
78  Espirovetiva-1(10),7(11)- 1521 - 1522 1523 - - 0,56 - - -
dieno
79  $-Cadineno 1527 1522 1528 1523 15,88 - 1,32 3,89 - -
80 Metil éster do Acido 1527 1524 1528 1525 - - - - - 0,07
Dodecanogico
81 cis-Calameneno 1527 1521 1528 1522 - 7,15 - - - -
82 trans-Cadina-1,4-dieno 1536 1533 1537 1534 0,24 1,21 - 0,09 - -
83  «-Cadineno 1542 1537 1543 1538 093 0,12 037 0,554 - -
84  «-Calacoreno 1547 1544 1548 1545 0,60 - - 0,25 - -
85  Elemol 1553 1548 1554 1549 - 0,27 - - - -
86  Germacreno B 1561 1559 1562 1561 - - 0,36 - - -
87  <(E)->Nerolidol 1567 1561 1568 1563 - - 0,24 - - -
88  p-Calacoreno 1567 1564 1568 1565 - - - 0,09 - -
89  Palustrol 1572 1567 1573 1568 0,83 0,24 0,17 0091 - -
90  Espatulenol 1582 1577 1583 1578 784 586 568 2,89 - -

91  Acido Dodecandico 1583 1565 1584 1566 - - - - - 38,45
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Tabela 2 - Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia
salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.
(Concluséo)

Kratz Kovatz Composicao (em % do total do oleo essencial)

N°  Composto Calc  Lit Calc Lit EB HF HP HS LM SC
92  Oxido de Cariofileno 1588 1582 1588 1583 461 292 13,19 545 0,74 -
93  Viridiflorol 1596 1592 1596 1592 0,70 2,18 145 0,72 - -
94  Guaiol 1602 1600 1602 1600 1,14 0,38 - - - -
95 Ledol 1607 1602 1607 1602 1,98 - - 0,25 - -
96 B-Oplopenono 1613 1607 1614 1607 0,63 - - - - -
97  Epoxido de Humuleno Il 1614 1608 1614 1608 - 032 046 0,23 - -
98  <1,10-di-epi-> Cubenol 1619 1618 1620 1619 059 0,68 0,23 0,27 - -
99  Junenol 1623 1618 1623 1619 - - 0,33 - - -
100 Eremoligenol 1630 1629 1631 1631 - - 0,22 - - -
101 y-Eudesmol 1636 1630 1637 1632 - 0,83 - 0,16 - -
102 Epoxi-allo-aromadendreno 1642 1639 1643 1641 0,68 - - - - -
103  a-Muurolol 1645 1644 1646 1646 942 199 348 185 - -
104 o-Eudesmol 1655 1652 1656 1653 - 1,50 - - - -
105 o-Cadinol 1659 1652 1660 1654 8,33 1,14 155 1,75 - -
106 Ageratochromeno 1663 1658 1664 1660 - - 1,25 - - -
107 cis-Calamenenol-10-ol 1664 1660 1665 1661 - - - 0,32 - -
108 trans-Calamenenol-10-ol 1672 1668 1673 1669 0,57 - - - - -
109 Xantoxilina 1677 1675 1678 - - - - 17,20 - -
110 Acido Tetradecandico 1768 1767 1768 - - - - 0,15 - 1,99
111 Ester 2-fenil Etilico do Acido 1917 1913 1918 1913 - - 0,19 - - -

Benzenoacético
112 Farnesil Acetona 1921 1913 1921 1913 - - 0,37 - - -
113 Acido Hexadecandico 1964 1959 1965 1960 - - 022 145 - 0,15
114 (Z,2,2)-9,12,15-Acido 2142 - 2142 2143 - - - 0,84 - -

Octadecatriendico
115 Acetato de Fitol 2221 2218 2220 2218 - - - 0,10 - -
115 de 163

Compostos nao identificados 546 19,03 5,23 4,62 - -

Compostos identificados 9451 79,95 94,45 9522 100 100

Total 99,97 98,98 99,68 99,84 100 100

Legenda: EB, Eugenia brejoensis; HF, Hyptis fruticosa; HP, Hyptis pectinata; HS, Hypenia salzmannii; LM, Lippia
macrophylla; SC, Syagrus coronata.
Fonte: A autora.
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Figura 11 - Principais componentes encontrados nos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis
fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.
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Fonte: A autora.

5.2 Atividade citotoxica e tripanocida dos 6leos essenciais

Nossos resultados mostraram que na maior concentragéo testada (250 pg/mL) os OEs
de HS, HP e EB foram capazes de induzir respectivamente 16,7; 20,5 e 53,4% de hemdlise.
Entretanto, em concentragcdes menores que 125 pg/mL esse percentual foi inferior a 4% para
todos os OEs estudados (Figura 12). A avaliacdo da citotoxicidade em células do exsudato
peritoneal de camundongos Balb/c, mostrou que o OELM foi 0 menos citotoxico (CCsy =
400,66 + 11,36 ug/mL), seguido pelo OEHF (CCsp = 333,71 + 40,41 png/mL) (Tabela 3).
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Figura 12 — Atividade hemolitica dos o0leos essenciais de Eugenia
brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia
macrophylla e Syagrus coronata.
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Fonte: A autora.

Legenda: OEEB, 6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHF, 6éleo
essencial de Hyptis fruticosa; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;
OEHS, dleo essencial de Hypenia salzmannii; OELM, 6leo essencial de
Lippia macrophylla; OESC, 6leo essencial de Syagrus coronata.

Tabela 3 - Atividade tripanocida e citotoxica dos 6leos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis
pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.

. Clsg Cls CCs Células do . . . .
Oleo ) ) . . ) Clsp Amastigota  Tripomastigota  Amastigota
) Epimastigota Tripomastigota Exsudato Peritoneal
essencial
pg/mL I1Se

EB 29145 17,39 £ 0,62 251,4 +443 125+1,74 14,45 20,11
HF 57,8+9 49,3+£5,5 333,71+ 40,41 53,7+78 6,76 6,2
HP 56,1 £ 17 25,64 £ 3,26 261,05 = 53,67 255+0,5 10,18 10,2
HS 42,13 +9,34 36,27 £ 3,2 303,71 + 44,10 35,25 £ 3,07 8,37 8,6
LM 3765 70675 400,66 + 11,36 51,76 £ 5,65 5,67 7,7
SC 100,6 + 38 182,49 + 58,05 244,22 + 24,35 408,33 + 23,36 1,38 0,6
Bz - 0,8+0,18 1,69+0,3 1,36 +0,4 2,11 1,2

Fonte: A autora.

Legenda: EB, Eugenia brejoensis; HF, Hyptis fruticosa; HP, Hyptis pectinata; HS, Hypenia salzmannii; LM, Lippia
macrophylla; SC, Syagrus coronata; Bz, benzonidazol; Cls, concentracéo inibitdria de 50%; CLs, concentracao de lise de
50%; CCs, concentracdo citotoxica de 50%; ISe, Indice de seletividade.

A melhor atividade inibitoria para formas epimastigotas de T. cruzi foi obtida pelo
OEEB (Clsg / 48h = 29 £ 4,5 pg/mL) seguido por OELM (Clsp / 48h = 37,6 = 5 pg/mL) e
OEHS (Clsp / 48h = 42,13 + 9,34 pug/mL). O OEEB foi 0 mais eficaz para tripomastigotas
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(CLso / 24h = 17,39 + 0,62 pug/mL), seguido pelo OEHP (CLso / 24h = 25,64 + 3,26 ug/mL) e
0 OEHS (CLsp / 24h = 36,27 £ 3,2 ug/mL). O OEEB apresentou a melhor concentracdo
inibitdria para as formas amastigotas de T. cruzi (Clso / 24h = 12,5 + 1,74 png/mL) seguido
pelo OEHP (Clso / 24h = 25,5 + 0,5 ug/mL) e OEHS (Clso / 24h = 35,25 + 3,07 pg/mL)
(Tabela 3).

Exceto para 0 OESC (ISe = 1,38), todos os OEs investigados foram mais toxicos para
todas as formas evolutivas de T. cruzi em comparacdo com células do exsudato peritoneal,
com indice de seletividade superior ao determinado para o benzonidazol (2,11). Os OEs de
EB, HP e HS apresentaram os maiores indices de seletividade para as formas tripomastigotas
de T. cruzi, respectivamente 14,4; 10,1 e 8,37. Para a forma intracelular os melhores indices
de seletividade foram para o OEEB (20,11), seguido pelo OEHP (10,2) e o OEHS (8,6)
(Tabela 3).

Os tratamentos de macrofagos peritoneais murinos infectados com T. cruzi (Figura 13)
mostram uma reducdo na infeccdo dos macrofagos para todos os OEs estudados, apos 24
horas de tratamento. A maior reducdo na infeccdo foi obtida pelo OEEB (36 ug/mL reduziu
30% no numero de macrdfagos infectados em relacdo ao controle). Além disso, OEEB
também apresentou a maior reducdo na sobrevivéncia das amastigotas nas células infectadas

(36 png/mL reduziu cerca de 90% o nimero de amastigotas/macrofago infectado).



Figura 13 - Efeito dos 6leos essenciais na infeccdo e sobrevivéncia de amastigotas de Trypanosoma cruzi em macréfagos.
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Fonte: A autora.

Legenda: OEEB, 6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHF, 6leo essencial de Hyptis fruticosa; OEHP, dleo essencial de Hyptis
pectinata; OEHS, 6leo essencial de Hypenia salzmannii; OELM, 6leo essencial de Lippia macrophylla; OESC, éleo essencial de
Syagrus coronata. Valores estatisticamente significativos pelo teste ANOVA em relacdo ao controle infectado, * (p < 0,05);** (p <
0,01) e ***(p < 0,001).
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5.3 Avaliacdo da resposta imune

Com o propésito de avaliar o potencial imunomodulador dos OEs de plantas da
Caatinga, células do exsudato peritoneal (CEPs) de camundongos Balb/c infectadas ou nao
por T. cruzi foram submetidas ao tratamento com as concentracdes dos OEs correspondentes a
0,5 x, 1 x e 2 x a CLs contra tripomastigotas, a producdo de citocinas do perfil Thl, Th2 e
Th17 bem como a producéo de oxido nitrico (ON) foram analisadas.

Nossos resultados mostraram que a infeccdo pelo T. cruzi e o tratamento das CEPs
infectadas com os OEs ndo alteraram significativamente os niveis basais de producéo de IL-2,
IFN-y, IL-4, IL-17 e ON (Figuras 14-19).

O tratamento das CEPs infectadas com 0 OEEB e o OEHS nas concentracdes testadas
ndo foi capaz de induzir alteracfes estatisticamente significativas no perfil de citocinas em

relacdo as CEPs infectadas ndo tratadas (Figuras 14 e 15).

Figura 14 — Producéo de citocinas e 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c
infectadas com T. cruzi e tratadas com o dleo essencial de Eugenia brejoensis.
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Fonte: A autora.
Legenda: C - controle sem infeccdo, Cl - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relacdo ao controle ndo infectado (p < 0,05).
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Figura 15 — Producéo de citocinas e éxido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c
infectadas com T. cruzi e tratadas com o 6leo essencial de Hypenia salzmannii.
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Fonte: A autora.
Legenda: C - controle sem infeccdo, Cl - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relagdo ao controle ndo infectado (p < 0,05).

Ja o tratamento com OEHF induziu a diminuicéo significativa nos niveis de IL-6, IL10
bem como de ON em todas as concentracdes testadas quando comparado aos niveis destas

citocinas em CEPs infectadas néo tratadas (Figura 16).

Figura 16 — Producéo de citocinas e éxido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c
infectadas com T. cruzi e tratadas com o 6leo essencial de Hyptis fruticosa.
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Fonte: A autora.

Legenda: C - controle sem infeccdo, Cl - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relagédo ao controle ndo infectado (p < 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relacdo ao controle infectado (p < 0,05).
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O OEHP, por sua vez, na concentracdo de 2 x CLsp (50 png/mL) reduziu a producéo de
IL-6 e IL-10 em relagéo ao controle infectado, mas ndo induziu alteragdes significativas nos
niveis de ON, embora a diminuicdo deste radical livre em relacdo as CEPs infectadas nédo
tratadas tenha sido observada (Figura 17).

Figura 17 — Producéo de citocinas e éxido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c
infectadas com T. cruzi e tratadas com o 6leo essencial de Hyptis pectinata.
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Fonte: A autora.

Legenda: C - controle sem infecgdo, Cl - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relagéo ao controle ndo infectado (p < 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relacdo ao controle infectado (p < 0,05).

O OELM em todas as concentracOes testadas diminuiu significativamente a producao
de TNF-a, IL-6 e IL-10 em relacdo ao controle infectado, reestabelecendo os niveis basais
encontrados nas CEPs ndo infectadas. Da mesma forma o tratamento com este OE diminuiu

significativamente os niveis de ON produzido pelas CEPs em resposta a infecgdo por T. cruzi
(Figura 18).
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Figura 18— Producdo de citocinas e Oxido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c
infectadas com T. cruzi e tratadas com o 6leo essencial de Lippia macrophylla.
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Fonte: A autora.

Legenda: C - controle sem infeccdo, Cl - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relagéo ao controle ndo infectado (p < 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo
teste ANOVA em relagdo ao controle infectado (p < 0,05).

O tratamento com o OESC elevou significativamente os niveis de TNF-a e reduziu IL-

10 de forma dose-dependente quando comparados com as CEPs infectadas controle e CEPs
ndo infectadas e ndo tratadas (Figura 19).

Figura 19 — Producéo de citocinas e 6xido nitrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c
infectadas com T. cruzi e tratadas com o 6leo essencial de Syagrus coronata.
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Fonte: A autora.

Legenda: C - controle sem infec¢cdo, Cl - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo teste

ANOVA em relagdo ao controle ndo infectado (p < 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo teste
ANOVA em relacéo ao controle infectado (p < 0,05).
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5.4 Alteracdes ultraestruturais induzidas pelo tratamento com os 6leos essenciais de E.
brejoensis e H. pectinata

Tendo em vista que 0 OEEB e o OEHP foram os que apresentaram o melhor indice de
seletividade contra as formas amastigotas e tripomastigota (1ISe > 10), foi realizada a anélise
ultraestrutural de células Vero infectadas controles e tratadas, no intuito de identificarmos as
principais alteracbes nas formas amastigotas e tripomastigotas, bem como as possiveis
organelas alvo da agdo destes OEs.

Nossos resultados mostraram a presenca de formas tripomastigota e amastigotas com
morfologia tipica no sobrenadante de cultura ndo tratados. As formas tripomastigotas controle
apresentaram nudcleo bem preservado com heterocromatina evidente, forma alongada e
cinetoplasto fibrilar em forma de cesta localizado na porgéo posterior do parasita (Figura
20A-20B). Ja as amastigotas apresentaram forma arredondada e cinetoplasto em formato de
bastdo. Ambas as formas do parasita mostraram citoplasma homogéneo e membrana
plasmatica integra (Figura 20A). Eventualmente, foi possivel observar no sobrenadante das
culturas formas amastigotas (Figura 20C-20D) bem preservadas no citoplasma de células
Vero. Interessantemente, observou-se uma concentracdo de glicogénio da célula hospedeira

ao redor dos parasitas (Figura 20D).



69

Figura 20 - Microscopia eletronica de transmissdo do sobrenadante de culturas infectadas com
Trypanosoma cruzi.

Fonte: A autora.

Nota: A- Detalhe do sobrenadante de cultura infectada controle contendo formas tripomastigotas (T) e
amastigotas livres (estrelas) bem preservadas; B- Detalhe em grande aumento de uma forma
tripomastigota livre apresentando citoplasma homogéneo e granular, ntcleo (N) e cinetoplasto em
forma de cesta (K) evidentes. C-D - Detalhe de célula Vero na qual podemos observar a presenca de
forma amastigota bem preservada em seu citoplasma e organelas como mitocdndria (m) e complexo
de golgi (CG). Note em (D) a presenga de um grande acimulo de glicogénio (gly) da célula hospedeira
ao redor do parasita. Barras: A-C =1 um e B-D= 500 nm.
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O sobrenadante de culturas tratadas com OEEB, na concentragdo correspondente a
CLso de tripomastigota, mostraram drasticas alteracbes morfoldgicas nos parasitas livres tais
como: aparecimento de espacos eletronluscentes no citoplasma e aumento de vacuolos; perda
da forma do corpo celular; desestruturacdo do material nuclear e do k-DNA. Também foi
possivel observar aumento de debris celulares no meio extracelular, provenientes dos
parasitas e das células hospedeiras (Figura 21A-21B). Apesar das alteracdes tenderem a serem
mais brandas nas formas intracelulares presentes no citoplasma das células hospedeiras
(Figura 21C-21D), ja se pode observar a presenca de vacuolos semelhantes aos
autofagosomos e altera¢cBes na membrana plasmatica nessas formas. A maioria das células
Vero presente no sobrenadante da cultura ndo apresentou alteracdes significativas quando
tratadas com a CLs de tripomastigota (Figura 21C-21D). Na maior concentracdo de OEEB (2
X CLs de tripomastigota) a maioria dos parasitas apresentaram perda da organizacdo interna,
inchaco da mitocondria e aparecimento de espacos entre as membranas do nucleo (Figura
21E). Nas células mais drasticamente afetadas ndo foi possivel identificar qualquer
organizacdo interna das organelas. A maioria das células apresentava perda de compactacgéo e
ruptura do k-DNA (Figura 21F).
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Figura 21 - Microscopia eletrénica de transmissdo do sobrenadante de culturas infectadas com T.
cruzi tratado com o 6leo essencial de Eugenia brejoensis.
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Fonte: A autora.
Legenda: (A-D) Sobrenadante de cultura infectada com T. cruzi e tratado com a CLs, e (E-F) tratado
com a 2x CLs, do 6leo essencial de Eugenia brejoensis.
Nota: (A) Aspecto geral do sobrenadante de cultura mostrando a predomindncia de formas
amastigotas morfologicamente alteradas e a presenca de debris celulares. (B) Detalne em maior
aumento de formas amastigotas com espacos eletronluscentes no citoplasma e perda da organizagdo
interna das organelas. (C- D) - Detalhe de uma célula Vero infectada com ultraestrutura preservada,
evidenciando o nucleo tipico (N) e o citoplasma com formas amastigotas. (D) Maior aumento
mostrando em detalhe formas amastigotas com estruturas semelhantes a autofagossoma (seta). (E)
Forma tripomastigota drasticamente alterada com inchacgo entre os folhetos da membrana nuclear
(seta), aumento do volume e desorganizacdo da mitocondria (m) e perda de material citoplasmatico.
(F) Forma tripomastigota apresentando perda da compactacdo do k-DNA (K) e da organizacdo interna
do citoplasma. Barras: Ae C=2um; Be D=1 um; E e F=500 nm.
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AlteracOes similares puderam ser observadas nos parasitas tratados com o OEHP:
aparecimento de espacos eletronluscentes (Figura 22A), vesiculas no citoplasma e
desorganizacdo da estrutura do k-DNA (Figura 22C). As formas amastigotas intracelulares, no
entanto, mostraram-se mais susceptiveis ao tratamento com 2 x CLso de tripomastigota do
OEHP do que com o OEEB, apresentando amastigotas com ruptura de membrana plasmatica
e perda de material citoplasmético (Figura 22D). Para o tratamento com ambos os OEs as
formas tripomastigotas foram menos afetadas, com um menor numero de células alteradas em

comparagdo com as formas amastigotas (Figura 22B).

Figura 22 - Microscopia eletrénica de transmissdo do sobrenadante de cultura infectada com T. cruzi
tratado com o 6leo essencial de Hyptis pectinata.

o

Fonte: A autora.

Legenda: (A-B) Sobrenadante de culturas tratadas com CLs, € (C-D) com 2 x CLs, do 6leo essencial
de Hyptis pectinata.

Nota: (A) Visdo geral do sobrenadante contendo amastigotas livres. (B) Forma tripomastigota (T)
invadindo célula Vero. (C) Parasita apresentando desorganizacéao e ruptura da estrutura fibrilar do k-
DNA e a presenca de vacuolos em todo o citoplasma da célula (estrelas). (D) Detalhe de formas
intracelulares (asteriscos) apresentando espacos eletronluscentes no citoplasma (estrela) com evidente
perda da organizacdo interna e ruptura da membrana (seta). Barras: A-D=1 um; B-C =500 nm.
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Apesar da maioria das células apresentarem alteragdes morfoldgicas significativas ndo
foi possivel identificar uma organela alvo especifica da acdo dos 6leos essenciais estudados.

5.5 Avaliacdo da morte celular induzida pelo tratamento com os 6leos essenciais de E.

brejoensis e H. pectinata

Para identificarmos o possivel mecanismo de morte celular disparado pelos OEs em T.
cruzi, utilizamos Anexina V-FITC (AV) a qual se liga a fosfatidilserina externalizada nas
etapas iniciais de apoptose e o iodeto de propidio (IP), composto fluorescente que se combina
com material genético (DNA e RNA) de células cuja a integridade da membrana esteja
comprometida.

Devido a praticidade de cultivo e de manipulacdo, os testes com essas duas sondas
foram realizados inicialmente em formas epimastigotas. Como era de se esperar, 94,5% das
formas epimastigotas sem tratamento apresentaram negativas para 0s dois marcadores (AV"
/IPY), indicando que essas células ndo estavam sofrendo processo de morte celular por
apoptose ou necrose. A proporcdo de células apoptoticas/necréticas ndo foi superior 5%. Em
contrapartida, 79,7% das epimastigotas tratadas com perdxido de hidrogénio apresentaram-se
duplo marcadas (AV'/IP"), sugestivo da perda da viabilidade celular, com comprometimento
da integridade da membrana plasmatica e morte celular por necrose.

O tratamento das formas epimastigotas com 1x Clso OEEB ndo induziu diferencas
evidentes no perfil de marcacdo com AV/IP quando comparados ao controle, com a maioria
da populagdo apresentando-se negativa para ambos marcadores (94,5%). Uma pequena
porcentagem das células apresentavam o fenotipo apoptético (5,9%) e 2,4% das celulas ja
apresentavam algum grau de comprometimento da integridade da membrana (AV*/IP*). Um
discreto aumento na proporcao de células apoptoticas/necréticas em relagdo ao controle pode
ser observado no tratamento com 2x Clso de OEEB representando aproximadamente 10,6 %
do total de células (Figura 23). Resultados semelhantes foram obtidos para o0 OEHP. O
tratamento com esse OE na maior concentracdo induziu uma propor¢do de células em

processo de morte celular por apoptose/necrose de aproximadamente 11,7 %.
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Figura 23 - Analises por citometria de fluxo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas
com Oleos essenciais e marcadas com AV/ IP.
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Fonte: A autora.

Legenda: OEEB, o6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;
Clso, concentragdo inibitoria de 50%; AV, anexina V; IP, iodeto de propidio.

As andlises feitas através da microscopia confocal a laser corroboram com esses

dados. As imagens obtidas por essa técnica demonstraram a auséncia de marcacdo para ambos

marcadores nas células controles e quase a totalidade de células marcadas com IP no

tratamento com H,0,. Através de contraste diferencial de interferéncia foi possivel observar

qgue as células do controle apresentavam forma alongada e movimentos tipicos. Discreta

marcacdo com AV e IP pode ser observada nas células tratadas com ambos os OEs, as quais

estavam morfologicamente alteradas e na sua maioria imoveis (Figura 24).
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Figura 24 - Andlises por microscopia confocal a laser de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
tratadas com 6leos essenciais e marcadas com AV/ IP.
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Fonte: A autora.
Legenda: OEEB, o6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;

Cls, concentracdo inibitoria de 50%; AN V, anexina V; IP, iodeto de propidio; DIC, contraste
diferencial de interferéncia.

Tendo em vista que a tripomastigota € a forma infectiva para o hospedeiro vertebrado,
tambem realizamos o ensaio com AV/Pl em células coletadas do sobrenadante de cultura
infectadas. A analise de citometria de fluxo destas células demonstrou que 79% dos parasitas
controles livres obtidos do sobrenadante da cultura de células Vero infectadas, apresentavam-
se negativos para ambos marcadores (AV/IP). Ja as células tratadas com H,0O,, controle
positivo de marcacéo, apresentaram uma proporcao de 93,3 % AV'/IP*. Células tratadas com
0 OEEB e o OEHP ndo apresentaram aumento relevante na proporcdo de morte celular em
relagdo ao controle. As maiores propor¢des de morte celular foram obtidas para o OEEB,
cerca de 1,35 e 1,5 vezes maior do que as células controle, para as concentraces

correspondentes a CLsg e 2x CLso, respectivamente (Figura 25).
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Figura 25 - Anélises por citometria de fluxo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas
com 0leos essenciais e marcadas com AV/ IP.
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Fonte: A autora.

Legenda: OEEB, 6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;
CLso, concentragdo de lise de 50%; AN V, anexina V; IP, iodeto de propidio; DIC, contraste
diferencial de interferéncia.

5.6 Avaliacdo dos efeitos dos Oleos essenciais de E. brejoensis e H. pectinata sobre o

potencial de membrana mitocondrial

Para avaliarmos se o tratamento com os OEs era capaz de induzir alteragdes no
potencial de membrana mitocondrial (Aym), células tratadas e controles foram submetidas a
marcacdo com rodamina 123 (Rho 123). Este fluorocromo é um composto lipofilico catiénico
que se concentra em mitocondrias ativas permitindo analisar o estado do potencial
eletroquimico desta organela (CORONA et al., 2014).

Formas epimastigotas controles apresentaram marcacdo para Rho 123, evidenciando
que 0 Aym apresentava-se preservado nestas células. O tratamento das células com os ambos
0s OEs causaram deslocamento do histograma para direita indicativo de um aumento na
intensidade de marcacdo para este marcador (Figura 26). Tal variacdo pode ser melhor

demonstrada através do indice de variagdo (IV). Valores negativos de 1V indicam que houve
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perda do potencial da mitocondria, enquanto valores positivos indicam hiperpolarizagéo da
membrana mitocondrial. Desta forma, os valores de IV para formas epimastigotas foram de
+0,090 a +0,315 para o OEEB e para o OEHP +0,320 a +0,271 respectivamente para Clsy €
2x Clsp (Tabela 4). Através da microscopia confocal a laser, tanto as células controles quanto
as tratadas apresentaram intensa marcacdo no canal verde em regides correspondente a
mitocondria e ao cinetoplasto (Figura 27).

Figura 26- Anélises por citometria de fluxo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas
com 6leos essenciais e marcadas com rodamina 123.
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Fonte: A autora.

Legenda: OEEB, o6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;
Clso, concentracdo inibitoéria de 50.
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Tabela 4 - Andlise através da citometria de fluxo dos efeitos dos leos essenciais sobre o
potencial de membrana mitocondrial de formas epimastigotas e tripomastigotas utilizando
rodamina 123

3 _ Epimastigota Tripomastigota
Oleo essencial : :
pg/mL  Mediana v Hg/MI  Mediana v
Controle 0 165572,5 0 0 25667,0 0

29 180358,5 +0,090 18 66503,0 +1,591
58 217689 +0,315 36 112804,0 +3,395
56 218441 +0,320 25 115180,5 +3,487
112 210553,5 +0,271 50 59504,0 +1,318

EB

HP

Fonte: A autora.

Legenda: IV= (MT — MC) /MC, onde MT ¢ a mediana da fluorescéncia para parasitos
tratados e MC para parasitos controles; EB, Eugenia brejoensis; HP, Hyptis pectinata; IV
indice de variacéo.

Figura 27 - Analises por microscopia confocal a laser de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
tratadas com 6leos essenciais e marcadas com rodamina 123.
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Fonte: A autora.
Legenda: OEEB, 6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;

Clsp, concentragdo inibitéria de 50%; Rho 123, rodamina 123; DIC, contraste diferencial de
interferéncia.



79

As formas tripomastigotas tratadas com OEEB e OEHP foram mais sensiveis as
variagdes no Aym do que as formas epimastigotas apresentando um maior deslocamento para
direita no histograma devido ao aumento na intensidade de fluorescéncia para Rho 123
(Figura 28). Estas diferencas foram confirmados pelos valores positivos do indice de variacéo
(IV) de +1,59 e +3,39 para células tratadas com a CLsp € 2x CLsy de OEEB; e +3,49 a +1,32
para CLsp e 2x CLso do OEHP respectivamente (Tabela 4).

Figura 28 - Analise por citometria de fluxo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas
com 0Oleos essenciais e marcadas com rodamina 123.
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Fonte: A autora.
Legenda: OEEB, o6leo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, 6leo essencial de Hyptis pectinata;
CLso, concentracado de lise de 50.

Para avaliar se a consideravel hiperpolarizagcdo encontrada nas formas tripomastigotas
(valores positivos de 1V) poderia estar relacionada ao aumento na producdo de radicais
superdxidos (SO) nesta organela, tripomastigotas controles e tratadas foram marcadas com
MitoSOX. Nossos resultados demonstraram que o tratamento com OEEB nas concentragdes

correspondente a CLsy e 2xClLsp, apresentaram incremento na intensidade de fluorescéncia
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qguando comparado ao controle sem tratamento, sendo desta forma, indicativo da producédo de

superoxidos mitocondriais por essas células (tabela 5).

Tabela 5 - Analises por citometria de fluxo de
formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
tratadas com Oleos essenciais e marcadas com

MitoSoxRed.
, ) Concentracéo )
Oleo essencial Mediana
(Hg/mL)
Controle 0 1309,0
18 1429,0
EB
36 14245
25 1264,0
HP
50 1328,0

Fonte: A autora.
Legenda: EB, Eugenia brejoensis; HP, Hyptis
pectinata.
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6 DISCUSSAO

A doenca de Chagas, causada pelo tripanosomatideo T. cruzi, acarreta mais de 10.000
mortes/ano em todo 0 mundo devido ao comprometimento das fungdes do coracdo e do trato
gastrodigestivo em individuos infectados (PEREIRA; NAVARRO, 2013). Apesar de ter sido
descoberta hd mais de um século, ndo existe uma vacina para esta patologia e a quimioterapia
baseada em drogas altamente toxicas, como o benzonidazol e o nirfutimox, permanece como
Unica alternativa no tratamento desta doenca. Estas drogas, introduzidas ha mais de 50 anos,
requerem longo tempo de tratamento e possuem eficacia questiondvel na fase crbnica da
doenca (BERMUDEZ et al., 2016). Aliado a estes fatores, esta doenca € altamente
negligenciada, afetando geralmente uma parcela da populacdo residente em areas onde o
acesso ao sistema de saude é precario (DIAS et al.,, 2016). Dessa maneira, torna-se
imprescindivel a busca por alternativas mais eficazes e com menor custo associado para o
tratamento desta patologia (BEAUMIER et al., 2016).

Plantas medicinais fornecem uma série de compostos com comprovadas atividades
bioldgicas contra varios parasitas (HAMEDT et al., 2014). Até o presente momento, mais de
80% da populacdo global depende de remédios obtidos de produtos naturais para tratar varios
problemas de saude (SWAMY et al., 2016). Além do mais, cerca de 80% de 122 drogas
derivadas de plantas mostraram-se relacionadas ao seu objetivo etnofarmacoldgico original
(FABRICANT; FARNSWORTH, 2001). Dentre os produtos naturais, os OEs de plantas
medicinais sdo alternativas promissoras, por possuirem compostos que podem ser utilizados
como protdtipos para a sintese de novos agentes quimioterdpicos contra diversas patologias,
devido as caracteristicas singulares dos seus constituintes, os quais sdao moléculas pequenas e
lipofilicas capazes de interagir e/ou atravessar a membrana exercendo seus efeitos em alvos
intracelulares essenciais para a sobrevivéncia dos parasitas (DHIFI et al., 2016). Neste
sentido, varios OEs tém demonstrado atividade contra tripanosomatideos parasitas incluindo o
T. cruzi (BORGES et al., 2012; SANTORO et al., 2007a, 2007b, 2007c). No presente
trabalho, analisamos a composic¢ao quimica e a atividade tripanocida dos OEs de E. brejoensis
(OEEB), H. fruticosa (OEHF), H. pectinata (OEHP), L. macrophylla (OELM), H. salzmannii
(OEHS) e S. coronata (OESC) provenientes do Bioma da Caatinga e utilizadas na medicina
tradicional.

A andlise quimica dos OEs de EB, LM, HS, HP e HF mostrou uma grande diversidade
de compostos. Ao total 163 foram identificados, os quais em sua maioria pertencem a classe

do monoterpenos e sesquiterpenos. Muitas destas moléculas existem em baixas
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concentragdes, enquanto outras séo encontradas em concentracdes superiores a 70% do total
do OE, sendo estes compostos majoritarios geralmente os responsaveis pela atividade
bioldgica atribuida a estes OEs (SHARIFI-RAD et al., 2017).

Geralmente monoterpenos e sesquiterpenos, bem como suas formas oxigenadas, sdo 0s
principais compostos responsaveis pela atividade dos OEs, embora diterpenos e
fenilpropanoides possam ser encontrados com relativa frequéncia. Ainda que os
sesquiterpenos sejam moléculas maiores, a estrutura e as propriedades funcionais sdo
semelhantes aos monoterpenos (RUBERTO; BARATTA, 2000). No entanto, a analise
quimica do OESC, obtido a partir da semente desta planta mostrou que a totalidade de seus
componentes era derivada do metabolismo de &cidos graxos. Neste OE os &cidos octandico
(38,83%) dodecanoico (38,45%) e decandico (20,51%) foram os principais componentes
encontrados. Belviso et al. (2013) também identificaram o acido octandico como o principal
composto volatil do OE das sementes do Syagrus coronata. No entanto, estes mesmos autores
encontraram a presen¢a de outros compostos tais como y- e O- lactonas, derivadas do
anabolismo de 4&cidos graxos que ndo foram encontrados em nossa preparacdo. Estas
diferencas podem ser devido a utilizacdo de métodos de extracdo distintos para obtencdo deste
OE.

Tem sido relatado na literatura que compostos terpénicos na sua forma oxigenada
(terpendide) normalmente possuem maior atividade biol6égica do que os hidrocarbonados
(SWAMY et al., 2016). Desta forma, a presenca de sesquiterpendides no OEEB (38,65%) e
no OELM (85,18%) pode ter contribuido para a atividade tripanocida, especialmente para o
OEEB. A composicdo quimica do OE de uma planta pode variar dentro de uma mesma
especie em virtude de fatores como a localizagdo geografica, o ambiente, o estagio de
maturidade, o repertdrio genético, mudancas sazonais, entre outras. Estas diferencas podem
refletir na atividade destes OEs e, portanto, ndo devem ser negligenciadas (KUMARI et al.,
2014; SWAMY et al., 2016). Além disso, as propriedades esterioquimicas de um OE também
variam dependendo do método de extracdo (SWAMY et al., 2015). Em nosso estudo
encontramos d-cadineno (15,88%), trans-cariofileno (9,77%) e a-Muurolol (9,42%) como
principais constituintes do OEEB. Os mesmos compostos foram identificados por Silva et al.
(2015) para esta planta. No entanto, a abundancia relativa destes constituintes diferiu da
encontradas para o nosso OE, correspondendo a 22,6%, 14,4% e 9,34% para &-cadineno,
trans-cariofileno e o a-Muurolol, respectivamente. Embora tanto 0s nossos espécimes de E.

brejoensis quanto os utilizados no estudo de Silva et al. (2015) tenham a mesma origem, a
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variacdo da composigdo encontrada para esses OEs pode ter ocorrido devido as diferentes
épocas do ano em que estas amostras foram coletadas.

A maior parte dos estudos sobre a atividade bioldgica de OEs sobre microrganismos
patogénicos tem sido realizada em bactérias, fungos e virus. No entanto, devido as suas
atividades promissoras sobre protozodrios, nos ultimos anos tem crescido o interesse por
pesquisas sobre a atividade de OEs como agente quimiterapico no tratamento da doenca de
Chagas (PIATKOWSKA et al., 2016).

Drogas disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas como o benzonidazol e o
nifurtimox causam severos danos devido a sua alta citototoxidade para células de mamiferos.
Desta forma, estabelecer o potencial citotoxico dos OEs ¢ importante, considerando o seu uso
como um agente alternativo no tratamento da DC (MOHMOD et al., 2015). Nossos resultados
mostraram que todos os OEs estudados, com exce¢do do OESC foram em geral bem tolerados
pelas células de mamifero com moderada citotoxidade (valores de CCsy entre 100 e 500
pg/mL) (RIOS et al., 2008). Entre os OEs avaliados o OELM foi 0 menos toxico (CCsy =
400,66 ug/mL) e o mais toxico foi o OESC (CC50 = 244,22 pg/mL). Apesar da moderada
toxicidade apresentada pelos OEs sobretudo o OESC, todos foram consideravelmente muito
menos toxicos do que a droga de referéncia, benzonidazol.

A atividade hemolitica (AH) tem sido extensivamente utilizada para avaliar o
potencial de drogas em causar danos a membrana plasmatica de células (COSTA-LOTUFO et
al., 2002; ZOHRA; FAWZIA, 2014). Além do mais, a susceptibilidade de hemécias ao
tratamento com um determinado composto contribui para sua citotoxidade. A anfotericina B,
usada no tratamento da leishmaniose, por exemplo, induz cerca de 50% de hemdlise na
concentracdo de 50,8 UM (RODRIGUES et al., 2014). Em nosso estudo nenhum dos OEs
apresentou AH em concentragdes inferiores a 125 ug/mL, no entanto, na concentracdo de 250
pg/mL houve um aumento na AH para os OEs de HS, HP e EB. Interessantemente, exceto
para 0 OEEB, ndo foi possivel em nosso estudo correlacionar a citotoxidade dos OEs a sua
atividade hemolitica. Por exemplo, o OESC foi considerado o segundo OE mais toxico, mas
foi o que apresentou menor AH entre os OEs testados na concentracdo de 250 pg/mL. Tem se
demonstrado que o acido octandico, principal constituinte do OESC tem apresentado efeitos
controversos sobre células e tecidos de mamiferos. Por exemplo, este &cido tem sido
comumente utilizado como estabilizante de proteinas no processo de preservacdo de
embrides. No entanto, estudos tém demonstrado que a depender da concentracdo e as
condicBes do meio, este acido pode levar ao rompimento do metabolismo energético e induzir

estresse oxidativo nas células in vitro, além de apresentar efeito embriotoxico (LEONARD et
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al, 2013). Por outro lado os efeitos benéficos do &cido octandico também tém sido reportados,
de acordo com Kim e Rhee (2015, 2013) a atividade antimicrobiana do acido octandico se
deve a sua acdo deletéria sobre a membrana plasmatica de bactérias. A alta afinidade dos
acidos octandico e dodecanoico pela membrana plasmatica de patdgenos tem sido usada para
aumentar a agdo de compostos antimicrobiano e antitumoral. Desta forma, futuras
investigacOes sdo necessarias para melhor compreender os efeitos citotdxicos do OESC.

O potencial tripanocida dos OEs de plantas da Caatinga foi avaliado sobre todas as
formas evolutivas de T. cruzi. Nossos resultados demonstraram que todos os OEs testados
foram mais eficazes comparados com a droga de referéncia, o benzonidazol, sendo o OEEB o
mais efetivo contra as formas epi-, tripo e amastigota do parasita. A atividade relevante deste
OE sobre estas ultimas formas constitui uma vantagem, ja que estas formas sdo as
responsaveis pela infeccdo e manutencdo da doenca em hospedeiros vertebrados.

E compreendido na literatura que qualquer droga pode ser citotoxica para células de
mamifero, a depender da concentracdo utilizada. No entanto, muitas vezes a concentracdo de
um composto capaz de causar danos as células do hospedeiro € infinitamente maior do que
aquela apropriada para eliminar o parasita, contribuindo para a cura da patologia associada a
este composto. Desta forma a citotoxidade dos OEs em células de mamifero foi comparada
com a atividade tripanocida através do indice de seletividade (ISe). Valores altos do 1Se
indicam que a droga é mais seletiva contra o parasita (SILVA-JUNIOR et al., 2014). Nossos
resultados indicam que os OEs de EB e HP foram os mais efetivos contra formas clinicamente
relevantes do parasita (tripomastigota e amastigota) com indices superiores a 10, enquanto
OESC devido a sua citotoxidade e baixa atividade tripanocida, foi 0 menos efetivo entre os
OEs testados.

A citotoxidade de OEs contra protozoarios, bem como a relagéo entre a atividade dos
OEs e seus constituintes tem sido demonstrada na literatura (BARROS et al., 2016, BORGES
et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2009; SANTORO et al.,, 2007). Em nosso estudo,
identificamos o trans-cariofileno como um dos principais compostos dos OEs que
apresentaram melhores valores de ISe para tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. As
atividades bactericida (BERNADES et al., 2010), antifungica (KIM; PARK, 2012) e
tripanocida (IZUMI et al., 2012) deste composto j& foram descritas na literatura. Estudo
realizado in vitro demonstrou que o trans-cariofileno foi 26,9 vezes mais toxico para
amastigotas de T. cruzi em relacdo as células de mamifero. Em tripomastigota, o trans-
cariofileno alterou a permeabilidade da membrana celular, causou perda do potencial da

membrana mitocondrial e desorganizagéo do cinetoplasto, levando o parasita a morte (IZUMI
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et al., 2012). Além do mais, o trans-cariofileno isolado apresentou baixa citotoxidade contra
células LLCMK2. Esse composto também apresentou atividade anti-inflamatdria, assim
como propriedades leishmanicida e antimalarica (DE SOUZA et al., 2017).

O OEEB, que teve o0 maior 1Se para as formas tripomastigota e amastigota, apresentou
0 d-cadineno como componente majoritario. Este sesquiterpeno foi reportado ter atividade
antitumoral em celulas de cancer de ovario. Nestas células este composto foi capaz de induzir
a cascata apoptotica e necrose (HUI et al., 2015). Estudos prévios realizados por Costa et al.
(2013) identificaram o &-cadineno como principal componente de Annona salzmannii
responsavel pelas atividades antitumoral e tripanocida desta planta. A citotoxicidade obtida
para células Vero, por estes autores, foi similar a encontrada para 0 OEEB em células do
exsudato peritoneal no presente estudo. 6-cadineno isolado do extrato bruto de Ocimum
sanctum também demonstrou atividade leishmanicida (ZHELJAZKQV et al., 2008). O OE de
Lippia dulcis, o qual possui  &-cadinene (8,8%) e trans-cariofileno (10,4%) como
componentes majoritarios,  demonstrou atividade e especificidade contra formas
epimastigotas de T. cruzi com Clsy de 32,2 ug/mL (ESCOBAR et al., 2010). O &-cadineno
também possui atividade larvicida frente ao Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus (GOVINDARAJAN et al., 2016).

O OEHS apresentou uma chalcona, a xantoxilina, como seu principal constituinte.
Embora ndo seja muito comum em OEs, esta classe de moléculas apresenta versatilidade
sintética, baixa toxicidade, atividade leishmanicida e tripanocida (LUNARDI et al., 2003).
Compostos estruturalmente relacionados as chalconas apresentaram acdo tripanocida por
atuarem como inibidores da cruzaina de T. cruzi (BORCHHARDT et al., 2010). A xantoxilina
foi o principal constituinte isolado de Sebastiana schottiana com atividade antifingica
(PINHEIRO et al, 1999). Este composto também é usado como matéria prima na sintese de
moléculas bioativas, especialmente na obtencdo de chalconas com atividade anti-plasmddio e
leishmanicida (BOECK et al., 2006; DOS SANTOS et al., 2006).

No nosso estudo, o0 OELM apresentou o timol (49,81%) e o seu isdbmero carvacrol
(31,62%) como o0s seus principais componentes. Esses constituintes sdo frequentemente
identificados em espécies do género Lippia (CARVALHO et al., 2013) como possuidores de
atividade leishmanicida e tripanocida (BORGES et al., 2012; CARVALHO et al., 2013,
ESCOBAR et al., 2010). Timol foi efetivo contra amastigotas intracelulares de T. cruzi em
células de linhagem Vero infectadas, com indice de seletividade de 11,8 (ESCOBAR et al.,
2010). Em leveduras, o timol e o carvacrol causaram perda de permeabilidade da membrana

plasmatica e alteraram a via de biossintese do ergosterol (AHMAD et al., 2011). Semelhante
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aos fungos, a membrana celular dos tripanosomatideos contem ergosterol, que atua regulando
a fluidez da membrana e contribui para a organizacdo dos dominios membranares (MCCALI
et al., 2015). Os OEs de L. sidoides e L. origanoides analisados por Borges et al. (2012)
apresentaram respectivamente 78,4% e 22,4% de timol e foram ativos frente a todas as formas
evolutivas de T. cruzi, sendo o OE de L. sidoides 18,7 e 4,6 vezes mais seletivo para
tripomastigota e amastigota, respectivamente quando comparados as células de mamifero. O
OELM analisado no nosso estudo mostrou ser mais seletivo para amastigota (7,7) do que os
OEs das espécies de Lippia analisados por Borges et al. (2012), provavelmente pela acdo
sinérgica entre o carvacrol e o timol com outros constituintes do OELM. A presenca de
grupamentos hidroxil no carvacrol e no timol confere a estas moléculas uma maior
hidrofobicidade auxiliando na acdo destes compostos sobre a membrana plasmatica de
patdgenos tais como bactérias, fungos e protozoarios. Entretanto Santoro et al. (2007)
reportou que o efeito do timol sobre o T. cruzi ocorre principalmente devido sua interacéo
com as vias metabdlicas ou organelas do que sobre a sua atuacdo direta na membrana do
parasita.

Embora a atividade biolégica de um OE seja atribuida aos seus compostos
majoritarios, ndo se pode descartar a possibilidade de que outros constituintes menos
abundantes sejam mais efetivos do que seu composto principal (YAP et al., 2014). Nesse
sentido, é importante considerar que a atividade destes OEs seja o resultado de interacdes de
sinergismo, antagonismo ou aditivo entre todos os seus componentes (BASSOLE; JULIANI,
2012, YAP et al., 2014). De fato Zheljazkov et al. (2008) demonstraram que o6-cadinene
encontrado em pequenas quantidades no OE isolado do Ocimum basilicum possui efeito
contra Leishmania donovani. Por outro lado, os mesmos autores relataram que compostos
majoritarios como -(-)linanol, eugenol e metilchavicol de O. basilicum e O. sanctum nao
tiveram qualquer atividade leishmanicida quando testados isoladamente.

Nossos resultados apontam que o OESC foi o unico OE testado que apresentou
seletividade para tripomastigotas (1,38) menor que a encontrada para o benzonidazol, além
disto, ndo foi seletivo para as formas intracelulares de T. cruzi (0,6). N&o existem relatos da
atividade tripanocida dos compostos majoritarios deste OE na literatura.

A diversidade na estrutura e nas propriedades bioquimicas, ciclos de vida e
mecanismos de resisténcia de protozoarios parasitas sao responsaveis por disparar diferentes
respostas no sistema imune do hospedeiro vertebrado. Muitas infeccBes por protozoarios
podem se tornar crénicas devido a habilidade do parasita de evadir da resposta imune inata

e/ou apresentar resisténcia a resposta imune adaptativa. Com isto, muitas drogas
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antiparasitarias ndo sdo eficientes no combate destes microrganismos (MONZOTE et al.,
2012).

Neste cendrio, varias pequenas moléculas, incluindo os constituintes de OEs,
mostraram exibir atividade imunomoduladora. Por exemplo, Ozek et al. (2017) relataram que
OEs possuem atividade imunomoduladora sobre fagocitos, a qual depende da fonte e da
composicdo. A acdo de alguns OEs sobre as células do sistema imune pode ser atil no
tratamento de doengas infecciosas. Tanto sua acdo inflamatoria (para o combate de patdégenos
intracelulares) quanto o efeito anti-inflamatorio (protegendo o hospedeiro contra componentes
da resposta inflamatoria exacerbada) contribuem no controle destas infeccdes (MONZOTE et
al., 2012).

As CEPs infectadas com T. cruzi produziram elevados niveis de TNF-a, IL-10 e éxido
nitrico (ON) em relacdo a producdo basal, e mantiveram IFN-y ao nivel basal. No trabalho
realizado por Roggero et al. (2012) durante a infeccdo aguda por T. cruzi, camundongos
BALB/c aumentaram gradualmente as concentracdes séricas de TNF-a, IL-10 e ON (7, 14 e
21 dias ap0s infeccdo) em contrapartida o IFN-y s6 foi detectado 14 dias apds infeccdo, sendo
resultados semelhantes encontrados na infeccdo de camundongos C57BL/6. Camundongos
albinos swiss infectados com a cepa Y apresentaram elevados niveis de IL-10 a partir do 7°
dia de infeccdo e TNF-a a partir do 10° dia de infecgdo (PUPULIN et al., 2016).

No inicio da infeccdo pelo T. cruzi, citocinas proé-inflamatdrias (perfil Thl) sdo
produzidas com a finalidade de conter a infec¢do, enquanto as citocinas do perfil Th2 (anti-
inflamatdrias), como IL-10, quando produzidas em elevadas concentracfes, favorecem a
susceptibilidade da infeccdo (KUMAR; TARLETON et al.,, 2001). As citocinas pro-
inflamatdrias IFN-y e TNF-a ativam macrofagos a produzirem ON. Durante a infecgdo pelo
T. cruzi, 0 ON modula direta ou indiretamente o mecanismo efetor de células de defesa,
podendo atuar com efeitos microbicidas pelos seus derivados toxicos; e regular/aumentar a
resposta inflamatoria induzida no periodo de infec¢do. Estas agdes estdo relacionadas com a
concentracdo do ON, entretanto altas concentracdes de ON podem causar toxicidade em
células hospedeiras, auto-imunidade e persisténcia do parasita em decorréncia da evasdo
imunoldgica. O ON atua diretamente no T. cruzi por alterar quimicamente proteinas que
medeiam importantes processos metabolitos (GUTIERREZ et al., 2009).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria produzida principalmente por macrofagos.
Embora 0 mecanismo de producgdo desta citocina ndo seja claro, sabe-se que € mediado pelas
citocinas 1L-12, IL-6, TGF-p e IL-27. A IL-10 regula negativamente a producéo de IFN-y e

TNF-0, suprimindo desta forma a produgdo de ON. Neste contexto, a IL-10 reduz a
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capacidade das celulas do sistema imune inato em conter os agentes patogénicos (CYKTOR;
TURNER, 2011).

Os OEs de E. brejoensis, H. pectinata e H. salzmannii que apresentaram 0s maiores
indices de seletividade para amastigotas de T. cruzi e menores concentracOes inibitorias de
50% para forma evolutiva, praticamente ndo alteraram a producdo de citocinas por CEPs em
relacdo ao controle infectado. Logo, podemos supor que a agéo tripanocida frente a esta forma
evolutiva deve ter ocorrido principalmente pela acdo direta dos componentes dos OEs. Em
contrapartida, os OEs de H. fruticosa, L. macrophylla e S. coronata que apresentaram para
formas amastigotas 1Se menor que 7,7 e Clsp de amastigota maior que 51,76 pg/mL,
reduziram a producdo de IL-10, citocina que regula a resposta inflamatéria. Esta reducéo de
IL-10 pode modular a resposta imune frente a infeccdo favorecendo a atuacdo de citocinas
pro-inflamatorias para reduzir a infecgdo por formas intracelulares de T. cruzi. No caso do
OESC houve aumento na producdo de TNF-a em relagdo ao controle infectado. Contudo,
mais estudos devem ser realizados para caracterizar melhor o perfil imunomodulador dos
oleos essenciais estudados.

Na doenca de Chagas em humanos, a ativacdo de macrdéfagos e células NK para
producdo de citocinas e moléculas efetoras, bem como a producdo de anticorpos por células
plasmaticas, levam ao controle dos niveis parasitarios, 0s quais sdo observados nos estadios
tardios da fase aguda e durante toda a fase cronica. A producdo de moléculas anti-
inflamatorias, principalmente a producdo de IL-10, influencia o controlo da resposta imune,
diminuindo o dano tecidual e permitindo que a doenca progrida para a fase crénica. Existem
evidéncias de que a predominancia de um ambiente inflamatério durante a fase crénica esta
associada a formas sintomaticas (cardiacas e digestivas), enquanto que o predominio do
ambiente antiinflamatdrio estd correlacionado a manutencdo da forma indeterminada
(ANDRADE et al., 2014). Desta forma, nossos resultados apontam que o OESC apresentou
resultado promissor na alteracdo de producdo de citocinas importantes na fase aguda da
doenca, entretanto, seus resultados ndo sdo interessantes na fase crénica da doenga, uma vez
que pode favorecer ao surgimento das formas sintomaticas da doenca.

A composigdo quimica do OE influencia diretamente sua agdo na produgdo de
citocinas e/ou na modulacdo de expressdo de genes de citocinas pro-inflamatdrias e anti-
inflamatorias (MIGUEL, 2010). O componente majoritario geralmente define a atividade
biolégica do OE ou pode ser modulado por componentes em menores quantidades (RAMOS
etal., 2013).
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Estudo prévio demonstrou que em ensaios in vitro, o trans-cariofileno (um dos
compostos majoritarios dos OEs de EB, HF, HP e HS) inibiu a producdo de Oxido nitrico
(ON) mediada por INF-y; e teve acdo citotoxica seletiva para as formas amastigotas
intracelulares de Leishmania sp. e T. cruzi em macrofagos (SOARES et al., 2013). Nossos
resultados mostraram que o OEHF, o qual apresentou 15,24% trans-cariofileno, diminuiu
significativamente a producdo de ON em relacdo ao controle infectado nédo tratado. O OEHP
que apresentou o maior percentual de trans-cariofileno (30,91%) ndo apresentou alteracGes
estatisticamente significantes na producdo desta espécie reativa de oxigénio, devido
possivelmente a acdo de outros componentes deste OE.

De acordo com Chang et al. (2013), o trans-cariofileno exibe uma potente atividade
neuroprotetora dose-dependente relacionada a regulacdo de mediadores inflamatérios como
IL-B, IL-6, ciclo-oxigenase 2, éxido nitrico e prostaglandina E2. Em adicdo, além de atuar
como anti-inflamatorio, o trans-cariofileno é agonista do CB-2, age bloqueando sistemas
opioides e colinérgicos (RAYMUNDO et al., 2011).

Foi possivel observar que 0 OELM apresentou a¢do imunomoduladora com a reducgéo
de producdo de citocinas envolvidas com o perfil Thl e Th2 (TNF-a, IL-6, IL-10), bem como
a reducdo da producdo de ON. O TNF-o desempenha papel imunoregulador e na infecgédo
pelo T. cruzi atua como tripanocida por induzir a producdo de ON. Porém, em quantidades
exacerbadas o ON pode ser toxico para células de mamifero (PISSETTI et al., 2011).

A 1L-6 é uma citocina inflamatdéria com acdo pleiotrépica que medeia funcles
fisioldgicas, dentre as quais, proliferacdo celular e sobrevivéncia celular. Na infec¢do por T.
cruzi desempenha papel na protecdo de cardiomiécitos (PONCE et al., 2013).

De acordo com Alavinezhad e Boskadaby (2014), os OEs ricos em timol e carvacrol
possuem atividade anti-inflamatéria por reduzirem a producdo das citocinas inflamatdrias
TNF-a, IL-8 e IL-1pB; inibirem a produgdo de ON; e estabelecerem um equilibrio na resposta
imune do perfil Thl e Th2. In vivo o carvacrol reduziu a produgédo de TNF-a, IL-6 e ON em
sepse induzida por LPS (KARA et al., 2014). Recentemente Gholijani e Amirghofran (2016)
demonstraram que os efeitos imunossupressores do timol e do carvacrol ocorrem devido a
mudangas induzidas em fatores-chave de transcricdo envolvidos na diferenciagdo dos
subconjuntos de celulas T em esplendcitos de camundongos. Os resultados da andlise da
expressao de citocinas e do RNAmM (em soro e ex vivo) mostraram que timol e carvacrol
reduzem a expressdo de T-bet, GATA-3 e fatores de transcricgdo RORcc essenciais para a
maturagdo/funcdo das células Thl, Th2 e Th17, respectivamente. Segundo Fachin-Queiroz et

al. (2012), o carvacrol possui efeito anti-inflamatério e o timol tem efeito pré-inflamatorio.
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Talvez esse antagonismo favoreca o estabelecimento do equilibrio entre a resposta imune do
perfil Thl e Th2, o que e essencial em patologias inflamatdrias crénicas, como o0 caso da
doenca de Chagas.

O OE de S. coronata, rico em acidos graxos, apresentou potencial imunomodulador
por diminuir a produgdo de IL-10 e aumentar a produgéo de TNF-a. De acordo com Li et al.
(2004), os &cidos graxos de cadeias longas insaturadas (C16-C20) foram os responsaveis pela
acao anti-inflamatoria do extrato de Tinospora smilacina, possivelmente pela competicdo da
enzima de afinidade do acido araquidénico. Enquanto que o OESC, avaliado no presente
estudo, ndo alterou a producdo de ON, o extrato aquoso de S. coronata analisado por
Rodrigues et al. (2011b) aumentou significativamente a producdo de ON em macréfagos
infectados com Leishmania amazonensis em relacdo ao controle infectado e ndo tratado.
Embora os produtos sejam oriundos da mesma espécie de planta, suas composi¢fes sdo
completamente diferentes, enquanto o OE é rico em compostos lipofilicos o extrato aquoso é
formado por moléculas hidrofilicas, justificando desta forma suas ac¢Ges diferentes em relacdo
a producao do ON.

Segundo o manual de triagem de compostos para doencas negligenciadas causadas por
protozoarios Kinetoplastidas do Drugs for Neglected Diseases initiative (2009), o critério de
selecdo para o estudo do mecanismo de acdo € que 0os compostos devem ser pelo menos dez
vezes mais ativos contra a forma intracelular em relacdo a célula de mamifero. No nosso
estudo, os OEs de E. brejoensis e H. pectinata apresentaram respectivamente os IS de 20,11 e
10,2 para amastigotas; sendo portanto selecionados para investigacdo dos mecanismos de
acao.

A compreensdo da biologia celular dos parasitas e o alvo de a¢do de drogas conhecidas
podem fornecer informacfes importantes sobre as organelas/vias metabolicas alvos
permitindo um desenho mais racional de novos farmacos. A microscopia eletrénica aliada a
utilizacdo de sondas fluorescentes em analises através de microscopia confocal e citometria de
fluxo podem elucidar os mecanismos de acdo de compostos sobre Trypanosoma cruzi. Neste
sentido, avaliamos o efeito dos OEs que apresentaram ISe >10 sobre a ultraestrutura de
formas tripomastigotas e amastigotas intracelulares e extracelulares presentes no sobrenadante
de culturas de células Vero infectadas por T. cruzi.

Nossos resultados mostraram que os OEs de EB e HP foram capazes de causar
alteracOes drasticas, de forma dose-dependente, tanto em tripomastigotas e amastigotas livres
guanto nas presentes no interior de células Vero preservadas. Interessantemente, nossos

resultados demonstraram que os OEs em parasitas intracelulares apresentaram efeito mais
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brando do que as formas livres no sobrenadante da cultura. Da mesma forma, tripomastigotas
aparentemente foram mais resistentes a acdo de ambos os OEs do que as formas amastigotas e
formas intermediarias em processo de diferenciacdo. Estes dados estdo compativeis com 0s
valores de CLsp para formas tripomastigotas quando comparadas com as Clsp para formas
amastigotas.

Dentre as alteracfes encontradas nas células tratadas com OEEB e OEHP podemos
citar o aparecimento de espacos eletronluscentes (provavelmente devido ao inchamento das
cisternas do reticulo endoplasmatico e do complexo de golgi), aumento de vacuolos, perda de
material citoplasmatico, desorganizacdo do k-DNA, incha¢o mitocondrial e aparecimento de
estruturas semelhantes a autofagossomos. Intensa vacuolizagdo do citoplasma,
desorganizacdo da estrutura interna e o inchagco da mitocondria destes parasitas também foram
relatados em células tratadas com terpenos e OEs (IZUMI et al., 2012). As alteracfes
morfolégicas atribuidas e estes compostos em T. cruzi podem ser explicadas por sua
propriedade lipofilica, que permite atravessar a membrana plasmatica e desta forma afetar
vias metabdlicas e organelas, além de causar danos na membrana plasméatica que podem
desencadear em lise celular. A acdo combinada dos constituintes dos OEs geralmente
apresenta citotoxicidade superior aos componentes isolados, por atuar em diferentes alvos
intracelulares (AZEREDO; SOARES, 2013). No entanto, a maioria dos parasitas observados
por microscopia eletrbnica de transmissdo apresentou membrana plasmatica integra,
principalmente na menor concentracdo dos OEs testada. Para investigarmos o efeito dos OEs
sobre a integridade da membrana e inferirmos o tipo de morte celular induzido pelo
tratamento com o OEEB e o OEHP, utilizamos as sondas fluorescentes anexina V (AV) e 0
iodeto de propidio (IP). A redistribuicdo da fosfatidilserina (FS) do folheto interno da
membrana plasmatica para o externo é uma das caracteristicas indicativas de células em
processo de apoptose. A apoptose pode culminar na perda da integridade da membrana
plasmatica evoluindo para um processo de necrose. A proteina AV tem afinidade pela FS na
presenca de fons de Ca*? e é bastante utilizada para identificar células em processo de
apoptose. O IP é uma sonda fluorescente que marca o nucleo de células que perderam a
integridade de membrana plasmatica. O IP utilizado em conjunto com a AV pode distinguir
células em inicio de apoptose (marcadas apenas com AV), células em apoptose tardia (duplo
marcadas para AV e IP) e células em processo de morte celular por necrose (marcadas apenas
com IP) (BOUCHIER-HAYES et al., 2008). Nossos resultados de citometria de fluxo
utilizando os marcadores AV/IP demonstraram que cerca de 80% das tripomastigotas

controles apresentaram-se negativas para os dois marcadores. De forma semelhante, o OEHP



92

e 0 OEEB em tripomastigotas e epimastigotas ndo induziram de maneira significativa a morte
celular tanto por apoptose quanto por necrose, ndo chegando a ser 1,5 vezes superior a
encontrada nas células controle sem tratamento. Os resultados de marcacdo com AV/IP para
formas tripomastigotas corroboram com os achados da microscopia eletrénica de transmissédo
mostrando que outro processo pode estar envolvido na morte induzida pelo tratamento com o
OEEB e o OEHP. De fato, o aparecimento de estruturas autofagicas em formas amastigotas,
observadas através da microscopia eletronica de transmissdo pode ser um indicativo de que o
processo de autofagia possa estar ocorrendo. A autofagia representa um mecanismo de
homeostase celular para a reciclagem e degradacdo de organelas, principalmente em resposta
a falta de nutrientes permitindo um melhor aproveitamento dos recursos disponiveis. No
entanto, sob certas condicdes como estresse persistente induzido por drogas, a autofagia pode
evoluir para um ponto sem volta levando morte celular por apoptose ou necrose (OROGO;
GUSTAFSSON, 2015).

As mitocondrias sdo organelas celulares essenciais para 0 metabolismo energético,
responsaveis pela respiracdo e fosforilacdo oxidativa. A manutencdo do potencial de
membrana mitocondrial (Aym) € crucial para os processos metabdlicos ocorridos nesta
organela e a alteracdo neste potencial é um indicador de disfuncdo celular. Uma das
caracteristicas mais marcantes de tripanosomatideos parasitas é a presenca de uma Unica
mitocdndria exibindo caracteristicas estruturais e fisiologicas que sdo distintas das
encontradas em celulas de mamifero. Estas caracteristicas fazem da mitocondria um alvo
interessante para prospec¢do de novos agentes terapéuticos contra estes parasitas (MACEDO-
SILVA et al.,, 2011). Além do mais, estudos tém demonstrado que esta organela é um dos
alvos da acdo dos OEs e seus compostos terpénicos (VILLAMIZAR et al., 2017; 1IZUMI et
al., 2012).

Desta forma, investigamos se o tratamento com os OEs era capaz de causar alteragdes
na funcionalidade da mitocondria. Para analisarmos se os OEs estudados causavam alteragdes
no Aym utilizamos a rodamina 123 (Rho 123). A Rho 123 é um fluorocromo lipofilico que se
difunde facilmente através de membranas e se acumula em areas cujo potencial de membrana
é negativo, tais como a matriz mitocondrial. A absor¢do de Rho 123 é proporcional ao
potencial de membrana mitocondrial. A hiperpolarizagdo da membrana induz a entrada de
Rho 123, enquanto que a despolarizacdo diminui a fluorescéncia de Rho 123 (HUANG et al.,
2007). As formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas com OEEB e o OEHP apresentaram
hiperpolarizacdo significativa do Aym, conforme demonstrado pelos valores do indice de

variacdo > + 1. Apesar das formas epimastigotas apresentarem valores positivos de indices de
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variacdo, o processo de hiperpolarizacdo foi bem mais discreto do que o apresentado pelas
formas tripomastigotas, sugerindo uma maior susceptibilidade da mitocéndria nesta forma
evolutiva em relacdo a forma epimastigota.

A cadeia transportadora de elétrons é formada por complexos de proteinas localizados
na membrana mitocondrial interna e & medida que os elétrons séo transportados, prétons séo
produzidos e bombeados da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar. Esses eventos
formam um potencial eletroquimico através da membrana, conhecido por potencial de
transmembrana mitocondrial (Agm) (BOUCHIER-HAYES et al., 2008). Alteragdes no Aym
estdo associadas com estresse oxidativo, apoptose e autofagia (SCHERZ-SHOUVAL,
ELAZAR, 2007).

As alteracOes ocorridas nas mitocondrias podem ser originadas pelos efeitos nocivos
induzidos por compostos toxicos enddgenos, dentre estes, as espécies reativas de oxigénio
(EROs) (BRITTA et al., 2014). A mitocondria € a principal fonte intracelular de EROs através
da cadeia transportadora de elétrons durante a producdo de ATP. Alteraces no Aym podem
elevar a producéo de EROs através da cadeia transportadora de elétrons. Em decorréncia da
alteracdo no Aym das formas tripomastigotas tratadas com os OEs, investigamos a producao
de EROs através do marcador MitoSox. O MitoSoxRed é marcador especifico de producdo de
EROs pela mitocondria ap6s estimulos de estresse oxidativo (FERNANDES et al., 2012).
Nossos resultados mostraram discreto incremento na produgdo de EROs em formas
tripomastigotas tratadas com o OEEB. O aumento de EROs pode ocasionar danos
mitocondriais seguido pelo aumento da permeabilidade de suas membranas, resultando na
liberacdo de EROs para o citosol e contribuindo para ativacdo de morte celular por apoptose.
As EROs podem causar efeitos destrutivos ao reagirem com macromoléculas biologicas,
dentre estas, lipidios, proteinas e DNA (DESOTI et al., 2012).
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7 CONCLUSOES

a)

b)

d)

e)

f)

9)

Exceto para o 6leo essencial de S. coronata, que apresentou como componentes
majoritarios os &cidos graxos, a analise quimica dos 6leos essenciais permitiu a
identificacdo de monoterpenos e sesquiterpenos e seus derivados oxigenados como
principais constituintes;

Todos os 6leos essenciais apresentaram moderada toxicidade para células de mamifero
e baixa atividade hemolitica;

Com excessdo do 6leo essencial de S. coronata, os demais 0leos essenciais foram
capazes de inibir o crescimento e a viabilidade de todas as formas evolutivas de T.
cruzi e apresentaram-se mais seletivos ao parasito em relacdo ao controle com
benzonidazol;

Os 6leos essenciais de E. brejoensis e H. pectinata foram considerados mais ativos
contra T. cruzi e menos toxicos para células de mamifero como observado pelo ISe;

O 6leo essencial de S. coronata induziu aumento na producéo de TNF-a e diminuigdo
na producao de IL-10;

A anélise através de microscopia eletronica de transmissdo e citometria de fluxo
apontam a mitocdndria como uma das organelas alvo e a autofagia como um dos
possiveis mecanismos de morte celular induzida pelos Oleos essenciais de E.
brejoensis e H. pectinata em formas tripomastiogota e amastigota de T. cruzi;

Os nossos dados sugerem que os 6leos essencias estudados, principalmente os 6leos
essenciais de E. brejoensis e H. pectinata, sdo promissores para o desenvolvimento de

novos agentes quimioterapicos para a doenca de Chagas.
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Abstract

Background: Essential oils (EOs) are known as a rich source of chemically diverse compounds
with relevant biological activities being used in the traditional medicine for the treatment of
infectious diseases. Aim: In this work we analyzed the chemical composition and the effect in
vitro of EOs from Caatinga plants Eugenia brejoensis (EBEO), Hyptis pectinata (HPEO),
Hypenia salzmannii (HSEO), Lippia macrophylla (LMEO) and fruit of Syagrus coronata
(SCEO) on Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease. Material and Methods:
The EOs were extracted through steam distillation and its chemical composition analyzed by
GC/MS. The trypanocidal activity against epi- and trypomastigote was evaluated by optical
microscopy and the cytotoxicity to mammalian cells by MTT. The effects of EOs on parasite
infection in macrophages were estimated by determining the survival index and the percentage
of infection inhibition. The cytotoxicity for the parasite was compared to those of parasite by
determining the Selectivity Index (SI). Results: Overall, 115 compounds were identified: The
main constituents of EOS were: 6-cadinene (15.88%), trans-caryophyllene (9.77%) e a-Muurolol
(9.42%) for EBEO; trans-caryophyllene (15.24%), bicyclogermacrene (7.33%) e cis-calamenene
(7.15%) for HFEO, trans-caryophyllene (30.91%), caryophyllene oxide (13.19%) and
spathulenol (5.68%) for HPEO; Xanthoxylin (17.20%) trans-caryophyllene (14.34%) and
methyl-eugenol (5.60%) for HSEO; Thymol (49.81%), carvacrol (31.6 and o-cimene (10.27%)
for LMEO and octanoic acid (38.83%) dodecanoic acid (38.45%) and decanoic acid (20.51%)
for SCEO. All the tested oils showed an inhibitory effect on the growth and survival of all forms
of 7. cruzi and moderate cytotoxicity towards the mammalian cells (100 < CCsp < 500 pg/mL).
The EO of E. brejoensis was the most effective against the parasite presenting higher Selectivity
Index for trypo- (SI= 14.45) and amastigote forms (SI=20.11). Except for SCEO, which
presented high cytotoxicity for both parasite and mammalian cells, all the oils demonstrated to
be more selective for the parasite than the reference drug benznidazole. Conclusion: Taken
together our results point the essential oils from Caatinga plants, especially Eugenia brejoensis,
as promissory agents for the development of new drugs against Chagas disease.

Keywords: Essential Oils, chemotherapy, Trypanosoma cruzi, Chagas disease.

1 Introduction

Essential oils (EOs) are a complex mixture of compounds from the secondary metabolism
of plants. They are usually volatile, odorous and may contain up to 100 individual molecules,

which are constituted mainly by monoterpenes and sesquiterpenes, phenylpropanoids and
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isothiocyanates (Sharifi-Rad et al., 2017). In the nature, these plant derived-compounds confer
protection by acting as antimicrobial, antiviral and antifeedant agents (Bakkali et al., 2008,
Sharifi-Rad et al, 2017). EOs also exhibit diverse biological activities as analgesic, anti-
inflammatory, antiparasitic, antioxidant and antitumoral (Swamy et al., 2016). In this regard,
EOs has been used since ancient times by traditional medicine for the treatment of several
pathological conditions (Piatkowska and Rusiecka-Zidlkowska, 2016). Furthermore, these
secondary metabolites have been proven to be safe with low side effects and toxicity to
mammalian cells. So far, only a few studies have addressed the effect of EOs and their
components against parasitic trypanosomatids (Barros et al., 2016, Borges et al., 2012, Oliveira
et al., 2009, Santoro et al., 2007).

Trypanosoma cruzi i1s a hemoflagellate parasite protozoan that causes Chagas disease
(CD). Thus 1llness affects about 7 million people around the world, being endemic in 21 Latin
American countries. It s estimated that CD lead to more than 7,000 deaths per year and there are
about 25 million people at risk of infection (WHO, 2015). The clinical course of the infection 1s
characterized by two distinct phases: the acute phase, defined by high parasitemia and
nonspecific symptoms, and chronic phase, which is long, progressive and potentially fatal,
causing severe damage to the cardiac and gastrointestinal systems (Cucunba et al., 2016). In the
absence of preventive vaccine, the clinical management of CD relies on the use of two drugs:
benznidazole and nifurtimox. Both drugs have high toxicity and its efficacy in the chronic phase
of disease 1s questionable (Bermudez et al., 2016). In face of these drawbacks, the search for
new drugs more effective and less toxic for the treatment of CD (Beaumer et al., 2016) has been
pursued by many research groups (Paula et al., 2015).

In the prospection of potential chemotherapeutic agent against 7. cruzi our group has
focused on the study of EOs from the Caatinga biome. This exclusive Brazilian biome is one of
the most biologically diverse semi-arid regions in the world, covering 10% of the national
territory. The Caatinga 1s characterized by elevated temperatures, seasonally dry forest, irregular
rainfall regime and shrubb-spiny vegetation (Almeida et al, 2006). These unique climatic
conditions provide singular adaptive features, driving species to evolve specific physiological
behaviour to deal with adverse environments (Almeida et al., 2006, Silva et al., 2013). Thus
plants from Caatinga constitute a source of compounds, that has been attracted increasing
attention in an attempt to develop new antiparasitic drugs (Silva et al., 2014, Trentin et al.,
2011). Previous studies have reported the pharmacological potential of Caatinga plants as
insecticidal (Melo et al., 2015), antimicrobial (Trentin et al., 2011), antifungal (Biaso-Garbin et
al., 2016), anti-inflammatory, antinociceptive (Paiva et al., 2013), antiproliferative, antioxidant
(Melo et al., 2010) and leishmanicidal (Vila-Nova et al., 2012). EOs from Caatinga plants have
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also demonstrated relevant biological activities. For instance, the EOs of Vanillosmopsis
arborea, Lippia sidoides and Croton zehntneri presented antimalarial activity both in vitro and in
vivo (Mota et al., 2012), whereas the EOs from Annona vepretorum, Hyptis leucocephala and
Lippia gracilis showed antioxidant, antibacterial, analgesic and anti-inflammatory properties
(Araujo et al., 2015, Mendes et al., 2010, Santos et al., 2015).

In this study we aimed to mvestigate the chemical composition and trypanocidal activity of
EOs from leaves of Eugenia brejoensis (EBEO), Hyptis fruticosa (HFEO), Hyptis pectinata
(HPEO), Hypenia salzmannii (HSEO), Lippia macrophylla (LMEO) and seeds of Syagrus
coronata (SCEO). The choice for these species was due to its use in folk medicine and its

antimicrobial activities already reported in the literature (Table 1).

2 Materials and methods

2.1 Plant Materials - The leaves (Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata,
Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla) and seeds (Syagrus coronata) were collected (March
2013) from mature individuals in Parque Nacional do Catimbau (8° 24 00 e 8°36 35 S ¢ 37° 09
30 e 37° 14 40 WG) in the state of Pernambuco, Brazil. According to Brazilian law, the
permission to collect the plants were authorized by the Brazilian Ministry of Environment
(SISBIO authorization number 26743-3). The plants were identified by A.G. Silva and voucher
specimens were deposited at the Herbarium of the Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA).
Voucher numbers are given in Table 1

2.2 Extraction and Chemical composition of the Essential Oils - Powdered plant material was
submitted to hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus (300 g, 3 h). The EOs obtained
were filtered, weighed and then the oil yield was calculated in terms of % (w/w). Essential oils
was then stored in a dark flask and refrigerated (at + 5°C) until use. The EOs were subjected to
gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS, Agilent Technologies 5975C
Series, equipped with a DB-5 fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm 1.d.x 0.25 pm). A
sample (1 pL) was injected m split mode (50:1), injector temperature at 250°C. Oven
temperature: 40°C for 2 min, then increased to 230°C at 4°C/min and held at 230°C for 5 min.
The carrier gas flow was helium (1 mL/min.), constant pressure of 7.0 psi and mass selective
detector source and quadrupole temperatures set to 230°C and 150°C, respectively; MS obtained
at 70 eV and recorded in the range 35-350 m/z at 1.0 scan/s. The identification of the
components of the EOs was proceed by comparison of retention indices, obtained by co-injection
of sample with C9-C30 linear hydrocarbons and calculated according to the Van den Dool and
Kratz equation (van Den Dool et al., 1963; Bezerra-Silva et al., 2016) with those reported in the

4



literature. The MS data acquired for each component were matched with those stored in the mass
spectral library of the GC-MS system (MassFinder 4, NISTO8 and Wiley Registry™ Oth
Edition) and with published spectra (Adams RP, 2009) 1in order to confirm identity. For the
experiments, the EOs were dissolved in DMSO at 50 mg/mL (stock solution) and further in
culture medium at 1 mg/mL (work solution). All the experiments were carried at concentrations
of DMSO that were considered non toxic for the parasites or mammalian cells.

2.3 Parasites - Epimastigote forms (Dm28c strain) were maintained at 28 °C i LIT medium
(Tryptose Liver Infusion) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS). Three-day-old
epimastigotes, at the mid-logarithmic phase of growth, were used in the experiments. 7. cruzi
blood trypomastigote forms (strain Y) were obtained from infected Swiss albino mice by cardiac
puncture at the parasitemia peak (7 days pi). These cells were maintained in VERO cells in
RPMI 1640 medium (Sigma -Aldrich, Co., St. Lous, MO, USA) at 37 °C and 5% CO..
Intracellular amastigote forms were obtained from the trypomastigote inoculation in cultures of
peritoneal macrophages of Balb/c mice, maintained in RPMI 1640 medium at 37 °C.

2.4 Trypanocidal activity - Epimastigotes forms cultivated for 48 h (phase log) were adjusted to
a final inoculum of 1 x 10° cells/mL in LIT medium with 10% FBS. Afterwards, they were
added to a 24-well microplate containing increasing concentrations of each essential oil (15.6-
250 pg/mL). The parasite growth was daily estimated by direct counting in a Neubauer’s
chamber for 24, 48 and 72 h. The concentration able to inhibit 50% of the parasites (ICsp) was
estimated by linear regression. Each assay was performed in triplicate and three independent
experiments. Trypomastigote forms (10° cells/mL) were incubated at 37 °C with different
concentrations of essential oils (15.62 to 250 pg/mL) in RPMI medium with 10% FBS in 96
wells microplate. After 24 h the number of viable parasites was estimated by direct counting in a
Neubauer's chamber. Each experiment was performed in quadruplicate and control groups (non-
treated trypomastigote forms) were cultivaded in presence of DMSO 0.1%. To evaluate the
effects of EOs on the intracellular amastigote forms, a suspension of murine peritoneal
macrophages at 2x10° cells/mL were seed in a 24-well microplate containing a round coverlips
in the bottom of each well. The cells were cultivated in RPMI supplemented with 10% of FBS at
37 °C for 3 h until complete adhesion to the coverslip. Afterwards, trypomastigote forms were
added to the wells at a ratio of 5:1 parasites/host cell. After 3 h, non-internalized parasites were
removed and the cells were incubated in the absence (control cells) or presence of different
concentrations of EOs and cultivated for 24 h at 37 °C m a 5% CO; atmosphere. Then the
coverslips were fixed with methanol, stained with Giemsa, and permanently mounted with
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). A total 200 cells were counted using light microscope
and the percentage of infected cells and the number of intracellular parasites/infected cell was
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estimated. The survival index (percentage of infected cells < number of amastigotes per cell) and
ICsg value were also determined.

2.5 Cytotoxicity assay - Murine peritoneal macrophages were seeded in a 96-well microplate at a
concentration of 2 x 10° cells/mL in RPMI medium without phenol red supplemented with 10%
FBS and then incubated at 37 °C in a humidified 5% CO; atmosphere for 24 h. Afterwards, the
EOs at different concentrations (15.62-250 pg/mL) were added to each well and the samples
were cultivated for 48 h at 37 °C, in a humidified 5% CO, atmosphere. After incubation, the cells
were washed and 2 mg/mL MTT was added to each well. The microplate was incubated for 3 h
at 37 °C m 5% CO; atmosphere. DMSO was added to each well to solubilise the formazan
crystals formed, and absorbance was read at 540 nm using a Benchmark plus (Bio-Rad®,
California, EUA) spectrophotometer. The concentration able to kill 50% of the cells (CCsp) was
calculated by linear regression. Then, the selective index (SI), that indicates the toxicity of the
parasite compared to the host, was calculated using the rate both CCsy and LCs. Each assay was
carried out in quadruplicate and two independent assays.

2.6 Cytotoxicity to erythrocytes - The hemolytic activity was investigated by incubating 100 pL
of serially diluted EOs in saline solution (NaCl 0.85% + CaCl,) with 100 pL of 2% red blood
cells suspention (human O) for 3 h at 37 °C in a 96-well microplate (U-bottom shape) under
constant agitation. The microplate was centrifuged at 1500 g for 4 min. Cell lysis was then
measured spectrophotometrically (540 nm). Erythrocytes in saline and cell treated with Triton X-
100 were used as negative and positive control of hemolysis, respectivelly. The results were
determined by the percentage of hemolysis compared to the positive control (100% hemolysis)
and negative control (0% hemolysis), and the experiments were performed in quadruplicate in
two independent assay.

2.7 Ethical Standards- All experiments involving the use of experimental animals (male
BALB/c mice) were performed in accordance to the ethical standards of Fundagdo Oswaldo
Cruz and were approved by the ethics committee (CEUA-FIOCRUZ-CPQAM 60/2014).

2.8 Statistical analysis- Statistical analysis was performed using ANOVA. The data were
analyzed by GraphPad Prism 5.0 program (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3 Results and discussion
The essential oils (EOs) and their isolated constituents represent excellent prototypes for

the synthesis of new chemotherapeutic agents due to the singular chemical characteristics of

their constituents, usually small (< 300Da) lipophilic molecules able to cross the cellular



membrane and interact with intracellular targets, which play important physiological roles to
pathogen survival, proliferation and differentiation (Dhifi et al., 2016).

In this study we analyzed the chemical composition of EOs from leaves and seeds of six
Caatinga plants used i the traditional medicine: E. brejoensis (EBEO), H. fruticosa (HFEO), H.
pectinata (HPEO), H. salzmannii (HSEO), L. macrophylla (LMEO) e S. coronata (SCEO). These
plants have been already reported in the literature as having biological activities against several
pathological conditions, including infectious diseases (Table 1).

The chemical analysis of EOs identified 115 of 163 compounds. The LMEO e SCEO have
100% of their constituents identified by GC-MS. The sesquiterpenes were the most abundant
compounds found in EBEO (93.83%), HFEO (69.57%), HPEO (77.51%) and HSEO (56.07%),
most of them corresponding to hydrocarbon sesquiterpenes. Conversely, the LMEO is basically
constituted by monoterpenes (98%), whereas 100% of compounds found i the essential o1l from
seed of SC were fat acids. Usually, monoterpenes, sesquiterpenes and their oxigenated
derivatives are the main components of EOs, though diterpenes and phenylpropanoids can be
found to a different extent. Many of these molecules existing in low concentrations, whereas
some of them are found in concentration up to 70% of total oil being the main responsible for the
biological activities attributed to EOs (Sharifi-Rad et al., 2017).

The mam constituents of EBEO were the o6-cadinene (15.88%), trans-caryophyllene
(9.77%) e a-Muurolol (9.42%). The same major compounds were identified by Silva et al.
(2015) for this plant. Nonetheless, the relative abundance of these constituents differed to some
extent from those found in our study, corresponding to 22.6%, 14.4% and 9.34% for 6-cadinene,
trans-caryophyllene and a-Muurolol, respectively. Although E. brejoensis specimens utilized in
our study have the same origin from those used by Silva et al. (2015), the variation on the
chemical composition observed for this EO was probably due to the different seasons of year in
which the samples were harvested. The HFEO presented trans-caryophyllene (15.24%),
bicyclogermacrene (7.33%) e cis-calamenene (7.15%) as major compounds. The HPEO
presented trans-caryophyllene (30.91%), followed by the caryophyllene oxide (13.19%) and
spathulenol (5.68%). Xanthoxylin (17.20%) was the main constituent of HSEO followed by
trans-caryophyllene (14.34%) and methyl-eugenol (5.60%). Thymol (49.81%), carvacrol (31.6
and o-cimene (10.27%) were identified as the main constituents of LMEO. The octanoic acid
(38.83%) dodecanoic acid (38.45%) and decanoic acid (20.51%) were the main SCEO
constituents (Table 2). Belviso et al. (2013) also have identified the octanoic acid as the main
volatile compound from raw seed of the SCEO. However these authors have also detected the
presence o other minor compounds as y- and &- lactones, deriving from the fatty acid anabolism
pathway not found in our preparation. These differences may be influenced by the extraction
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method by which these EOs were obtamned. The chemical structures of these compounds were
depicted in Figure 1.

Current drugs available for the treatment of Chagas discase, the Benzidazole (BNZ) and
Nifurtimox cause severe adverse side effects due to its high evtotoxicity to mammalian cells,
Therefore, establishing the potential evtotoxic effects of EOs 1s an important 1ssue considering
their use as a chemotherapeutic alternative for these drugs (Mohmod et al., 2015). The LMEO
was the less cytotoxic with CCsy value of about 400.66 pg/mlL, followed by HFEO (CCsp =
333.71 pg/mL), HSEO (CCsp = 303.71 pg/mL), HPEO (CCsp = 261.03 pg/mL), EBEQ (CCs =
251.4 pg/mL) and SCEO (CCsq - 244.22 pg/mL). Rios ct al. (2008) established that EOs
presenting CCsq < 100 pg/ml. are considered as having strong cytotoxic activity. Values of CCqg
between 100 and 500 pg/ml. are considered to be moderately toxic. Values between 500 and
1000 pg/ml are considered as weak cytotoxic, whereas values greater than 1000 pg/ml were
categorized as nontoxic to mammalian cells (Swamy et al,, 2017). Accordingly with these
criteria all the EOs presented moderate cytotoxicity against mammalian cells. On the other hand,
these EOs were considerably less toxic as compared with the reference drug (CCso = 1.69
ug/mL) (Table 3).

Haemolytic assay have long been used in many studies to evaluate the potential of drugs to
causc damage to the plasma membrane (Costa-Lotufo et al., 2002, Zohra and Fawzia, 2014).
Furthermore the hacmolytic action contributes for the cytotoxicity of some drugs to mammalian
cells. The amphotericin B, used for leishmaniasis treatment, for example is able to induce 50%
of hacmolyse at 50.8 uM (Rodrigues et al, 2014). In our study nonc of the EOs presented
hacmolytic activity at concentrations lower than 125 pp/ml., as compared with control cells.
However, at high concentration of 250 pg/ml, an increasing haecmolytic activity was observed
for HSEO (16.7%), HPEO (20.5%) and EBEO (53.4%). The Haemolytic activity of SCEO and
LMEO was below to 5% at all concentrations tested. Interestingly, except to EBEO it was not
possible to correlate the cylotoxicity of EOs with their haemolytic activity. For instance, SCEO
was the second most toxic, but the one that presented the lower haemolytic activity at 250 pg/mlL
among the oils analysed. Our results suggested that the cytotoxic effect observed for SCEO
might be not due to a direct action of this EO on mammalian cell membrane. Conversely, it is
highly probable that, at least at concentrations higher than 250 pp/ml., the cytotoxic effect
observed for EBEO may be attributed to their deleterious effects on the plasma membrane of
parasites (Table 3).

Thereafter, the in vitro trypanocidal actvity of EOs was cvaluated against the three
cvolutive forms of I” cruzi and their efficacy compared to the reference drug BNZ. Our results
demonstrated that all the tested EOs had an inhibitory dose-dependent effect on epimastigote
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forms of 7. cruzi. The best activity against this evolutive form was obtained for EBEO (ICsqu4sh
=29 + 4.5 pg/mL) folowed by LMEO (ICsous, = 37.6 + 5 pg/mL) and HSEO (ICsqusn = 42.13 +
9.34 pg/mL) (Table 3). Epimastigote forms of T cruzi can be easily obtained in abundance from
axenic culture being useful for preliminary screening of drug efficacy using a variety of
approaches. However, the results obtained with this forms may be not actually reflect the
efficiency of compounds on the most relevant life cycle stages of parasite present in mammals
and responsible by the clinical manifestation of disease: the infective trypomastigotes and
intracellular amastigotes (Canavaci et al., 2010). In this regard, we also analysed the effects of
EOs on these forms. As in epimastigotes, the EBEO was also the most effective against the
trypomastigotes (CLson4n= 17.39 £ 0.62 pg/mL) and amastigotes (CCsoman= 12.5 + 1.74 pg/mL),
whereas the less active was the SCEO with values of LCspand ICsg of about 182.49 and 408.33
pg/mL for trypo- and amastigote forms, respectively (Table 3).

The treatment of murine peritoneal macrophages infected with 7. cruzi significantly
inhibited the percentage of infected macrophages, as well as the survival of intracellular
amastigote forms for all EOs tested (Figure 2). The EBEO was the most effective against
amastigote. At 36 pg/mL (corresponding to the L.Csq value for trypomasitogote) this EO reduces
by more than 30% the percentage of infected cells and by 90% the survival index of amastigote
into macrophages (Figure 4). The cytotoxicity against peritoneal macrophages and the parasite
was compared throughout the Selectivity Index (SI). Higher values of SI, which evaluate the
level of selectivity towards 7. cruzi, indicate that a given compound is promising for developing
trypanocidal agents (Silva Junior et al., 2014). The EBEO and HPEO were the most selective EO
presented a SI >10 for both trypo- and amastigote forms. The SCEO was the less selective
towards both forms of parasite with SI= 1.38 and 0.6 for trypo- and amastigote, respectively.
Except for SCEO, the SI towards parasite was always as greater than those found for the
reference drug (BNZ) (Table 3).

The cytotoxicity of EOs against pathogens, including 7. cruzi 1s well known in the
literature (Barros et al., 2016, Borges et al., 2012, Oliveira et al., 2009, Santoro et al., 2007). In
this study we identified the trans-caryophyllene as one of most abundant compounds of EBEO,
HFEO, HPEO and HSEO, being the main constituent of HFEO and HPEO. Interesting, these oils
were those that presented the best SI for trypo- and amastigote forms of 7. cruzi. The
antibacterial (Bernades et al., 2010), antifungal (Kim and Park, 2012) and trypanocidal acitivities
of trans-caryophyllene have been already reported. Izumi et al. (2012) demonstrated that this
molecule alone was about 27 times more toxic to intracellular amastigote of 7. cruzi than
mammalian cells. Furthermore, trans-caryophyllene presented low cytotoxicity towards the
LLCMK2 cells. In the infective trypomastigote forms this compound altered the parasite
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membrane integrity and caused the loss of mitochondrial membrane potential, which lead to
desorganization of k-DNA and parasite death. Trans-caryophyllene also has anti-inflammatory,
antibacterial and antifungal properties, as well as antileishmanial and antimalarial activities
against L. amazonensis and Plasmodium falciparum, respectively (De Souza et al., 2017)

The EBEO was the most effective against trypomastigote and amastigote forms. The
sesquiterpene d-cadinene, the main constituent of this EO, has been reported as having anti-
tumoral activity against ovarian cancer cells. In these cells this compound induced the activation
of apoptotic cascade that ultimately lead to necrosis (Hui et al., 2015). Previous study by Costa
et al. (2013) identified d-cadinene as the main constituent of Annona salzmanni, which presented
antumoral and trypanocidal activities. The cytotoxicity against Vero Cells in this study was
similar to those found for macrophages in our work (CCs¢>250 ug/mL). 8-cadinene alone or in
the crude EO of Ocimum Sanctum also showed leishmanicidal activity (Zheljazkov et al., 2008).

Xanthoxylin/xanthoxyline, a phenolic compound, was the main constituent of HSEO, the
third more effective EO against 7. cruzi. This molecule was the main antifungal constituent
1solated from Sebastiania schottiana (Pinheiro et al., 1999) and used as starting point for the
synthesis of bioactive molecules, specially chalcone, with antispasmodic (Dos Santos et al.,
2006), antifungal (Boek et al., 2005), and leishmanicidal (Boek et al., 2006) activities.

In our study we identify thymol and its isomer carvacrol as the main compounds of
LMEO. The EOs bearing these compounds are recognized by their antimicrobial, leishmanicidal
and trypanocidal activities (Borges et al., 2012, Carvalho et al., 2013, Escobar et al., 2010). The
EOs of Lippia sidoides and L. origanoides which presented 78.4% and 22% thymol respectively
were effective against all the evolutive forms of 7. cruzi with high selectivity towards trypo-
(SI=18.7) and amastigote forms (SI=4.6) (Borges et al., 2012). The importance of hydroxyl
group for the biological activity of thymol and carvacrol has been reported (Xu et al., 2008). The
phenolic hydroxyl group increases the hydrophilic ability of these molecules helping them to
destabilize the plasma membrane of pathogens as bacteria, fungi and protozoan. However,
Santoro et al. (2007) reported that the effect of thymol on 7.cruzi was due to its interaction with
intracellular metabolic pathways or organelles, rather than a direct effect of this molecule on the
parasite membrane.

Although the SCEO was very toxic to both mammalian cells and parasite, resulting in
lower SI, the useful effects of their major constituent octanoic acid has been reported. According
with Kim and Rhee (2015, 2013) the antimicrobial activity of octanoic acid 18 due to the
disruption of bacterial plasma membrane. The high affinity of octanoic and dodecanoic acids

towards the pathogen membrane has been also used to enhance the uptake of antimicrobial and
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antitumoral compounds. In this sense, further investigations using the octanoic and dodecanoic
acids alone are need to highlight the mechanism underlying the cytotoxic effects of SCEO.

It 18 usually assumed that the biological activities of EOs are due to their major
compounds. However, it can not be rule out the possibility of less abundant molecules in the EO
to be more effective than the major compounds (Yap et al., 2014). Indeed, Zheljazkov et al.
(2008) showed that the minor constituents as d-cadinene, found in the EO from basil, have
strongest inhibitory effects against Leishmania donovani. On the other hand, the major
constituents (-)-linalool, eugenol, and methylchavicol of O. basilicum and O. sanctum did not
show any antileishmanial activity when tested alone. In this regard, further studies are still
necessary to identify the main constituent responsible for the trypanocidal effect of EOs and to

better characterize their intracellular targets in 7' cruzi.

4. Conclusion

Taken together, the results obtained herein indicate the essential oils from Caatinga
plants, especially Eugenia brejoensis, as promissory agents for the treatment of parasitic diseases

opening perspectives to development of new drugs against Chagas disease.
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Table 2. Chemical composition of the essential oils from Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata,
Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla and Syagrus coronata.

Kratz Kovatz Composition (in % of the total of oil)
N°  Composto Cale Lit® Cale ILit" EB HF HP HS LM SC
1 n-Nonane 898 900 898 900 - 0.53 - - - -
2 a-Thujene 925 924 928 930 - - 071 012 - -
3 Cyclohexane. propyl- 926 9(%)’7 930 - - 047 - - - -
4 a-Pinene 931 932 935 939 - 1.73 0.72 0.87 - -
3 Camphene 945 946 950 954 - 024 011 - -
6 Sabinene 971 969 975 975 - - 3.4 0.13 - -
7 pB-Pinene 974 9714 977 919 - 077 334 452 - -
8 Octanone <3-> 979 979 082 983 - - 027 069 - -
9 Myrcene 991 988 992 990 - - - - 1.01 -
10 Mesitylene 992 994 992 995 - 0.66 - - - -
11 n-Decane 1000 1000 1000 1000 - 1.12 - - - -
12 Mentha-1(7).8-diene <p-> 1002 1003 1003 1004 - - - 0.27 - -
13 6-3-Carene 1009 1008 1010 1011 - - - 0.21 - -
14 Trimethyl benzene 1021 1021 1023 1025 - 0.40 - - - -
15 o-Cymene 1023 1022 1026 1026 - 078 315 163 1027 -
16  Limonene 1027 1024 1030 1029 - - 0.58 - - -
17 P-Phellandrene 1028 1025 1031 1029 - 0.50 - 4.09 - -
18  Naphthalene. decahydro-. 1052 1053 1055 1059 - 0.38 - - - -
trans-
19  Benzene. 1-ethyl-3.5- 1058 - 1061 1058 - 021 - - - -
dimethyl-

20 y-Terpinene 1059 1054 1062 1059 - - - 010 162 -
21 trans-Sabinene hydrate 1066 1065 1069 1070 - - 0.32 - - -
22 Fenchone 1087 1083 1089 1086 - - 139 034 - -
23 cis-Sabinene hydrate 1097 1098 1098 0198 - - 0.26 - - -
24 n-Undecane 1101 1100 1101 1100 - 0.88 - - - -
25  trans-Thujone 1108 1112 1109 1114 - 0.12 - - - -
26 Camphor 1144 1141 1147 1146 - 0.96 0.11 - - -
27  Terpinene-4-ol 1178 1174 1180 1177 - 015 062 021 044 -
28 Cymen-8-ol <p-> 1186 1179 1187 1182 - - 0.13 - - -
29 Cryptone 1186 1183 1188 1185 - - - 0.22 - -
30 a-Terpineol 1191 1186 1192 1188 - 0.11 - 0.18 - -
31 Octanoic acid 1194 1167 1195 1171 - - - - - 38.83
32  »n-Dodecane 1201 1200 1201 1200 - 0.10 - - - -
33 Thymol. methyl ether 1236 1232 1238 1235 - - - - 0.27 -
34  Thymol 1294 1289 1294 1290 - - - - 49.81 -
35 Carvacrol 1303 1298 1303 1299 - - - - 31.62 -
36  d-Elemene 1340 1335 1341 1338 - 023 155 - - -
37  o-Cubebene 1352 1348 1354 1351 067 216 0.10 0.13 - -
38  Thymol acetate 1356 1349 1358 1352 - - - - 1.68 -
39  Cyclosativene 1370 1369 1372 1371 - 0.15 - - - -
40  o-Ylangene 1374 1373 1375 1375 - - - 0.18 - -
41  Carvacrol acetate 1375 1370 1376 1372 - - - - 1.36 -
42  o-Copaene 1379 1374 1380 1376 1.36 4.66 1.13 0.91 - -
43 o-Funebrene 1383 1380 1384 1382 - - - 0.10 - -
44 p-Bourbonene 1388 1387 1388 1388 - 019 102 177 - -
45 Decanoic acid 1388 1364 1389 1366 - - - - - 2051
46  p-Cubebene 1393 1387 1393 1388 - 0.54 - - - -
47  p-Elemene 1395 1380 1395 1390 Q.73 0.95 231 0.91 - -
48 cis-Jasmone 1401 1392 1401 1392 - - - 0.14 - -
49  Methyl Eugenol 1407 1403 1407 1403 - - - 5.60 - -
50 o-Gurjunene 1413 1409 1413 1409 1.77 - - 027 - -
51  o-Cedrene 1415 1410 1416 1411 - - 0.62 - -
52 trans-Caryophyllene 1423 1417 1424 1419 977 1524 3091 1434 047 -
53  p- Copaene 1432 1430 1434 1432 046 016 020 042 - -
54 f- Gurjunene 1435 1431 1436 1433 - - - 0.08 - -
55  Bergamotene <o-irans-> 1438 1432 1440 1434 - - - 0.09 - -
56  Aromadendrene 1442 1439 1444 1441 1.88 0.58 0.08 0.91 - -
57  Myltayl-4(12)-ene 1446 1445 1448 1447 - - 0.28 - - -
58  o-Himachalene 1447 1449 1448 1451 023 - - 0.22 - -
59 Muurola-3.5-diene <trans-> 1454 1451 1456 1453 - 0.50 - - - -
60  o-Humulene 1457 1452 1459 1454 160 341 157 074 - -
61 Aromadendrene <allo-> 1463 1458 1464 1460 - 0.10 - - - -
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62  Ageratochromene <6- 1464 1461 1466 1463 - - 0.16 - - -

demethoxy->
63  Caryophyllene <9-epi-(e)-> 1465 1464 1466 1466 2.01 027 - 0.41 - -
64 Muurola-4(14).5-diene <cis-> 1466 1465 1468 1466 - - - 0.11 - -
65 B-Acoradiene 1470 1469 1471 1479 - - 0.17 0.26 - -
66  Cadina-1(6).4-diene <trans-> 1477 1475 1478 1476 045 - - - - -
67  y-Muwrolene 1480 1478 1481 1479 218 043 058 219 - -
68  Germacrene D 1485 1480 1486 1481 - 384 447 387 - -
69  Butylated hydroxyanisole 1487 1488 1487 1489 - - - - 0.40 -
70 P-Selinene 1490 1489 1490 1490 140 011 037 0.60 - -
71 Muurola-4(14).5-diene 1496 1493 1496 1493 044 0.45 - - - -
<irans->
72 Vindiflorene 1499 1496 1499 1496 - - - 4.60 - -
73  Bicyclogermacrene 1500 1500 1500 1500 513 733 146 - - -
74 a-Muurolene 1504 1500 1504 1500 3.68 0.55 0.29 1.29 - -
75  Germacrene A 1509 1508 1510 1509 - 026 032 022 - -
76  p-Bisabolene 1512 1505 1512 1505 - - - - 0.32 -
77  y-Cadinene 1518 1513 1519 1513 578 0.94 0.47 1.88 - -
78  Spirovetiva-1(10).7(11)-diene 1521 - 1522 1523 - - 0.56 - - -
79  6-Cadinene 1527 1522 1528 1523 1588 - 132 389 - -
80  Dodecanocic acid methylester 1527 1524 1528 1525 - - - - - 0.07
81  cis-Calamenene 1527 1521 1528 1522 - 715 - - - -
82 Cadina-1.4-diene <trans-> 1536 1533 1537 1534 024 1.21 - 0.09 - -
83 a-Cadinene 1542 1537 1543 1538 093 0.12 0.37 0.54 - -
84  o-Calacorene 1547 1544 1548 1545 0.60 - - 025 - -
85  Elemol 1553 1548 1554 1549 - 027 - - - -
86  Germacrene B 1561 1559 1562 1561 - - 0.36 - - -
87  Nerolidol <(E)-> 1567 1561 1568 1563 - - 0.24 - - -
88  p-Calacorene 1567 1564 1568 1565 - - - 0.09 - -
89 Palustrol 1572 1567 1573 1568 (.83 024 0.17 091 - -
90 Spathulenol 1582 1577 1583 1578 784 5.86 5.68 2.89 - -
91  Dodecanoic acid 1583 1565 1584 1566 - - - - - 3845
92  Caryophyllene oxide 1588 1582 1588 1583 461 292 1319 545 074 -
93  Vindiflorol 1596 1592 1596 1592 070 218 145 072 - -
94  Guaiol 1602 1600 1602 1600 1.14 038 - - - -
95  Ledol 1607 1602 1607 1602 1.98 - - 0.25 - -
96 B-Oplopenone 1613 1607 1614 1607 0.63 - - - - -
97  Humulene epoxide II 1614 1608 1614 1608 - 032 0.46 0.23 - -
98 Cubenol <1.10-di-epi-> 1619 1618 1620 1619 0.59 0.68 0.23 027 - -
99  Junenol 1623 1618 1623 1619 - - 0.33 - - -
100  Eremoligenol 1630 1629 1631 1631 - - 022 - - -
101  y-Eudesmol 1636 1630 1637 1632 - 0.83 - 0.16 - -
102  Aromadendrene eposxide 1642 1639 1643 1641 0.68 - - - - -
<allo->
103 a-Muurolol 1645 1644 1646 1646 942 1.99 348 1.85 - -
104  a-Eudesmol 1655 1652 1656 1653 - 1.50 - - - -
105 ao-Cadinol 1659 1652 1660 1654 833 114 155 175 - -
106  Ageratochromene 1663 1658 1664 1660 - - 1.25 - - -
107  Calamenen-10-ol <cis-> 1664 1660 1665 1661 - - - 0.32 - -
108  Calamenen-10-ol <trans-> 1672 1668 1673 1669  0.57 - - - - -
109  Xanthoxylin 1677 1675 1678 - - - - 1720 - -
110  Tetradecanoic acid 1768 1767 1768 - - - - 0.15 - 1.99
111  Benzeneacetic acid. 2- 1917 1913 1918 1913 - - 0.19 - - -
phenylethyl ester
112 Famesyl acetone 1921 1913 1921 1913 - - 0.37 - - -
113  Hexadecanoic acid 1964 1959 1965 1960 - - 022 145 - 0.15
114 9.12.15-Octadecatrienoic 2142 - 2142 2143 - - - 0.84 - -
acid (Z.2.Z)-
115  Phytol acetate 2221 2218 2220 2218 - - - 0.10 - -
1150f 163
Unditified compounds 546 1903 523 462 - -
Identified compounds 9451 7995 9445 9522 100 100
Total 99.97 9898 99.68 99.84 100 100

* Constituents listed in the order of elution in a non-polar DB-5 column, ” Retention indices (RI) calculated from
retention times in relation to those of a series of Cg-Cyq n-alkanes on a 30 m DB-5 capillary column, © Values taken
from Adams®™, — Not detected. Numbers between brackets indicate the number of compounds of a given class.

21



Figure 1 - Chemical structures of major molecules present in essential oils of Eugenia
brejoensis, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla and Syagrus
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Table 3. In vitro tripanocidal and cytotoxic activities of essential oils from Caatinga plant species.

Concentration pg/mL Selectivity Index (SI)
Essel?cial Epimastigote Trypomastigote Macrophages Amastigote ; ;

Oil ICs, CLg, CCs ICs; Trypomastigote  Amastigote
EBEO 29+45 17.39+0.62 251.4+443 12.5+1,74 14.45 2011
HFEO 578+9 493+55 333.71 £ 40.41 53.7+78 6.76 6.2
HPEO 561+17 25.64+3.26 261.05 + 53.67 255+05 10.18 10.2
HSEO 4213+934 36.27+3.2 303.71 +44.10 35.25+3.07 837 8.6
LMEO 376+5 706+ 75 400.66+11.36 51.76+5.65 5.67 7.7
SCEO 100.6 +38 182.49 + 58.05 244.22 + 2435 408.33 +23.36 1.38 0.6

Bn7' - 0.8+0.18 1.69+0.3 1.36+04 211 1.2

*Bnz= Benznidazole, the reference drug for Chagas disease

Figure 2 Effects of essential oils on the infection and survival of amastigote forms of 7. ¢ruzi in macrophages.
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The data are presented as the mean + SE. *p<0.05 *¥p<0.01 and ***p<0.001 compared with the control group.
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In vitro cell-based assays for evaluation of antioxidant potential of plant-derived

products

Several plant-derived compounds have been screened by antioxidant assays, but many of these
results are questionable, since they do not evaluate the pharmacologic parameters. In fact, the
development of better antioxidants stills a great challenge. In vitro cell-based assays have been
employed to assess the antioxidant effect of various compounds at subcellular level. Cell-based
assays can also reveal compounds able to enhance the antioxidant pathways, but without direct
radical scavenging action (which could not be detected by traditional assays). These methodologies
are general of easy implementation and reproducible making them suitable for the early stages of
drug discovery. Hydrogen peroxide, a nonradical derivative of oxygen, can be employed as an
oxidative agent in these assays due its biochemical properties (presence in all biological systems,
solubility) and capacity of induction cell death. Truthfully, if their limitations aré understood (such
as difference on cell metabolism when in in vitro conditions), theése cell-based assays can provide
useful information about the pathways involved in the proteetive effects of phytochemicals against
cell death induced by oxidative stress, which can be ‘exploited to develop new therapeutic
approaches.

Keywords: natural products, oxidative stress, cell eulture, molecular tools.
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1. Introduction

Free radicals (FR) have the ability to exist independently even containing one or more
unpaired electrons in its orbital, which makes them highly reactive and able to interact with any
adjacent molecules. These compounds are formed by redox reactions working as donor or acceptor
of electrons [1], during the cell respiration, exposition to exogenous factors such as radiation,
tobacco and other toxic compounds and high intake of saturated fats (fried foods, sausages etc.) and
certain medications [2-5]. FR are also crucial in the defense against invading microorganisms and
cancerous cells). FR are derived mainly from oxygen and therefore collectively referred as "reactive
oxygen species" (ROS). ROS can also refer to species that are not FR, but some molecules derived
from oxygen capable of generating FR, such as hydrogen peroxide (H>0O,). Among the ROS, the
superoxide radical (*O,"), hydroxyl radical (*HO) and H,O, are formed in‘all aerobic cells [3]. Free
radicals can also be classified as Reactive Nitrogen Species (RNS)<and.Sulfur Reactive Species
(ERS) [6].

The balance between the factors that promote oxidationsand the action of antioxidant defense
mechanisms (including enzymatic and non-enzymatic compenents) is extremely important in all
biological systems to minimize the FR levels wheréas allow them to perform their physiological
functions [2]. However, as the antioxidant defenses ‘cannot completely remove all FR, the
organisms developed different mechanisms«te repair or replace the oxidative damaged molecules
[1]. The excess of reactive species (caused either by the increase of their production and/or lack or
fail of the defense mechanisms) may lead to damage biological macromolecules (such as lipids,
proteins and DNA), impairing® the homeostatic balance and causing oxidative stress [7,8]. The
accumulated damage on cellular components may contribute to the degeneration of somatic cells
and the induction of patholegies, especially those associated with aging, cancer and Alzheimer's
disease. The role of free radieals in many pathological conditions is still unclear as they do harm in
some ways and good in others. For example, during chronic inflammatory diseases, they cause
tissue damage but ¢an also act as modulators of inflammation, helping to resolve it [9].

When an oxidative imbalance occurs is often indicated the use of exogenous antioxidant
substances, including most importantly the plant secondary metabolites [10]. These compounds are
able to delay the oxidation of molecules by inhibiting the formation (or interrupting the
propagation) of free radicals. They can be also produced by the organism itself as part of its

enzymatic antioxidant defense (reduced glutathione, superoxide dismutase, etc.) or acquired as food
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and/or dietary supplement [1]. Once in the body, an antioxidant compound can act (1) inhibiting the
oxidant enzymes, leading to a reduction of free radicals production; (2) interacting with redox
signaling pathways increasing the cellular antioxidant response; (3) directing the inactivation of
ROS/RNS [11] (Fig. 1).

Several in vitro methods are traditionally used to assess the antioxidant activity of plant
compounds. These methods are based on chemical reactions using different types of solvents and
molecules as control. Despite the importance of these techniques in the prospection of potential
antioxidant molecules, the therapeutic effectiveness of these substances in vivo is still controversial
[12]. The advances brought by cell and molecular biology techniques, made possible to assess
directly the effects of new antioxidants candidates using cell and organism models. Besides making
possible the study of the antioxidant action mechanism involved at subcellular level, in vitro cell-
based assays provide an additional advantage of assessing the potential toxicity of the tested
compound [13]. This review discusses the advantages of cell-based methods for the evaluation of
antioxidant activity of plant-derived compounds, using hydrogen peroxide‘as an oxidative agent.
Because the antioxidant research has a great impact in thesfield of basic science and in food,
cosmetic and health industries, we expect that this review willbe useful for other studies, leading to
the development of a standardized and reproducible methodology for prospection of antioxidant

compounds, promoting knowledge sharing and s€ientific eollaboration in this fascinating area.

2. Overview on in vitro methods used for antioxidant screening

Traditionally, several im vitro cells-free systems have been applied for the selection of
antioxidant compounds from natural products. These assays are in general of rapid implementation,
low cost and allow the screening of several new antioxidant compounds [14, 15], as well the
comparison of the antioxidant capacity of different materials which could be applied in food or
cosmetic preparation [16- 18]. These methodologies can be useful for the determination of the best
extraction method; material characterization, culture condition and plant physiological and
pathological studies in general [19- 23]. On the same way, these methods can be used for asses the
quality of food material (wine, honey, juices, etc.) prevenient of different areas [24], treated or
proceed in different conditions [25, 26] and for floral authentication [27].

According to Kasote et al. [12], depend on the mechanism of inactivation involved, the

methods used for in vitro antioxidant evaluation can be classified in: hydrogen atom transfer (HAT)
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or single electron transfer (SET). The HAT methods are based on the ability of an antioxidant
compound to interact with a free radical by hydrogen donation, resulting in stable compounds. On
the other hand, when an antioxidant transfers one electron to reduce any compound (metals,
carbonyls, and free radicals) we have a SET-based assay (those where the change color is taken as
the reduction of oxidant). A comparative analysis of commonly used in vitro assays is showed in
the table 1.

The lack of validated assay that reliable measure ROS production is a great problem for the
investigation of antioxidant capacity of plant material [28]. The reliability of the currently methods
regarding therapeutic perspectives is questionable for diverse reasons such as: (i) almost all plants
have excellent in vitro antioxidant potential; (ii) the in vitro assays consist in direct chemical
reaction which did not take in account cytotoxic and other pharmacologic_parameters; (iii) the

contradictory results found between in vitro and in vivo studies (for more details see Kasote et al.

[12]).

3. Hydrogen peroxide and cell death

Hydrogen peroxide (H,0,) is a nonradical derivative‘of oxXygen which has emerged as an important
signaling molecule based on its unique biochemical properties: presence in all biological systems,
half-life relative long, and most importantlyssolubility in aqueous and lipid media, which allows it
easily diffuses to their cellular targets [2]. H»O, plays a significant role during pathological
processes such as tissue injury and infections (generated by activated phagocytes in order to combat
the microbial invasion). Currently, H,Q; is also recognized as important for normal physiological
signaling in processes such'as proliferation, migration, survival and autophagy [1, 29]. The ability
of H,O, to diffuse away from the site of its generation makes it a useful diffusible messenger as
well as an intracellular,signaling agent [30]. The H>O, is mainly generated as by-product of aerobic
metabolism and ,mitochondrial respiration. During mitochondrial respiration, oxidative
phosphorylation creates a flux of electrons throughout the respiratory chain, establishing a proton
gradient across inner mitochondrial membrane. This gradient is used as energy source for the ATP
synthesis [31]. The electrons generated by reducing of substrates are transferred to molecular
oxygen through enzymatic complexes (I-V) until reach the cytochrome c oxidase (complex IV)
where the O, is completely reduced to H,O. However, some electrons eventually escape from the

mitochondrial electron transport chain and react with O, to form *O,, which are subsequently
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converted to H,O, by superoxide dismutase present in this organelle [30]. Besides the mitochondria
several enzymatic systems generate H,O, in different intracellular compartments as cytoplasm,

nucleus, endoplasmic reticulum and plasma membrane [31].

H,0; is a relatively weak oxidizing agent in comparison to other ROS (such as hydroxyl
radical). However, when in excess it may induce cell toxicity as it is thought to be the major
precursor of highly reactive free radicals, such as hydroxyl radicals via Fenton’s reaction [1].
Apoptosis signal can be transduced extracellularly by soluble factors, suggesting that H,O» can act
as a paracrine mediator of this process [32]. In this sense H,O, has been widely used as an
exogenous oxidative stress agent in the studies on oxidative stress and cell death [33-35]. The
process of apoptosis induced by H,O» includes increase of p53, loss of mitochondrial membrane
potential, release of cytochrome c and caspase-3, and DNA fragmentationy[36-40] (Fig. 2).
Although most studies indicate a pro-apoptotic role for the hydrogen peroxide, the induction of cell

death by this compound, via necrotic has also been reported [41-43].

4. Cell-based assays, plant-derived compounds and cell'death induced by Hydrogen peroxide

Hydrogen peroxide has been used in différent studies on oxidative stress due to its ability to
react and form other oxidizing agents withsgeod reproducibility [44]. These studies are performed
with bacteria [45], nematodes [46], cell culture [47], fish [48], etc. The resulting knowledge about
the effects of H,O, on cell pathology and:physiology generated from this studies, have encouraged
the use of cell-based system for the evaluation of protective activity of plant-derived compounds
(extracts, proteins, secondary metabolites) against cell death induced by H»O; [13, 49, 50]. For
example, the lectin isolatedfrom Cratylia mollis (pCramoll) and its recombinant counterpart were
able to inhibit the cell, death” induced by H,O, in Vero Cells (monkey kidney fibroblasts), both
proteins were“prevented the deleterious effects of H,O, on mitochondrial potential, lysosomal
damage and DNA fragmentation, which resulted in cell survival and proliferation [13]. Other study
showed that (E)-2-(1-hydroxyl-4-oxocyclohexyl) ethyl caffeine (isolated from Incarvillea mairei)
protected rat pheochromocytoma (PC12) cells to H,O,-induced dysfuntion by inhibition of pro-
apoptotic factors (caspase-3, caspase-7and cytochrome c release; Bax and Bad expression) and up-
regulated the expression of anti-apoptotic proteins Bcl-2 and Bcel-XL [50]. Some more examples of

others plant-derived products inhibiting H,O,-induced damage are listed in the table 2.
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In general, the use of cell-based assays has a great advantage when compared to other cell-
free based in vitro models: the evaluation of the functional status of the cell. By using cell and
molecular biology approaches, it has been possible to determine the antioxidant effect at subcellular
level; thereby the metabolic pathways involved can be revealed. Additionally, cell-based assays can
be used to identify some compounds without a free radical scavenging action but able to target the
antioxidant defense (Fig. 3). Furthermore, a number of cell type such as fibroblasts [15], neural
cells [50], osteoblasts [51], can be tested.

The protective effect of compounds against H,O,-induced cell injury could be tested using
different cell viability methods like the trypan blue exclusion, activity of cellular enzymes (lactate
dehydrogenase, adenylate kinase, and glucose-6-phosphate dehydrogenase), MTT reduction
bromide {[3- ( 4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide]}, MTS assay {3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2- (4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium} and others
[49, 52]. The protective effect can also be more efficiently confirmedsing fluoerescent methods, as
the "Live/Dead assay" (based on the use of "Calcein AM" and<"ethidiumshomodimer-1" probes,
which label live and dead cells, respectively). Similarly, the exaecerbated production of other
reactive species after treatment with H,O» can be assessed using spectroscopy assays (electron spin
resonance, spectrophotometry, fluorescence and luminescence) [53, 54].

Once the protective effect is confirmed, the next stép is to determine the mechanism (s) of
action involved, both at subcellular and moleeulat level. It is known that a protective compound can
(1) act directly by inhibiting the action ‘of the oxidizing agent (H»O,), either intracellularly or
extracellularly; or (ii) act indirectly by, promoting the expression of genes involved in the
antioxidant defense. Several genes (NADPH: quinone oxidoreductase 1, glutathione S-transferases
and aldo-keto reductases) are involved in the antioxidant defense and its expression can be analyzed
by various techniques such.as, real-time PCR, northern or western blot, RNA seq, proteomics, etc.
[55]. Additionally, theilevels<of antioxidant enzymes (Malondialdehyde, superoxide dismutase and
glutathione petoxidase) can be detected spectrophotometrically using several commercial kits [52,
56].

As stated above, cell death induced by H>O» is frequently associated to apoptotic process. In
this regard, the detection of apoptotic cells can be performed by flow cytometry (or other
fluorimetric assays), using a combined assay with the probes "annexin V-FITC (fluorescein
isothiocyanate)" and propidium iodide (PI). In this assay, labeled annexin V (green fluorescence)

bind to externalized phosphatidylserine (PS) during early stage of apoptosis whereas PI intercalates
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DNA in cells where the membrane integrity was lost (necrotic cells). Thus, this approach allows the
discrimination of intact cells, viable (FITC-/ PI-) early apoptotic (FITC+/ PI-) and late apoptotic or
necrotic cells (FITC+/ PI+) and has been widely used in antioxidant and cell viability studies [57].

Fluorescence microscopy allied to the use of fluorescent probes acridine orange/ethidium
bromide (AO/EB) or Hoechst staining can be employed for morphological assessment. Fen-Fang
and co-works [56] studying the protective effect of plant-derived formula on human ECV300 cells
demonstrated that viable cells are stained only by AO and presenting bright green nuclei and intact
structure. In the other hand, cells treated with different concentration of H,O, are stained by both
AO and EB presented reduced size with condensation of chromatin (dense fluorescent orange areas
in late apoptotic cells). Hoechst 33342 is membrane permeant probe that binds to adenine-thymine-
rich regions (AT) of DNA leading to an intense labeling of nucleus. For this reason, this probe is
useful to detect nuclear changes as shrinkage, chromatin condensation and fragmentation. By
coupling flow cytometry with microscopy analysis a powerful detection of apeptotic cells can be
reached [58] with this compound.

Another important marker of cytotoxicity induced by HO» is'fragmentation of DNA. When
H,0, directly interacts with a cell an excessive ROS is formed (such as hydroxyl radicals) leading
to DNA breaks. Furthermore, the activation of endonucleases causes the genomic DNA
fragmentation, one of the most representative events during apoptosis [59]. The TUNEL method
(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay) can be employed to
evaluate the DNA integrity and apoptosis. This assay is based on the incorporation of labeled
nucleotides (d-UTP = 2'-deoxyuridine S+'triphosphate) catalyzed by the terminal deoxynucleotidyl
transferase, into regions of DNA fragmentation. Labeled dUTPs are added to the 3'-OH groups on
single or double strand DNA breaks. With newer commercial kits that utilize fluorescently tagged
dUTP, TUNEL is relatively.quick and easy, and can be combined with antibody staining or FISH to
further characterize dying,cells [60]. It is important to take into account, however, that DNA
breakdown camyalse occur in necrosis. Thus it might be important to use other independent method,
along with the TUNEL, to confirm and characterize apoptosis [61, 62]. The condensation of the
nucleus and DNA fragmentation induced by H,O, can also be measured using the DAPI dye (4 ', 6-
diamidino-2-phenylindole; which binds strongly to regions of DNA at AT rich sites) or by Comet
assay [63].

Mitochondria have been classically recognized for their critical role in maintaining the cell

physiology by ATP production. However, dysfunction of this organelle is an important pathway in
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the cell death, for example by lose the inner mitochondrial membrane potential (AWm) [64]. The
cell death induced by H,0, is related with loss of mitochondrial function leading to A¥m [65].
Several types of fluorescent probes as TMRM, TMRE, Rhod123, JC-1, DiOC6 have been used to
estimate the electric potential over the inner mitochondrial membrane. Changes in the fluorescent
properties of these indicators can be determined through fluorescence monitoring [66].
Mitochondrial membrane permeabilization is related to the release of pro-apoptotic mediators
(cytochrome c, AIF, Smac/DIABLO, and endoG) located in the space between the inner and outer
mitochondrial membranes. Once in the cytosol, these factors activate diverse enzymatic reactions
leading to the degradation of specific proteins and DNA during apoptosis [67, 68]. When
cytochrome c is released, it forms an apoptosome with Apaf-1 leading to the activation of caspase 9,
which actives executioner caspases including caspase 3 responsible for apoptosis progression.
Caspases are aspartate-specific cysteine-dependent proteases involve in the nuclear fragmentation
and externalization of phospholipid membrane. Among the various_substrates,of caspases can be
cited mdm-2 (murine double minute), a protein that binds to p53, avoiding its translocation from
cytoplasm to nucleus. p53 protein has ability to activate apoptesis via multiple different pathways,
for example it actives the transcription of pro-apoptotic genes.such as Bax2 [69, 70]. The release of
each apoptotic mediator (caspases, cytochrome c) can be detected in mitochondrial and cytoplasmic
fractions by specific antibodies using colorimetric or fluerescent methods [71]. Furthermore, the
detection of in situ cytochrome c using fluorescence microscopy can be also applied to differentiate
apoptotic cells (cytochrome c into the cytosol) from non-apoptotic cells (those which still retain
cytochrome c in their mitochondria) [72]:

One of the mechanisms§ in vertebrates that control the mitochondrial permeability and
consequently cytochrome c'release and caspase activation is mediated by a family of proteins called
Bcl-2, composed by anti-apeptotic (Bcl-2 and Bcl-xL) and pro-apoptotic (Bak, Bid and Bax)
proteins. These proteins formsheterodimers depending on their relative amounts and the ratio of pro-
to anti-apoptotic members (rather than the absolute expression level of any single Bcl-2 member
protein) being decisive for the activation or inhibition of apoptotic pathway [73, 74]. During the
stress induced by H»0», the expression of Bcl-2 is decreased and the expression of Bax is increased.
A bona-fide protective compound should be able to revert this scenario, thus the expression of such
proteins are really important aspects to be evaluated.

The mitochondrial physiology has been the focus of most studies on the oxidative stress-

induced cell death, since this organelle plays a central role on the cell death decision and is the main
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source of accidental ROS production. However, ROS, as H,0O, have the potential to diffuse through
the membranes of any organelle where they can exert their deleterious or physiological effects. It
has been suggested that apoptosis might be initiated by iron-catalyzed lysosomal rupture induced by
oxidative stress. Due to the fact that many of molecules under degradation within lysosomes contain
iron in their composition, this organelle is particularly sensible to oxidative stress, especially those
caused by H,0,. The lysosomal compartments, under oxidative stress, can in turn release hydrolytic
enzymes with high degradation potential (proteases, lipases, nucleases, glycosidases,
phospholipases, phosphatases and sulfatases), which can also act promoting mitochondrial ROS
generation, constituting a cycle of oxidative damage amplification [75-77]. In addition, lysosomal
proteases such as those belong to the cathepsins family are involved in apoptosis via different
pathways, including the activation of caspases or the release of pro-apoptotic factors from the
mitochondria [78]. Some cathepsins (B, D) have been implicated lysosome-mediated cell death
through the cleavage of the Bax activator Bid, and translocation of Bax toimitoehondria [79,81]. In
this regard the evaluation of lysosomal status is important in studies involying both prospection of
protective antioxidant compounds and oxidative stress-induced:cell death. As mentioned above, AO
has been used as a marker of apoptosis in different cell types.Besides interacts with DNA emitting
a strong green fluorescent signal, this fluorochrome is" also”taken up in acidic organelles as
lysosomes and auto-phagosomes emitting a red fluorescentSignal. In this sense, this probe has been
used as powerful tool to monitor cellular physiological.changes as those induced by oxidative stress
[82, 83]. On the other hand, the catalytic activity of cathepsins can be exploited for their detection

by using their synthetic substrates labeled.with fluorescence probes [84].

4.1. Disadvantages of cell-based antioxidant assays

In vitro cell-based+assays have been a key step during drug discovery process aiming to
reveal the effectiveness and safety of molecules with therapeutic potential. Considering all the cost
involved in animal studies and to obtain clinical approval, it is understandable the necessity of
collecting all information regarding the biomedical activity, cytotoxicity, action mechanism and
target interaction in the earliest stages of drug discovery. These assays in general have several
advantages such as ease of culture, expansion potential, predictability, possibility of automation,
multiplexing, and miniaturization, which make suitable them for the high demands of the early

stages of drug discovery [85-87].
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However, some limitations are found in these assays, for instance it is recognized that
cellular behavior (proliferation, differentiation, metabolism) is strongly perturbed in culture, as it is
influenced by the microenvironment. For example, metabolic adapted cultured cells can secret
antioxidant compounds (pyruvate and oxaloacetate) in the cell media, which acts as a scavenger of
hydrogen peroxide. Thus the results found in vitro cannot be always reproducible in vivo situations.
In order to solve this problem, some efforts have been performed to develop new cultivation
methods such as the use of primary cells (which are supposed to be more physiologically relevant to
human biology) co-cultures or three-dimensional (3D) technologies [1, 88, 89]. Specifically, in the
antioxidant research, the results obtained in vitro cell-based assays should be evaluated carefully
regarding their therapeutic applications. The presence of keto acids (such as oxaloacetate, pyruvate,
or a-ketoglutarate) in the media should be evaluated, as well the ability of the antioxidant candidate
to interact with any media component and/or undergo rapid decomposition into other bioactive

agents in cell culture [1, 90].

5. Conclusion

Numerous plant-derived materials has been seteened using in vitro methodologies leading to
discovery of huge amount of promise compounds with high‘antioxidant potential. However, without
an evaluation of their pharmacological proeperties, such results are meaningless for therapeutic
applications. Thus, the development of better antioxidants stills a great challenge. In vitro cell-based
assays have been used in the screening of new drugs and have the potential of reveal some
important aspects regarding eytotoxicity and action mechanism of these potential antioxidant
compounds. The advance in the eell and molecular biology technologies has been a great ally in this
process. Another important.advantage of these cell-based assays is the selection of compounds that
can target the antioxidant defense rather than act inhibiting an oxidant agent. Some issues are found
in the use of‘gelliculture for redox studies, although useful information can be reach if their
limitations are understood. In this sense, lessons learned from these studies can be valuable tools to
improve our knowledge about the regulation of signaling pathways involved in oxidative stress. All
this information can be exploited to develop new therapeutic approaches for diseases related with

free radical disorders.
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Table Caption

Table 1. Comparative analysis of some commonly used in vitro antioxidant assays.

Table 2. Selected examples of natural products with ability to inhibity hydrogen peroxide induced
toxicity (H,O,)

Figure Captions

Figure 1. Representation of the general mechanisms of antioxidant compounds (AC). (A) Excessive
production of free radicals (FR) by some pro-oxidant mechanism can lead to cell death since FR can
cause membrane lipid peroxidation, DNA damage, mitochondrial stress and lysosomal dysfunction.
An antioxidant compound can act by (B) inhibiting the oxidant mechanisms; (C) interacting with
redox signaling pathways increasing the cellular antioxidant respense; (D) directing the inactivation

of FR.

Figure 2. Schematic overview of H,O-induced cell death (Based on Silva et al. [13]). HxO; is a
relatively weak oxidizing agent, but it can induce cell toxicity by itself (as it can diffuse through
plasmatic membrane) and mainly due its capagity;to react with Fe®* via Fenton’s reaction producing
the really reactive hydroxyl radicals. Once in the eytoplasm, H>O, (or hydroxyl radicals) can induce

the formation of mitochondrial ROS and'amplify the oxidative damage.

Figure 3. Representative scheme of some techniques applied to the evaluation of the antioxidant

potential of plant-derived preducts using cell-based assays
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Table 1. Comparative analysis of some commonly used in vitro antioxidant assays.

Assay Mechanism Principle Advantages Disadvantages
e Lackof
biological
significance;

e The result can
DPPH (2,2-Diphenyl- be influenced by,
1-picrylhydrazyl) light, oxygen, type
radical has a deep of solvent and
purple color which s ‘Basy some compounds
Both should be changed to implementation; (such as
hydrogen yellow when it e Fast assa .’ carotenoids and
DPPH assa atom and interacts with an C 't))/l’ eugenol);

y single antioxidant compound. o o OmpIDe e DPPH is not
electron The results can be Sk, Highe soluble in aqueous
transfer detected using electron throughput media, only in

spin resonance or by SRR organic media;
monitoring the e The
absorbance decrease at interaction
515-528 nm. between DPPH
and antioxidants is
not linear to DPPH
concentration.
e Lackof
biological
ABTS Radical (22'= ¢  Simplicity; s
azinobis(3- e Instrumentation Ra.d 1catl)
ethylbenzothiazoline-  readily available; ~ £Eneration by
6-sulfonictacid) when e  Suitable for gngnr?ca;llc o
oxidized has intense hydrophilic and —
. . - reactions,
Both color, which should be llp(')ph'lllc ¢ ‘Dension
hydrqg®® dec.rea.sed by an ant10x1d'ants with some
atoiiiigd antioxidant compound. (depending on the hvtochemical
ABTS assay : The result is measured  kind of solvent e R
single . i can have longer
i, W spectrophotometrlcally used); . end point leading
transfer (nihcrange ot600= e« Reacfiomean . eje jowTEAC
750 nm) and be performed in a -
expressed in relation wide range of pH; WAL
to Trolox (Trolox e  Compatible * T.h e Tkl
) .. . 3 value in not
equlva'lent antioxidant  with High- comelated o the
Capac1ty —TEAC). throughput P———
e electrons donated
by an antioxidant.
p- Hydrogen This assay is based on e  Biologically e The
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caroten/Crocin atom

bleaching transfer
assay
Total Phenol .
. Single

Assay using the

. : electron
Folin-Ciocalteu N
Reagent (FCR)
FRAP (Ferric Single
reducing electron
antioxidant transfer

power) assay

inhibition of naturally
occurring carotenoids
autoxidation (by light
or heat or peroxyl
radicals) by an
antioxidant agent. The
color loss is measured
using
spectrophotometer
(443 nm).

This assay measures
the reducing capacity
of the sample and.is
based on the eléctron
transfer from phenolic
compounds (or other
reducing species) to
molybdenum(present
in FCR)'in alkaline
medium. The
complexes formed has
a'blue color that is
monitored
spectrophotometrically
at 750-765 nm. The
results are usually
expressed as Gallic
acid equivalents.

In the presence of an
antioxidant compound
a ferric
tripyridyltriazine

relevant;

e  Suitable for
lipophilic and/or
thermosensitive
compounds;

e Compatible
with High-
throughput
screenings.

e Simplicity;

e Instrumentation
readily available;

e  Compatible
with High-
throughput
screenings;

e Linear
correlation between
the Phenolic content
and antioxidant
activity.

e  Simplicity;

e Instrumentation
readily available;

o  Compatible

reproducibility can
be affected by pH,
temperature and
metals;

e  Many food
pigments, such as
carotenoids, can
interfer in this
reaction;

e Thereisa
limitation in the
use of B-carotene
due its
discoloration can
occur by multiple
pathways. This
fact is not
observed for
Crocin.

e Lackof
biological
significance;

e Lackof
standardization of
methods can lead
to several orders of
magnitude
difference;

e AsFCR can
also be reduced by
many non-
phenolic
compounds, this
assay do not
provide the right
phenolic
concentration,
which can be
determine by
HPLC (High
Performance
Liquide
Chromatography)
analysis.

e Lackof
biological
significance;

e  The results
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complex (Fe(II)-
TPTZ) is reduced
resulting in a colour

change from yellow to

blue (measured at
593 nm).

with High-
throughput
screenings;

cans be influenced
by: (i) a complex
formed by other
Fe(III) species and
any chelator
present in the
sample can also
react with the
antioxidant and
alter the result; (ii)
the solvent used;
(iii) any electron-
donating substance
present in the
sample (even
without
antioxidant
properties) with
redox potential
lower than that of
the redox pair
Fe(II)/Fe(I); (iv)
pH condition;

e Some
antioxidants (such
as glutathione) are
not able to reduce
the Fe(IID);

References: 11, 12, 90, 91, 92
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Table 2. Selected examples of natural products with ability to inhibity hydrogen peroxide induced

toxicity (H,03)
Cell type Target product Source Reference
pCramoll and
rCramoll ST .
Kidney fibroblast /Vero cells Exatylia mellis L3
(Cercopithecus aethiops) (Proteins)
Ethanol extract wood Caesalpinia echinata 49
Rlikochtombey oia .cells Br12 Caffeic ester Incarvillea mairei 50
(Rattus norvegicus)
HPcd(2-1) Cardlorpyocy tes (Rattus Rice Bran Extracts Oryza sativa 92
norvegicus)
EA.hy926 Umbilical vein - . 93
siidlotalial Gl (Homb:sapiens) Isoquercitrin Several dietary sousee
Triphala Emblica officinalis Gaertn, Terminalia
Erythrocytes (Rattus norvegicus) (formulation of three chebula Retz, and Terminalia belerica 94
. Roxb
fruit)
Erythrocytes (Homo sapiens) Seed oil Punica'granatum 95
s melapoma( BLEFID) (Mus Peptide Pavlova lutheri (fermented) 96
musculus)
BTGl (SH_SYSY) {Hong Thymogquinone Nigella sativa 97
sapiens)
Tiverhepatocslllas - 15 (HepG2) Carnosic acid Rosmarinus officinalis 98
(Homo sapiens)
Lymphocytes (Homo sapiens) Fruit extracts Astrocaryum aculeatum 99
HaCaT keratinocytes (Homo sapiens) Curgigpin a‘nd'others Curcuma longa 100
curcuminoids
Saccharomyces cerevisiae Quercetin Several dietary source 101
MCHTS-ElLastobl gl BIMIE Quercetin and luteolin Several dietary source 102
musculus)
Bone marrow mesenchymal stem cells Gortipepin A 103

(Homo sapiens)
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ABSTRACT

Context: Buchenavia tetraphylla (Aubl) RA Howard (Combretaceae: Combretoideae) is an ethnomedicinal
plant with reported antifungal action.

Objective: This study evaluates the antimicrobial activity of B. tetraphylla leaf extracts against clinical iso-
lates of Candida albicans. The morphological alterations, combinatory effects with fluconazole and the
cytotoxicity of the active extract were analyzed.

Materials and methods: Extracts were obtained using different solvents (hexane: BTHE; chloroform: BTCE;
ethyl acetate: BTEE; and methanol: BTME). Antimicrobial activity was determined by the broth microdilu-
tion method using nine strains of C. albicans isolated from vaginal secretions and one standard strain
(UFPEDA 1007).

Results: All extracts showed anti-C. albicans activity, including against the azole-resistant strains. The MIC
values ranged from 156 to 2500 ug/mL for the BTHE; 156 to 1250 pg/mL for the BTCE; 625 to 1250 ug/mL
for the BTME and 625 ug/mL to 2500 ug/mL for the BTEE. BTME showed the best anti-C. albicans activity.
This extract demonstrated additive/synergistic interactions with fluconazole, Scanning electron microscopy
analysis suggested that the BTME interferes with the cell division and development of C. albicans. BTME
showed ICs, values of 981 and 3935 pg/mL, against J774 macrophages and human erythrocytes, respect-
ively. This extract also enhanced the production of nitric oxide by J774 macrophages.

Discussion and conclusion: Buchenavia tetraphylla methanolic extract (BTME) is a great source of anti-
microbial compounds that are able to enhance the action of fluconazole against different C. albicans

ARTICLE HISTORY
Received 15 April 2016
Revised 25 January 2017
Accepted 3 March 2017

KEYWORDS
Antifungal agents; natural
products; Caatinga biome

strains; this action seems related to inhibition of cell division.

Introduction

Candida albicans is a polymorphic fungus recognized as one of
the most common fungal pathogens, responsible for a range of
diseases (Mayer et al. 2013). This yeast is usually found in the
normal microbiota of several distinct anatomical sites such as
skin, mouth and genitourinary and digestive systems (Pfaller &
Diekema 2010; Gulati & Nobile 2016). However, some adverse
environmental conditions such as pH shift, nutritional deficiency,
use of antibiotics or variations in the immune status of the host,
can enable this microorganism to cause infections, which range
from superficial dermal and mucosal cases to more severe sys-
temic infections (candidemia and invasive candidiasis, frequently
associated with patients with compromised immunity). Several
factors, related to both host and pathogen, are recognized as cru-
cial for infection development; for example, C. albicans possesses
a range of virulence factors, associated to adherence, filamenta-
tion, biofilm formation and secretion of proteases. Additionally,
antibiotic and immunosuppressive therapies, diseases (human
immunodeficiency virus, diabetes), and aging are also factors that

favour C. albicans infections (Gow & Hube 2012; Mayer et al.
2013; Fadda et al. 2015).

The treatment of C. albicans infection is based on the use of
systemic antifungals (fluconazole or itraconazole) and topical
nystatin (Pappas et al. 2015). An increase in the resistance of C.
albicans to antifungals has been observed in recent decades,
which makes this yeast a serious concern for the global health
system, Indeed, the development of new and effective approaches
to treat fungal infections remains one of the major challenges for
modern medicine (Sardi et al. 2013).

Traditional medicinal plants from underexploited environ-
ments, such as the Caatinga (semi-arid region), an exclusively
Brazilian biome, have been the subject of various studies in the
search for new antimicrobial compounds, due to their excep-
tional activity against microorganisms (Oliveira et al. 2012; Silva
et al. 2014). Buchenavia tetraphylla (Aubl) RA Howard
(Combretaceae: Combretoideae) is a Neotropical plant, distrib-
uted from Cuba (Caribbean) to Brazil (South America) (Weaver
1991). In Brazil, this plant is popularly known as ‘Tanimbuca’
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and is listed as an ethnomedicinal plant used by the traditional
communities of northeastern Brazil (Agra et al. 2007, 2008). Our
group has shown that extracts and fractions of B. tetraphylla
leaves have a broad-spectrum of antimicrobial activities, inhibit-
ing both Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi
(including C. albicans) (Oliveira et al. 2012). Additionally, a
recent study has shown that B. tomentosa had a potential anti-
fungal effect against different Candida species (Teodoro et al.
2015). In this context, this study aimed to evaluate the antimicro-
bial activity of B. tetraphylla extracts alone or in combination
with fluconazole against clinical isolates of C. albicans isolated
from vaginal secretions, and to analyze the ultrastructural
changes and the combinatory effect with fluconazole induced by
the active extract.

Materials and methods
Plant material: collection, identification and extraction

Leaves of B. tetraphylla were collected in the Parque Nacional do
Catimbau (PARNA do Catimbau, Pernambuco, Brazil) in
November of 2013. The taxonomic identification was performed
by Dr Alexandre Gomes da Silva, at the Herbarium of the
Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA), where the voucher
specimen (Number 84.104) was deposited. Leaves were dried
using an incubator at 45°C for 2 to 3days. The dried material
was ground into powder form using a grinder followed by a
Waring blender.

For extraction, dried leaves (25g) were mixed with hexane
(100mL) in a shaker at 125rpm for 72h at 25°C. Then, the
extract was filtered and the supernatant was concentrated in a
rotary vacuum. The residue was suspended in 100 mL of chloro-
form. The extraction procedure was repeated and the residue was
resuspended in 100 mL of ethyl acetate. Finally, the residue was
subjected to methanol extraction. All extract samples were diluted
in 100% dimethyl sulfoxide and stored at 4 °C prior to use.

Phytochemical analysis

The extracts from B. tetraphylla were submitted to thin-layer
chromatography (TLC) assays in order to perform a qualitative
detection of their functional compounds. The extracts were
loaded in silica gel F254 + 366 plates (20 x 20 cm; <AQ5>), and
developed in a solvent system: A (toluene/dioxan/acetic acid,
180:45:5, v/v) and B (hexane/diethyl ether/formic acid, 130:80:20,
v/v). Bands were revealed under UV light (254/365nm), using
ceric sulphate and ferric chloride. The bands were identified by
their Rf values and compared with the standards used.

Antimicrobial assays
Candida albicans strains

A total of 10 C. albicans strains were used in this study. The
standard strain (UFPEDA1007) was obtained from the Microbial
Collection of the Departamento de Antibioticos, Universidade
Federal de Pernambuco (UFPEDA). The clinical strains were iso-
lated from vaginal secretions at different clinical laboratories in
Recife (Pernambuco, Brazil) and kindly provided by them
between September and December 2012.

The antibiotic-susceptibility profile of each isolate was per-
formed according to the CLSI recommendations (CLSI 2011) using
the disc-diffusion assay on Sabouraud dextrose agar (SDA). In brief,
colonies from overnight cultures of C. albicans were suspended in
sterile saline water equivalent to a 0.5 McFarland standard.

Table 1. Antibiotic-resistance profile of C. albicans clinical strains isolated from
vaginal secretion samples.

Strain Amphotericin B Ketoconazole Fluconazole Itraconazole
Fo1 R S S S

F02 S S R R

FO3 S S S S

Fo8 S S R R

F11 S S R R

F14 S S I I

F22 S S I |

F23 S S S S

F27 S S I |

Interpretation of IDZ values (mm) (CLSI, 2011)

Drugs Sensitive (S) Intermediate ()  Resistant (R)
Amphotericin B >15 14-10 <10
Ketoconazole >28 27-21 <20
Fluconazole >19 18-15 <15
Itraconazole >23 22-14 <13

The suspension (100 uL) was spread over an SDA plate and the
antibiotic disc was applied aseptically onto the surface.
Afterwards, the plates were incubated at 30°C for a period of
48h and then each inhibition diameter zone (IDZ) was measured
and interpreted as shown in Table 1. The antibiotics used were
amphotericin B, fluconazole, itraconazole and ketoconazole.

The multiple antibiotic resistance (MAR) index was calculated
as previously described by Krumperman (1983) using the for-
mula MAR = x/y, where ‘¥’ is the number of antibiotics to which
the isolate demonstrated resistance; and ‘y’ is the total number of
antibiotics tested.

Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) and
minimum fungicidal concentration (MFC)

The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by
the microdilution method (CLSI 2011). Twofold serial dilution of
each extract was prepared in Sabouraud broth and 10 pL of yeast
suspension (approximately 1.5 x 10° CFU/mL) were added. The
microplates were incubated at 30°C. After 48h, 50 uL of resa-
zurin solution (0.01%) were added to each well. The plates were
re-incubated for 2h at 30°C, and any colour changes from pur-
ple to pink was recorded as microbial growth. The lowest con-
centration at which no colour change occurred was taken as the
MIC. Afterwards, cultures were seeded in SDA plates and incu-
bated for 48h at 30°C to determine the minimum fungicidal
concentration (MFC).

Combinatory effects of B. tetraphylla methanolic extract
and fluconazole

The combinatory effects of the BTME and fluconazole were eval-
uated against five C. albicans strains (F03, F08, F11, F22, 1007).
Both samples were added to microplates containing SAB and a
twofold serial dilution was prepared (5000 to 98 pug/mL for
BTME and 100 to 0.2 pg/mL for fluconazole). The antimicrobial
action was evaluated as described for MIC, and after 48h, the
drug/extract interaction was assessed algebraically by determining
the Fractional Inhibitory Concentration indices (XFIC), accord-
ing to the following equation:

IFIC = (MICg + F/MICg) + (MICg + E/MICy)

MICg or MICg: the MIC extract or MIC fluconazole;
MICg,p: the MICg when in combination with fluconazole;
MICp,: the MIC of fluconazole when in combination with
extract; Data interpretation: XFIC <0.5: synergism (syn);



0.5< XZFIC <1: addition (add); 1< XFIC<4: non-interaction
(non); XFIC >4: antagonism (ant) (Vuuren & Viljoen 2011).

Scanning electron microscopy (SEM)

To evaluate the morphological changes induced by the BTME
extract, a sample of 100pL of a diluted overnight culture of
C. albicans (approximately 1.5x 10* CFU/mL) was added to
1 mL of SAB and mixed with the BTME (MIC). After incubation
(12h at 30°C) the cells were treated as described by da Silva
et al. (2013) and imaged with a Quanta 200 F scanning electron
microscope (FEI company).

Determination of nitric oxide production and cell viability in
macrophages

J774 macrophages (1 x 10° cells/mL) were seeded in a 96-wells
plate for 24h at 37°C and 5% CO, and then treated with the
BTME (156-2500 pg/mL) for another 24h. After the treatment,
the supernatant was used to determine nitric oxide (NO) produc-
tion, and the adherent cells were used for viability assays. For
NO determination, the supernatant (100 pL) from each well was
mixed with 100 uL of Griess reagent in a 96-wells plate. After
incubation for 15min at room temperature, the optical density
was determined at 540 nm with a microplate reader (Benchmark
plus, Bio-Rad, Hercules, CA). The nitrite content (uM/10° cells)
was quantified by extrapolation from sodium nitrite standard
curve in each experiment. Cell viability was evaluated using the
MTT assay, which measures the metabolic conversion of the 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) salt by mitochondria of viable cells, by the use of col-
oured formazan dye. At the end of the incubation, the medium
was removed and an MTT solution (5000 pg/mL in RPMI) was
added to the cells that were further incubated for 3h.
Afterwards, the medium was removed and the intracellular for-
mazan product was dissolved in DMSO. Optical density (OD)
was measured at 595nm. Cell viability was calculated in compari-
son to the OD obtained by untreated cells.

Haemolytic assay

Blood (5-10mL) samples were obtained from healthy volunteers
by venipuncture and placed in heparinized tubes, after written
informed consent was obtained. Human erythrocytes were iso-
lated by centrifugation (1500 rpm for 10 min) and washed three
times with phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4). Each test
tube received 1.1 mL of erythrocyte suspension (1%) and 0.4mL
of the various extracts at different concentrations (156-2500 pg/mL).
Cells incubated in PBS or in a solution of saponin from Quillaja
sp. (0.0025%) were used as negative and positive controls for
haemolytic activity, respectively. After 60 min of incubation, cells
were centrifuged and the absorbance of supernatant was read at
540 nm. The haemolytic activity was expressed by the following
formula:

Haemolytic activity (%) = (As — Ab) x 100/(Ac — Ab)

Ab=solvent absorbance, As=sample absorbance; Ac= sap-
onin absorbance.

Statistical analysis

All experiments were performed in quadruplicate with at least
two independent experiments. Results are expressed as
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Table 2. Phytochemical analysis of B. tetraphylla leaves extracts.
Extract

BTEE BTCE
+

Phytochemical compounds BTHE BTME

Hydrocarbons
Sugars
Glycosides
Terpenes
Flavonoids
Tannins -

(S e s e
(R
|

+ 4+

- B
BTHE: Buchenavia tetraphylla extracts hexane; BTEE: B. tetraphylla extracts Ethyl

acetate; BTCE: B. tetraphylla extracts Chloroform; BTME: B. tetraphylla extracts
Methanol.

mean * standard deviation (SD). Statistical analyses were per-
formed by Student's t test. All analyses were carried out using
the Statistica 8.0 software. Differences were considered significant
at p<0.05. The correlation indices were calculated using the
Pearson coefficient (p).

Results
Phytochemical analysis

The phytochemical profile of extracts from leaves of B. tetra-
phylla is shown in Table 2. The results showed that all extracts
have at least one class of compound reported as an antimicrobial
agent. The hexane extract (BTHE) presented hydrocarbons, gly-
cosides, sugar and terpenes. Flavonoids, terpenes and tannins
were detected in the ethyl acetate extract (BTEE), while only ter-
penes and sugar were found in the chloroform extract (BTCE).
Finally, flavonoids and tannins were detected in the methanol
extract (BTME).

Antibiotic susceptibility of C. albicans strains

All clinical isolates of C. albicans tested in this study had their
antibiotic-susceptibility profile analyzed (Table 1). According to
the disc-diffusion assay, two strains (FO3 and F23) were suscep-
tible to all tested antifungal agents; another three isolates (F14,
F23 and F27) were susceptible to amphotericin B and ketocon-
azole and showed intermediate susceptibility to fluconazole and
itraconazole; the strain FO1 was only resistant to amphotericin B;
finally, the strains F02, FO8 and F11 showed resistance to flucon-
azole with cross-resistance to itraconazole (MAR index of 0.5).
Fluconazole resistance of each strain was confirmed by MIC
determination as recommend by CLSI (CLSI 2011). Strains F03,
F08 and 1007 were inhibited by fluconazole at 3.125pg/mL,
while strains F11 and F22 were inhibited by the same drug at
6.25 pig/mL.

Anti-C. albicans action of B. tetraphylla extracts

The inhibitory action of B. tetraphylla extracts was evaluated
against 10 C. albicans strains (Table 3). The extracts showed
anti-C. albicans activity against all tested strains, including the
azole-resistant strains (F02, FO08 and F11). The MIC values
ranged from 156 to 2500 pg/mL for the BTHE; 156 to 1250 pug/mL
for the BTCE; 625 to 1250 pg/mL for the BTME and 625 jig/mL to
2500 pg/mL for the BTEE. The BTME and BTCE showed the
best antimicrobial potential with no significant difference
between their average MFC values (p >0.05). A moderate nega-
tive correlation was observed between the MAR indexes of all
strains and MIC (p=-0.39) or MFC (p=-0.33) values of the
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Table 3. The anti-Candida albicans activity of extracts from B. tetraphylla |leaves.

B. tetraphylla extracts

Ethyl acetate Chloroform Hexane Methanol

C. albicans strains ~ MAR index ~ MIC? MFC? MFC/MIC MICC MFC*  MFO/MIC  MIC? MFC? MFC/MIC — MICC MFC*  MFC/MIC
Fo1 0.25 1250  >5000 >4 625 5000 8 625 1250 2 625 1250 2
F02 0.5 1250 5000 4 1250 2500 2 2500 5000 2 625 2500 4
Fo3 0 2500  >5000 >2 625 2500 4 625 2500 4 1250 2500 2
Fo8 0.5 625  >5000 >8 625 1250 2 1250 5000 4 625 1250 2
F11 0.5 1250 2500 2 625 1250 2 156 1250 8 625 1250 2
F14 0 625 5000 8 625 1250 2 625  >5000 >8 625 1250 2
F22 0 1250 5000 4 625 2500 4 1250 2500 2 625 2500 4
F23 0 2500 5000 2 625 1250 2 1250 2500 2 1250 2500 2
F27 0 625 1250 2 625 1250 2 1250 2500 2 625 2500 4
UFPEDA 1007 0 625 2500 4 156 312 2 1250 5000 4 625 1250 2
Average MIC 1250+721 pg/mL 641+ 260 pug/mL 1078 £ 636 ng/mL 750 + 264 pg/mL
Average MFC 4125+ 1450 pg/mL 1096 + 1305 pg/mL 3250+ 1581 pug/mL 1875 £ 659 ng/mL

aMIC e MMC is expressed at pg/mL; MAR index: multiple antibiotic resistance index; UFPEDA: Microbial Collection of the Departamento de Antibioticos, Universidade

Federal de Pernambuco.

BTME, indicating this extract was slightly more active against the
resistant strains. Moderate and weak positive correlations were
found between the MAR indexes and MIC (p=0.51) or MFC
(p=0.14) values of the BTCE. Additionally, the MFC/MIC ratios
ranged from 2 to 4 for the BTME, thus it was a fungicidal agent
against all tested strains. Both fungicidal and fungistatic effects
were observed for the BTCE (MFC/MIC ratios ranged from 2 to
8), but fungicidal action was more prominent (for nine strains).
Since the BTME showed the strongest activity it was chosen for
further biological activity assays.

Combinatory effects of the BTME and fluconazole

The combinatory effects of the BTME and fluconazole are shown
in Figure 1. The extract had the ability to increase the action of
fluconazole in most strains through additive (20% of strains;
2FIC =0.75) or synergetic (60% of strains; ZFIC values of 0.375
and 0.5) effects. Non-interaction was observed against one strain
(ZFIC =2).

Morphological changes induced by the BTME

The morphological alterations induced by the BTME in the flucon-
azole-resistant FO8 strain were evaluated using scanning electron
microscopy. This strain was chosen because it presents a high
degree of cell surface hydrophobicity in vitro (data not shown), a
property related to the increase of C. albicans adherence and viru-
lence (Blanco et al, 2009; Silva-Dias et al. 2015). After 12h of
cultivation, untreated samples (Figures 2(a-c)) showed a predom-
inance of budding blastoconidial cells with a normal elliptical
shape, smooth surface and formation of hyphal structures exhibit-
ing a homogeneous, elongated shape without constrictions (Figure
2(a)). BTME-treated cells (Figures 2(d-f)) showed intense depos-
ition of flocculated material on the cell surface, more elongated
blastoconidial morphology with several scars (Figure 2(e)).
However, no filamentation could be observed and hyphal struc-
tures were not seen in treated samples. Cells presenting depres-
sions on the cell surface could also be observed (Figure 2(f)). No
ruptured cells or alterations on the yeast cell surface were detected.

Effects of the BTME on cell viability and NO production

The treatment of J774 macrophages with different concentrations
of the BTME resulted in significant production of NO at
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Figure 1. Combinatory effects of BTME and fluconazole against Candida albicans.
non: non-interactive effect; add: additive effect; syn: synergistic effect; ant: antag-
onistic effect.

concentrations from 312.5 to 2500 ug/mL (p>0.05), in a dose-
dependent manner (Figure 3). Regarding cytotoxicity, the BTME
extract showed ICs, values of 981 pg/mL against J774 macro-
phages and 3935 pug/mL against erythrocytes.

Discussion

C. albicans is the most prevalent pathogen associated with vulvo-
vaginal candidiasis, and it is estimated that it affects approxi-
mately 75% of women at least once during their lifetime. This
pathology represents significant health issues for women of child-
bearing age, as well as diabetic and immuno-deficient patients.
Vulvovaginal candidiasis is associated with considerable morbid-
ity, increased healthcare costs, distress, pain and sexual dysfunc-
tion (Cassone 2014). C. albicans strains isolated from vaginal
secretions have shown increased resistance towards antifungal
agents, especially fluconazole. It is important to highlight that the
breakpoint of in vitro susceptibility for strains isolated from vagi-
nal secretions has been suggested to be 1pug/mL instead of 8 pg/
mL, this is due to the specific pharmacokinetic characteristics of
the vagina (Sobel et al. 2003; Marchaim et al. 2012). In this con-
text, this work evaluated the antifungal action of extracts from
leaves of B. tetraphylla against fluconazole-resistant and flucon-
azole-sensitive strains of C. albicans isolated from human vaginal
secretions.
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Figure 2. Effects of BTME on C. albicans. (a-c) Control cells; (d-f) cells treated with BTME at MIC for 12 h. (a-c) Ultrastructural aspects of untreated C. albicans culture
at low (a) and high magnification (b-c) showing the presence of single and budding yeast cells with evident fragile blastoconidial septum (white arrow). (h) True
hyphal structures could be also observed. Treated C. albicans culture at (d) low and (e-f) high magnifications. Note in (e) the presence of elongated cells (white aster-
isk) with multiple scars (white arrow). (f) Cells presenting surface depressions are indicated in white arrow.

It has been reported that B. tetraphylla leaves are a source of
compounds with anti-C. albicans activity (Oliveira et al. 2012).
Furthermore, Teodoro et al. (2015) found remarkable anti-
Candida activity of another member of the Buchenavia genus,
B. tomentosa. All the extracts were also effective against the
clinical isolates tested. Furthermore, the extraction method used
in this present paper increased the antifungal potential of this
plant, as the average MIC values of the standard strain were up
to 40 times lower than those reported by Oliveira et al. (2012).
Among the extracts, the BTME and BTCE showed the best
activity and no significant differences were observed between
their MIC or MFC values. The BTME is more effective against

the fluconazole-resistant strains than the BTCE, as confirmed by
correlation analysis (the Pearson coefficient for their MIC values
was —0.032; and 0.076 for their MFC values). Two mammalian
cell types were used to determine the cytotoxic potential of each
extract: human erythrocytes and mice macrophages. Both mod-
els are widely used to assess the toxicity of plant-derived prod-
ucts (Oliveira et al. 2012; Santos Alian¢a et al. 2014; Sant’Anna
da Silva et al. 2016). In the cytotoxicity assays, the BTME
showed ICs values of 981 and 3935 ug/mL against J774 macro-
phages and human erythrocytes, respectively. These values are
higher than the average MIC of the BTME (625pg/mL).
Therefore, it was decided to evaluate the morphological changes
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Figure 3. Effect of BTME on nitric oxide production by J774 macrophages.
*Significant differences in relation to control (p < 0.05).

induced by the BTME and its effects when in combination with
fluconazole.

Fluconazole is recommended as the first choice for treating
pathologies caused by C. albicans, mainly due to its high effi-
ciency and good pharmacokinetic properties (Pappas et al. 2015).
However, the appearance of fluconazole resistance represents an
enormous limitation for its use in the treatment of candidiasis
(Morschhauser 2016). Consequently, combination therapy has
been indicated as a useful alternative to manage Candida infec-
tions (Cui et al. 2015). Measurement of the combinatory effects
of natural products and antimicrobial agents has been taken as a
new strategy in the battle against drug resistance (Hemaiswarya
et al. 2008; Wagner & Ulrich-Merzenich 2009; Cui et al. 2015)
and a range of plant-derived products have been used to increase
or restore the action of some antifungal agents such as flucon-
azole (Khan & Ahmad 2012; Avijgan et al. 2014; da Silva et al.
2014). The BTME was able to increase fluconazole activity
against the five resistant strains by addictive and synergetic
effects. Compounds from both flavonoid and tannin classes
(same classes detected in the BTME) are reported as enhancers
of fluconazole activity (Endo et al. 2010, da Silva et al. 2014).

Depending on environmental conditions, C. albicans can
assume three different morphotypes during its development: blas-
toconidial, pseudohyphal and hyphal forms. Furthermore, C. albi-
cans easily develops into a biofilm on surfaces, which when
compared to planktonic cells, displays stronger resistance to a
wide variety of antifungal agents (Staniszewska et al. 2012; Ma
et al. 2015). Different from the control cells, morphological
observation showed a predominance of single, isolated blastoco-
nidia over the budding cells and no true hyphal development.
These results suggest that the BTME substantially affected the
morphogenetic transition of C. albicans, which is crucial to its
virulence (Staniszewska et al. 2012). The ability to produce
hyphae (and them switch between yeast and filamentous forms)
is of extreme importance to the pathogenesis of candidiasis and
is considered the central virulence attribute (Berman & Sudbery
2002; Dalle et al. 2010; Mayer et al. 2013). The yeast-to-hyphae
transition is related to tissue damage and invasion and the host
inflammatory response, as well as mediating Staphylococcus aur-
eus co-infection (Peters et al. 2014; Schlecht et al. 2015). The
ability of the BTME to inhibit hyphal formation can be consid-
ered an attractive characteristic for anti-C. albicans therapy, espe-
cially during biofilm formation (Jacobsen et al. 2012).

Finally, the BTME induced the significant production of NO
from macrophages. NO is a reactive oxygen nitrogen species
which is recognized as a marker of macrophage activation, play-
ing an essential role in antimicrobial defence. Specifically, NO
suppression is a mechanism used by C. albicans to evade the

immune system response, thus macrophage function modulation
is a potential aim for antifungal therapy (Collette et al. 2014).

In conclusion, this study demonstrated that B. tetraphylla is a
great source of antimicrobial compounds able to enhance the
action of fluconazole against different C. albicans strains. The
methanol extract induced significant morphological changes in
treated cells and enhanced NO production in vitro. Therefore, it
is presented as a promising source of antifungal agent(s) for the
treatment of C. albicans. The identification, molecular and in
vivo studies of the active substance(s) will be areas of important
future research aimed at finding alternative, new strategies for
controlling C. albicans infections using natural products from the
Caatinga.
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5 |como do consentimento do responsavel pela drea, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rg8o gestor da unidade de conservagBo estadual,
distrital ou municipal, cu do proprietario, arrendatario, posseiro cu morader de drea dentro dos limites de unidade de conservagdo federal cujo processo de
regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrugao Mormativa ICMBic n® 1002010, no que
3 | especifica esta Autorizac8o, ndo podendo ser ufilizado para fins comerciais, industrisis ou esportivos. O material bioldgico coletado devera ser ufilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

A autorizacdo para envio ao exterior de material bioldgico néo consignado deverd ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
4 | Licenga para importagéo ou exportaco de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov. brisisbio - menu

| | Exportacéo.
C fitular de licenga ou autorizago e o= membros da sua equipe deverdio optar por métodes de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupes; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
| | de populacdes do grupo taxondmice de interesse em condicdio in situ.
Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagio que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no termitorio nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao hecimento tradicional iado ao patimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,

| | bioprospeccio e desenvolvimento tecnoldgico.
7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador titular desta autorizagdoe devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes. as condigdes para realizacfio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
8 As atividades contempladas nesta autorizagdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacicnal, estadual ou municipal) de
| _ | espécies ameacadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotagio.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio [ UF_[Descric3o do local [Tipo |
[ BUIQUE [PE |PARQUE NACIONAL DO CATIMBAU | UC Federal |

Atividades X Taxons

[F] Afividade I Taxons ]
| 1| Coleta de material botanico, dngico ou microbioldgico | Angiospermae ["Gtde: 5), Pteridophyta ("Qtde: 5), Magnoliophyta ("Gtde: 5), Bryophyia "Qtde: 5) |
* Qtde. de individuos por espécieflocalidade/unidade de conservagio, a serem coletados durante um ano.

Este documento {Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticaco abaixo, qualquer cidado podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www icmbio.gov_brisisbio).
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ANEXO B - Certificado de Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Mirisiéro 9o Soude

FlOCRUZ
3 Fundagfio O Cruz

Cenlro de Pasquisa Aggen Magalhies

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de Aprovacio

Certificamos que o projeto intitulado: Avaliagdo in vitro do potencial
tripanocida, citéxico e imunomodulador de éleos essenciais de plantas da
Caatinga, protocolado sob n° 60/2014 pelo (a) pesquisador (a) Regina Célia
Bressan Queiroz de Figueiredo.

Esta de acordo com a Lei 11.794/2008 e foi aprovado pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA/CPgAM)-em-03/11/2014.-Na————
presente versdo, este projeto estd licenciado e tem validade até 03 de

novembro de 2017.
Quantitativo de Animais Aprovados

Espécie N° de Animais
Camundongo heterogénio Albino Swiss 386
macho
Camundongo heterogéneo Albino Swiss 170
fémea
Camundongo isogénico BALB/c macho 416 |

We certify that project entited Analise in vitro do potencial tripanocida,
citéxico e imunomodulador de dleos essenciais de plantas da Caatinga.
Protocol n° 60/2014, coordinated by Dra Regina Célia Bressan Queiroz de
Figueiredo. Is according to the ethical principles in animal research adopted by
the Brazilian law 11.794/2008 and so was approved by the Ethical Committee
for Animal Research of the Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/Fundagao
Oswaldo Cruz on November 03, 2014. In present version this project is licensed
and valid until November, 03, 2017. ;

Recife (PE, Brazil) November, 03, 2014.

O LZura Helena
Coordenadora

Av. Professor Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria - Campus da UFPE
Recife - PE - CEP: 50.670-420
Telefone: (81) 2101-2500/2101-2600 Fax; (81) 3453-1911
www.cpgam.fiocruz.br



