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RESUMO 

 

A doença de Chagas constitui um sério problema de saúde pública em toda a América Latina 

e particularmente no Brasil. Os tratamentos disponíveis para esta doença se limitam à 

utilização de drogas tóxicas, de custo elevado e com baixa eficácia na fase crônica da doença. 

Este trabalho investigou as atividades tripanocida, citotóxica e imunomoduladora in vitro dos 

óleos 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 ácidos graxos, os demais OEs 

foram ricos em terpenos e seus derivados oxigenados, sendo o trans-cariofileno um dos 

constituintes majoritários 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, diminuíram o percentual de macrófagos infectados in vitro e foram 

mais seletivos para o parasita em relação às células de mamíferos. Os OEs de EB e HP foram 

considerados os mais promissores por apresentarem índices de seletividade maior que 10. O 

OESC induziu aumento na produção de TNF-α e diminuição de IL-10, enquanto o OELM e o 

OEHF diminuíram a produção de IL-6, IL-10 e TNF-α. Nossos resultados demonstraram que 

os OEs mais promissores, OEEB e OEHP, parecem atuar em múltiplos alvos intracelulares do 

parasita, as principais alterações encontradas foram: desorganização do citoplasma, aumento 

no número vacúolos, alteração do potencial de membrana mitocondrial, desestruturação do 

núcleo e do k-DNA. Concluindo, nossos dados apontam que os OEs estudados, 

principalmente OEEB e OEHP são promissores para o desenvolvimento de novos agentes 

quimioterápicos para a doença 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-α and decrease in IL-10, whereas EOLM and 

EOHF decreased the production of IL-6, IL-10 and TNF-α. 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 INTRODUÇÃO 

  

A doença de Chagas ou Tripanossomíase Americana é uma doença tropical 

negligenciada causada pelo protozoário parasita Trypanosoma cruzi. A doença é endêmica na 

América Latina, afeta entre 7 e 8 milhões de pessoas em todo o mundo (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2013) e  acarreta 7.000 mortes por ano (DRUGS FOR 

NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2015). Nenhuma vacina está disponível e apenas 

benzonidazol e nifurtimox são os medicamentos clinicamente disponíveis para o tratamento 

desta patologia. Estes fármacos apresentam elevada toxicidade e sua eficácia na fase crônica 

da doença é questionável (BERMUDEZ et al., 2016). Devido à elevada toxicidade, o 

nifurtimox teve seu uso descontinuado em alguns países, incluindo o Brasil (BOIANI et al., 

2010). Tais fatos tornam relevante a pesquisa por novas alternativas terapêuticas que sejam 

mais eficazes e menos tóxicas para o tratamento da doença de Chagas (BEAUMIER et al., 

2016). 

Os produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, são considerados uma 

fonte promissora de compostos bioativos contra vários microrganismos infecciosos. Em 

acréscimo, geralmente são considerados seguros, acessíveis e mais eficazes do que os 

produtos farmacêuticos sintéticos (HAMEDT et al., 2014). Os óleos essenciais (OEs) são 

produtos do metabolismo secundário de plantas aromáticas, formados por misturas complexas 

de substâncias com baixo peso molecular, lipofílicas e geralmente de natureza terpênica 

(BAKKALI et al., 2008). Estudos reportam que diversos OEs e seus componentes apresentam 

atividades biológicas contra bactérias, fungos (CARDOSO; SOARES, 2010) e protozoários, 

incluindo Trypanosoma cruzi (BORGES et al., 2012; SANTORO et al., 2007a, 2007b, 

2007c). Os OEs podem atuar tanto diretamente sobre o agente patogênico como através de 

suas propriedades imunomoduladoras (ANTONY et al., 2005).  

Tendo em vista que o bioma Caatinga é marcado por severas condições climáticas 

bastatante adversas, suas plantas desenvolvem características químicas 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 são utilizadas na medicina popular devido a propriedades curativas 

(ALBURQUERQUE et al., 2012; MOURA et al., 2015). Embora vários estudos tenham 

demonstrado o potencial farmacológico de OEs de plantas da Caatinga (MENDES et al., 

2010; MOTA et al., 2012; SANTOS et al., 2015) sua vasta diversidade biológica é ainda 

pouco explorada.  
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Aliando a necessidade de identificar novos agentes terapêuticos para a doença de 

Chagas e o potencial bioativo de plantas da Caatinga, o presente trabalho investigou a 

composição química e as atividades citotóxica, tripanocida e imunomoduladora in vitro dos 

óleos 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 região de 

preservação da Caatinga), com a finalidade de encontrar terapias alternativas mais eficazes e 

menos tóxicas para a doença de Chagas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Doença de Chagas 

 

A doença de Chagas (DC), causada pelo protozoário hemoflagelado Trypanosoma 

cruzi, é endêmica em países tropicais e subtropicais da América Latina, afeta 7 milhões de 

pessoas em todo o mundo, causa 7.000 mortes anualmente e 25 milhões de pessoas estão em 

risco de infecção (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2015). Inicialmente, a doença 

de Chagas era restrita às populações pobres das áreas rurais, todavia, os processos de 

urbanização fizeram com que a patologia se tornasse um problema médico e social também 

nas grandes cidades. Além disso, o número de casos nos Estados Unidos, Austrália, Europa e 

Japão, tidos como locais não endêmicos (Figura 1), tem aumentado principalmente devido à 

migração de indivíduos infectados de regiões endêmicas para estas áreas. Desta maneira, a 

doença vem emergindo como problema global de saúde pública com impacto econômico 

relevante (DIAS, 2013; SCHMUNIS, 2007). 

 

Figura 1 – Distribuição mundial dos indivíduos infectados pelo Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Drugs for Neglected Diseases initiative (2015). 

Nota: Endémica em 21 países da América Latina, os casos em países não-endêmicos (por exemplo, 

Austrália, Canadá, Japão, Espanha e Estados Unidos) vem aumentando devido a migração de latino-

americanos infectados.  

Endêmico 

Não endêmico 
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A transmissão da doença de Chagas ocorre geralmente pela via vetorial (70% dos 

casos em regiões com ausência de controle dos vetores). Neste tipo de transmissão, parasitas 

eliminados nas fezes e excretas de insetos triatomíneos, durante o repasto sanguíneo, podem 

penetrar na pele através de microlesões. A doença também pode ser transmitida ao homem 

por mecanismos não-vetoriais, como por transfusão de sangue, transplante de órgãos, 

transmissão congênita e transmissão oral pelo consumo de alimentos ou bebidas 

contaminados. Existem ainda vias menos frequentes de infecção, tais como: acidentes de 

laboratório, ingestão de leite materno contaminado e transmissão sexual (COURA; DIAS, 

2009; PEREIRA; NAVARRO, 2013). 

Mais de 140 espécies de triatomíneos são consideradas potenciais vetores da DC, das 

quais 52 já foram descritas no Brasil. Cinco espécies têm grande importância epidemiológica 

no ambiente doméstico, sendo a mais importante Triatoma infestans, devido aos seus hábitos 

estritamente domésticos, alta capacidade de infestação e taxa de infecção (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2012). Embora em 2006 o Brasil tenha sido certificado como livre 

da transmissão de T. cruzi pelo Triatoma infestans, nos países 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 decorrência da 

pressão antrópica sobre seus ecótopos naturais (SILVEIRA; DIAS, 2011). 

No México e na América Central os principais vetores da DC são Rhodnius prolixus, 

Rhodnius pallescans e Triatoma dimidiata. Já nos países andinos o Rhodnius prolixus, 

Rhodnius ecuadoriensis, Triatoma dimidiata, Triatoma maculata, Triatoma venosa e 

Triatoma infestans assumem papel importante na transmissão vetorial. Nos países do Cone 

Sul, dentre os quais o Brasil, espécies de triatomíneos responsáveis pela doença de Chagas 

são, em ordem de importância, Rhodnius prolixus, Panstrogylus megistus, Triatoma 

brasiliensis, Triatoma sordida e Triatoma dimidiata (Figura 2). Embora existam triatomíneos 

nos EUA, apenas casos raros de doença de Chagas autóctone causado por estes vetores foram 

relatados (SÁNCHEZ-SANCHO; CAMPILLO; PÁEZ, 2010). 
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Figura 2 - Distribuição das espécies de triatomíneos de grande relevância epidemiológica da 

transmissão da doença de Chagas.  

 
Fonte: Gourbière et al. (2012). 

Nota: As áreas vermelhas indicam a distribuição geográfica de espécies aproximadas. As 

espécies destacadas em vermelho são consideradas os mais importantes vetores do 

Trypanosoma cruzi. 

 

A doença de Chagas é caracterizada por duas fases clínicas bastante distintas, a fase 

aguda e a fase crônica. Inicialmente o indivíduo apresenta uma fase aguda que surge 6-10 dias 

após a inoculação dos parasitas, com duração de cerca de 4-8 semanas. Na maioria dos casos, 

esta fase passa despercebida por apresentar sintomas clínicos pouco específicos tais como: 

febre, hepatoesplenomegalia ou linfadenopatia. Normalmente o local de infecção é 

caracterizado por edema inflamatório, também chamado de chagoma de inoculação, caso a 

porta de entrada do T. cruzi tenha sido a pele. Nos casos, nos quais a infecção ocorre na região 

dos olhos, este edema é chamado de sinal de Romaña. Durante a fase aguda, as formas 

tripomastigotas circulantes podem ser facilmente encontradas no sangue de pacientes. 

Eventualmente, a doença evolui para a fase crônica, na qual a parasitemia é bastante reduzida 

e os pacientes tornam-se assintomáticos. A miocardite aguda e meningoencefalite aguda 
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podem ocorrer raramente em crianças 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 

não desenvolvem quaisquer sintomas crônicos evidentes. No entanto, 15-30% das pessoas 

infectadas evoluem para a fase crônica sintomática da doença, geralmente 10-25 anos após a 

infecção inicial, apresentando cardiomegalia (cardiopatia chagásica crônica) (Figura 3a) ou 

ainda apresentam acometimento do aparelho digestivo (megaesôfago e megacólon) (Figura 

3.b e 3.c). O megaesôfago e o megacólon são condições debilitantes, porém o 

desenvolvimento de cardiomiopatia chagásica crônica (CCC) é na maioria dos casos um 

problema de risco de vida (AYO et al., 2013; COURA; VIÑAS, 2010; STEVERDING, 2014).   

 

Figura 3 – Radiografias demonstrando as manifestações clínicas da fase crônica da doença de Chagas.  

 
Fonte: Coura e Viñas (2010). 

Legenda: a) cardiomegalia, b) megaesôfago e c) megacólon. 

 

 

A CCC é caracterizada por hipertrofia cardíaca e dilatação, as quais causam arritmias 

graves e disfunção sistólica progressiva. Células miocárdicas destruídas em conjunto com 

infiltração de linfócitos, plasmócitos e macrófagos formam microabscessos que evoluem para 

fibrose. A doença dos mega-órgãos está associada à destruição do plexo mioentérico no trato 

gastrointestinal (BERMUDEZ et al., 2016).  

O diagnóstico da doença de Chagas na fase aguda é baseado na presença de sinais 

clínicos específicos associados aos métodos parasitológicos diretos, como por exemplo, o 

teste de gota espessa. Devido à baixa parasitemia, o diagnóstico parasitológico é pouco 

eficiente na fase crônica da doença. No entanto, outros métodos são utilizados nesta fase, 

dentre os quais, os testes sorológicos baseados na detecção de anticorpos anti-T. cruzi do 
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isotipo imunoglobulina G (ELISA, hemaglutinação indireta, imunofluorescência indireta, 

quimiluminescência, e TESA-blot) e ensaios de biologia molecular baseados na amplificação 

de sequências específicas do DNA do parasita no sangue (PEREIRA; NAVARRO, 2013). 

Para o diagnóstico sorológico da infecção pelo T. cruzi é recomendado no mínimo dois 

métodos com princípios e antígenos diferentes (BARCAN et al., 2005). 

Algumas hipóteses sobre as interações parasita-hospedeiro são consideradas para a 

patogênese da doença de Chagas crônica, sendo estas, a auto-imunidade por mimetismo 

molecular; disfunção autonômica; e dano tecidual pela persistência do parasita. A persistência 

do parasita no hospedeiro culmina em uma reatividade inflamatória crônica, além disso, a lise 

celular induzida pelo parasita (consequência da vigorosa movimentação dos tripomastigotas 

intracelulares) sustenta a manutenção do processo inflamatório. A reativação do T. cruzi em 

indivíduos co-infectados com HIV, transplantados ou pacientes chagásicos crônicos fornece 

evidências da persistência dos parasitas no hospedeiro (BONNEY; ENGMAN, 2015; 

TEIXEIRA et al., 2011). 

Uma estratégia adaptativa usada pelo T. cruzi para otimizar sua persistência no 

hospedeiro mamífero, consiste em utilizar tecidos-alvos com características particulares. O 

tecido adiposo tem sido relatado como um reservatório no qual o parasita pode persistir em 

estado atenuado para evitar os mecanismos de defesa do sistema imune do hospedeiro, na 

qualidade de um possível local de reativação da doença. Desta forma, os adipócitos podem 

abrigar um número significativo de parasitas, mesmo na fase crônica da infecção, atuando 

como reservatório a partir do qual pode ocorrer a reativação da infecção, especialmente 

durante períodos de imunossupressão (MORROT et al., 2016).  

 

2.2 Trypanosoma cruzi: agente etiológico da doença de Chagas 

 

O agente etiológico da doença de Chagas é o T. cruzi (Família Trypanosomatidae; 

Ordem Kinetoplastida), um protozoário hemoflagelado cujo ciclo de vida envolve 

obrigatoriamente hospedeiro vertebrado (mamíferos, incluindo humanos) e invertebrado 

(triatomíneo hematófago). A adaptação do T. cruzi aos diferentes microambientes de seus 

hospedeiros é acompanhada por uma extensa remodelação do metabolismo primário, 

expressão gênica, proteoma, morfologia celular e transporte intracelular. Com isto, o parasita 

pode se apresentar em três formas evolutivas morfologicamente distintas: amastigotas, 

epimastigotas e tripomastigotas (Figura 4). Estas formas são diferenciadas pela posição do 
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cinetoplasto (região da mitocôndria onde se concentra o DNA mitocondrial) em relação ao 

núcleo da célula e do local onde o flagelo emerge (COURA; CASTRO, 2002; MARTINS et 

al., 2012). 

 

Figura 4 – Formas evolutivas do agente etiológico da doença de Chagas, o Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Adaptado de Bastien (1998). 

Legenda: a) tripomatistogota, b) epimastigota e c) amastigota. 

 

Na forma tripomastigota, o cinetoplasto é localizado na extremidade posterior do 

parasita e, por conseguinte, do núcleo; e o flagelo emerge da bolsa flagelar localizada próxima 

ao cinetoplasto. Essa forma não possui capacidade de replicação, corresponde à forma 

infectante extracelular e está presente em ambos os hospedeiros, sendo chamada de 

metacíclica no hospedeiro invertebrado e de sanguínea 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 são 

anteriores ao núcleo. Esta forma evolutiva é móvel, replicativa e encontrada no trato digestivo 

do hospedeiro invertebrado (DE SOUZA et al., 2010; MANDAL, 2014; MANOEL-

CAETANO; SILVA, 2007). 

As amastigotas são as formas intracelulares encontradas em diversas células nucleadas 

do hospedeiro vertebrado, possuem corpo arredondado e flagelo pequeno que não emerge da 

bolsa flagelar. Estas se multiplicam por divisão binária longitudinal a cada 12 horas e se 

transformam em tripomastigotas sanguíneas após um período 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 três estágios evolutivos (epi-, tripo- 

e amastigota) e dois tipos de hospedeiros (vertebrados e invertebrados). O ciclo pode ter início 

quando o vetor triatomíneo ingere formas tripomastigotas durante o repasto sanguíneo no 

hospedeiro mamífero 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 metacíclicas infectantes, que são 

eliminadas juntamente com as excretas do inseto. Eventualmente durante o repasto sanguíneo, 

estas formas podem entrar na corrente sanguínea do hospedeiro vertebrado através de 

microlesões 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 duplicação de aproximadamente 12 horas ao longo de um período de 4 a 5 

dias. No final deste período, as amastigotas se transformam em tripomastigotas, a célula 

hospedeira se rompe e as tripomastigotas são liberadas para a circulação sanguínea. 

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 estão disponíveis para infectar vetores que possam se alimentar deste 

hospedeiro infectado. Na ausência de tratamento bem sucedido com drogas tripanocidas, a 

infecção pode durar por toda a vida do hospedeiro humano (BERN et al., 2011; MANDAL, 

2014). 
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Figura 5 - Ciclo biológico do Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Blum et al. (2008). 

Legenda: (1) Durante o repasto sanguíneo, o inseto triatomíneo infectado libera tripomastigotas 

metacíclicas através das fezes. (2) As tripomastigotas metacíclicas 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 sanguínea, as quais rompem as 

células hospedeiras. As tripomastigotas podem infectar outras células e se transformar em amastigotas 

intracelulares em novos locais de infecção (4) ou podem ganhar a corrente sanguínea. (5) O 

triatomíneo se alimenta do sangue do hospedeiro infectado e as tripomastigotas sanguíneas são 

ingeridas. (6) As tripomastigotas se transformam em epimastigotas no intestino médio do inseto. (7) 

As epimastigotas se multiplicam no intestino médio e são transformadas em tripomastigotas 

metacíclicas no intestino posterior. (8) As tripomastigotas metaciclicas são eliminadas nas excretas 

durante novo repasto sanguíneo. 

 

2.2.1 Biologia celular do Trypanosoma cruzi 

 

A membrana plasmática do T. cruzi recobre o corpo celular, invagina na extremidade 

anterior da célula na região da bolsa flagelar e continua ao longo do flagelo. Abaixo da 

membrana plasmática, exceto na região da bolsa flagelar, existe uma camada de microtúbulos, 

conhecidos como microtúbulos subpeliculares, os quais estão em contato uns com os outros, 

com a membrana plasmática e com perfis de retículo endoplasmático. O núcleo do 

protozoário tem localização central e os ribossomos e perfis de retículo endoplasmático estão 

distribuídos aleatoriamente no citoplasma, entretanto o complexo de Golgi está localizado na 
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região anterior, próximo 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. 

 
Fonte: Teixeira et al. (2013). 

 

A membrana plasmática do T. cruzi é composta por proteínas integrais e periféricas, 

fosfolipídeos e glicocálice. Este último componente desempenha papel importante na 
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interação do parasita com a célula hospedeira (MARTINS et al., 2012).  A superfície de T. 

cruzi é composta por mucinas, trans-sialidases, moléculas tipo trans-sialidases, 

polissacarídeos, lipídios ancorados na camada fosfolipídica externa por 

glicosilfosfatidilinositol e proteínas integrais de membrana. Algumas destas moléculas 

possuem papel crucial na invasão de células de mamífero e na modulação da resposta imune 

frente à infecção (VILLALTA et al., 2008). 

Como parte da adaptação evolutiva, os tripanossomatídeos desenvolveram organelas 

celulares e estruturas anatômicas especializadas. Uma das características dos 

tripanossomatídeos é a presença de um único flagelo que emerge através da bolsa flagelar 

(BF) e que confere motilidade ao protozoário. A BF representa um sítio ativo e estratégico 

para o parasita, participando em diversos processos, tais como polaridade celular, 

morfogênese e replicação. Além disto, a BF constitui a única superfície no corpo do parasita 

com ausência da camada de microtúbulos subpeliculares, o que favorece o transporte de 

vesículas, intercâmbio e tráfego de moléculas associadas aos eventos de endocitose e 

exocitose que ocorrem nesta região (COLINA, 2003; DURANTE et al., 2015). 

Os flagelos de tripanosomatídeos apresentam estrutura paraflagelar filamentosa 

semelhante ao axonema de células de mamífero. Mudanças de conformação dos microtúbulos 

axonemais, estruturas associadas e a estrutura paraflagelar são necessárias para o flagelo 

executar todas as funções com as quais está envolvido. Além disso, o flagelo desempenha 

papeis cruciais na morfogênese do T. cruzi: a ligação ao epitélio do inseto hospedeiro, a 

segregação do DNA mitocondrial e a divisão celular (BALLESTEROS-RODEA et al., 2012; 

ROCHA et al., 2010). 

As formas epimastigotas realizam intensa atividade endocítica de macromoléculas a 

partir do meio extracelular, no entanto, neste estágio evolutivo, o principal sítio de endocitose 

não é a bolsa flagelar, e sim um complexo chamado de citóstoma-citofarínge. Tal complexo 

consiste de uma invaginação profunda da membrana plasmática, na qual a abertura na 

superfície da célula é denominada “citóstoma” já o longo tubo que forma a invaginação é 

chamado de “citofaringe”. Não existe uma delimitação definida entre o citóstoma e a 

citofaringe. Esta estrutura também é presente em amastigotas, embora sua capacidade 

endocítica raramente seja demonstrada. Apesar de desempenhar importante função no 

processo de endocitose, pouco se sabe sobre sua organização estrutural (ALCANTARA et al., 

2014; OKUDA et al., 1999).  

Outras organelas do T. cruzi são: cinetoplasto (corresponde a uma condensação de 

DNA mitocondrial que se encontra dentro de uma única e ramificada mitocôndria); 
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acidocalcisomas (organelas ácidas e ricas em fósforo e cálcio); reservossomos (organelas do 

tipo lisossomos) e os glicosomos (organelas do tipo peroxisomos) (DE SOUZA; CUNHA-E-

SILVA, 2003; FERELLA et al., 2008).  

As mitocôndrias são organelas que estão envolvidas na síntese do ATP através da 

fosforilação oxidativa aeróbica e também no equilíbrio redox celular, representando uma das 

principais fontes de espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula (GONÇALVES et al., 

2011). A principal diferença morfológica entre a mitocôndria de eucariontes superiores e a 

dos tripanossomatídeos é a quantidade e o volume da organela. Nos tripanossomatídeos a 

mitocôndria é única, ramificada e alongada, fica próxima aos microtúbulos 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 

análise de microscopia eletrônica, mostra que as cadeias de DNA são 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 

relação de pares de base e no grau de renaturação. Além disso, o k-DNA de 

tripanossomatídeos é composto por moléculas circulares que são topologicamente relaxadas e 

interligadas para formar uma rede única. Dois tipos de arranjos de DNA estão presentes no 

cinetoplasto, os minicírculos e os maxicírculos. Os maxicírculos são estruturalmente e 

funcionalmente análogos ao DNA mitocondrial de eucariotos superiores, além disto, 

codificam rRNAs e subunidades do complexo respiratório. Os minicírculos codificam RNAs 

guia que modificam a transcrição dos maxicírculos por extensa inserção ou exclusão de 

uridilato através de edição de RNA (DE SOUZA et al., 2009). O aspecto ultraestrutural do 

cinetoplasto em tripomastigotas de T. cruzi é arredondado, diferindo de todos os outros 

estágios 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 glicolítica está compartimentada em glicossomos. Os 

glicossomos, uma forma especializada de peroxissomas, são microcorpos esféricos de 0,1-0,3 

µm com matriz eletrodensa. Os glicossomos também estão envolvidos nas vias biossintéticas 

de pirimidinas; oxidação de ácidos graxos e esteróides; e via de salvação de purinas. Esta 

organela, circundada por uma única membrana formada por proteínas funcionais, é 

responsável 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 (GONZÁLEZ-MARCANO et al., 2016; QUIÑONES et al., 2004).  

Descritos inicialmente em tripanosomatídeos, os acidocalcisomas são organelas ácidas 

de armazenamento de cálcio encontradas em vários organismos. Os grânulos densos de 

procariotos e plaquetas humanas também têm características semelhantes aos 

acidocalcisomas. Os acidocalcisomas de T. cruzi são arredondados, ácidos, ricos em Ca
+2

, 

pirofosfato (PPi) e polifosfato (NIYOGI et al., 2015). De acordo com Docampo e Moreno 

(1999) os acidocalcisomas estão relacionados a diversos processos biológicos, sendo estes: (1) 

armazenamento de Ca
+2

 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 

inorgânico; (3) regulação do pH citoplasmático devido a presença de uma H
+
-ATPase na 

membrana do acidocalcisoma; (d) e também pode desempenhar papel no controle da 

osmoregulação. 

Os tripanosomatídeos encontram mudanças radicais nos ambientes osmóticos após 

passagem de um hospedeiro invertebrado para vertebrado ou vice-versa. Desta forma, 

presume-se que os mecanismos de regulação osmótica desempenham um papel essencial na 

sobrevivência do parasita durante esta transição. Tem sido demonstrado que a liberação 

celular de íons e osmólitos, incluindo aminoácidos e potássio, ocorrem para permitir que as 

tripomastigotas metacíclicas ajustem seu volume após a tensão induzida durante a transição 

hipo-osmótica. No entanto, este mecanismo é incapaz de explicar a recuperação total do 

volume celular. A principal hipótese é de que acidocalcisomas em conjunto com o complexo 

vacúolo contráctil sejam responsáveis por este processo osmorregulatório em T. cruzi 

(MORENO; DOCAMPO, 2009). 

T. cruzi não sintetiza colesterol, no entanto, as epimastigotas adquirem colesterol por 

captação de LDL da dieta do inseto hematófago pelo citostoma-citofaringe e pela bolsa 

flagelar. As vesículas endocíticas se fundem com os endossomos iniciais formando o 

reservossomo. Os reservossomos são organelas relacionadas aos lisossomos, responsáveis 

pela digestão celular do material endocitado e por fornecer substratos para as demandas 

metabólicas celulares e da metaciclogênese (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 são caracterizadas como compartimentos pré-

lisossomais acídicos, morfologicamente arredondados (400-600 nm), ricos em cruzipaína 

(cisteíno-proteinase), contendo gotas lipídicas e proteínas no seu interior. A análise 

bioquímica preliminar de reservossomos isolados revelou colesterol (ésteres de colesterol) e 
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ergosterol como os principais lípidos neutros nestas organelas (PEREIRA et al., 2011). Foi 

demonstrado na literatura que durante o processo de diferenciação de epimastigota para 

tripomastigota, as inclusões lipídicas e proteicas dos reservosomos são consumidas levando a 

alterações significativas na morfologia e no volume relativo do reservosomo até o seu 

desaparecimento nas formas tripomastigotas (FIGUEIREDO et al., 2004). Tais observações 

sugerem que os reservosomos são essenciais para o armazenamento de nutrientes necessários 

para o passo de diferenciação celular (SOARES, 1999; VIEIRA et al., 2005). A análise 

proteômica dos reservossomos isolados e de suas membranas confirmou a presença de 

proteases e enzimas associadas ao metabolismo lipídico, bem como membros da família 

transportadora ABC e um homólogo de Rab 18 de mamífero, que estão envolvidos no 

transporte de lipídeos (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 morfogênese, fisiologia e 

defesa do hospedeiro contra patógenos. Embora que por um longo período, a MCP estava 

limitada a organismos multicelulares, características semelhantes às descritas nos processos 

de apoptose de células multicelulares foram descritas em uma variedade de organismos 

eucariotos unicelulares, incluindo membros da família Kinetoplastida. Dentre essas 

características incluem a condensação da cromatina nuclear, fragmentação do DNA, perda do 

potencial de membrana mitocondrial e exposição da fosfatidilserina no folheto externo da 

membrana plasmática. No entanto, as informações sobre as vias e moléculas envolvidas nos 

processos de MCP em Kinetoplastida são limitadas. Além disto, o Trypanosoma cruzi foi o 

primeiro organismo unicelular no qual a MCP foi descrita (IRIGOÍN et al., 2009). 

Foi enunciado que a MCP do parasita tem papel importante no controle, proliferação e 

diferenciação celular, sendo um evento crucial para a manutenção e disseminação da infecção 

durante o ciclo de vida do parasita. Em adição, a MCP neste microrganismo pode funcionar 

para evadir a resposta imune do hospedeiro através de uma ativação alternativa mediada por 

macrófagos, que atua inibindo a inflamação e consequentemente aumentando a proliferação 

do parasita no hospedeiro vertebrado. De forma interessante, Trypanosoma cruzi tipo-

apoptótico foi encontrado em tecidos de mamíferos após a infecção in vivo. Além disto, a 

ausência de genes que codificam caspases e homólogos da família de proteínas Bcl-2 de 

mamífero deixa evidente que a via de MCP de Kinetoplastidas difere dos processos de 
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apoptose típicos de mamífero, tornando-a um alvo promissor para quimioterapia (PIACENZA 

et al., 2007). 

MCP está 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 

várias patologias. Dentre as principais características encontradas em células de mamífero em 

processo de apoptose, pode-se mencionar a clivagem proteolítica por caspases, encolhimento 

celular, fragmentação inter-nucleosomal de DNA, exposição da fosfatidilserina, bolhas na 

membrana plasmática, formação de corpos apoptóticos e perda de potencial de membrana 

mitocondrial com liberação de citocromo c ao citosol (MENNA-BARRETO et al., 2009). 

Devido à ausência de caspases - principais efetores moleculares dos processos de apoptose - 

no genoma de T. cruzi (como nos demais protozoários, bem como fungos e plantas), foi 

inferido que as metacaspases são os potenciais ortólogos funcionais das caspases. Embora 

ainda existam controvérsias, evidências sugerem que metacaspases modulam a morte celular 

em tripanossomatídeos (LAVERRIÈRE; CAZZULO; ALVAREZ, 2012). 

A autofagia (ou MCP tipo II) é um processo fisiológico bastante conhecido que está 

envolvido na renovação protéica, destruição de organelas e reciclagem de materiais durante os 

períodos de escassez de nutrientes. Tal mecanismo é evolutivamente conservado e tem sido 

documentado em diversos organismos, incluindo Kinetoplastidas. Nos protozoários, a via 

autofágica é mais simples do que a descrita em outros tipos celulares, embora possuam todas 

as proteínas essenciais para realizar esse processo (JIMENEZ et al., 2008).  

Originalmente necrose (ou MCP tipo III) significa morte acidental de células e tecidos. 

Este tipo MCP é caracterizado por alterações drásticas em mitocôndrias, incluindo a 

despolarização da membrana mitocondrial, a depleção de ATP, a geração de espécies reativas 

de oxigênio, a perda de homeostase do cálcio, a vacuolização citoplasmática e a degradação 

da membrana plasmática. Diferente da apoptose, o processo de reciclagem das células mortas 

pelo processo de necrose é lento, pois os sinais celulares específicos são ausentes, levando a 

uma importante resposta inflamatória (MENNA-BARRETO et al., 2009). 

 

2.3 Resposta imune da doença de Chagas  

 

O sucesso da infecção pelo T. cruzi depende de estratégias elaboradas pelo parasita ao 

longo da sua evolução, em invadir células hospedeiras e subverter a resposta imune do 

hospedeiro, facilitando a sua proliferação e sobrevivência no interior destas células. Neste 

sentido, diversas moléculas de superfície do parasita estão relacionadas à invasão da célula 
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hospedeira e aos processos de imunomodulação da resposta do hospedeiro. O processo de 

invasão celular e evasão do sistema imune de T. cruzi é bastante complexo e dinâmico e 

envolve a interação de fatores tanto do parasita quanto do hospedeiro (WALKER et al., 2014). 

Por exemplo, T. cruzi e outros tripanosomatídeos são capazes de secretar vesículas 

extracelulares (VE) contendo proteínas associadas com a imunomodulação e virulência, as 

quais induzem a modulação da produção de citocinas envolvidas na resposta ao parasita. 

Interessantemente, além de secretarem VE diretamente, o T. cruzi também é capaz de induzir 

a liberação destas vesículas pela célula hospedeira infectada, permitindo a comunicação entre 

parasitas distantes e facilitando a dispersão de fatores de virulência em um complexo sistema 

de comunicação intercelular (BORGES et al., 2016; COAKLEY et al., 2015; NOGUEIRA et 

al., 2015).  

T. cruzi é um exemplo inequívoco da adaptação entre organismos eucariotos inferiores 

e mamíferos. Este parasita é capaz de invadir quase todas as células nucleadas, fagocíticas 

(principalmente macrófagos e células dendríticas) e não-fagocíticas em processos ainda pouco 

elucidados (ROMANO et al., 2013). Este processo de invasão se dá em duas etapas: 1) 

Adesão à membrana do hospedeiro e 2) interiorização através mecanismos fagocíticos e não 

fagocíticos que culminam na formação do vacúolo parasitóforo (TcVP).  Um grande número 

de moléculas está envolvido na ligação de T. cruzi à célula hospedeira. Estas moléculas estão 

presentes no glicocálice e compreendem mucinas, trans-sialidases e gp63 proteases, as quais 

interagem com receptores na célula hospedeira disparando uma série de eventos intracelulares 

necessários para interiorização do parasita (DE SOUZA et al., 2010; ROMANO et al., 2013).   

Dois mecanismos principais de entrada de formas tripomastigotas em células de 

mamífero têm sido descritos. O primeiro envolve a ativação de uma cascata de sinalização de 

cálcio e o recrutamento de lisosomos para o sítio de entrada do parasita, onde ocorre a sua 

fusão com o TcVP em formação. A ativa movimentação das formas tripomastigotas parece 

desempenhar um papel importante neste processo, uma vez que este movimento causa danos à 

membrana da célula hospedeira disparando um mecanismo de reparo da membrana mediado 

pela fusão 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 internalização de tripomastigotas de T. cruzi ocorre por 

invaginação da membrana plasmática independente de actina e dependente de uma PI-Kinase 

classe I (SIBLEY, 2011). Adicionalmente, estudos demonstraram parasitas no interior de 
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compartimentos contendo LC3, um marcador de autofagosoma, levantando a hipótese de que 

estas estruturas também contribuem como doadoras de membrana para formação do TcVP 

(ROMANO et al., 2012).   

Independente do mecanismo de entrada, a acidificação lisossomal ativa o 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 infeção no hospedeiro dependerá de um arsenal de estratégias de evasão 

associadas com alternância da forma infectiva extracelular para a forma amastigota 

proliferativa intracelular, acompanhada por mudanças adaptativas na expressão gênica 

(CARDOSO et al., 2015).  

O controle do T. cruzi e a sobrevivência no hospedeiro dependem tanto da resposta 

imune inata quanto da resposta imune adquirida, as quais são disparadas durante os primeiros 

estágios da infecção. Estas respostas envolvem células como macrófagos, células dendríticas, 

células NK (natural killers), linfócitos T e B, bem como a produção de citocinas 

proinflamatórias do perfil Th1, tais como IFN-γ, TNF-α, e IL-12 (MACHADO et al., 2012). 

Estudos têm demonstrado que macrófagos, células dendríticas e células NK 

desempenham papel crucial no controle do T. cruzi por disparar intensa resposta inflamatória 

acompanhada do aumento na produção de citocinas e quimiocinas (MACHADO et al., 2012).  

Para isso, estas células precisam reconhecer o parasita através da interação de receptores 

presentes na sua superfície com padrões moleculares (PAMPs - Pathogen-Associated 

Molecular Patterns) presentes na membrana deste patógeno.  Dentre os receptores que 

reconhecem os PAMPs, os Receptores do tipo Toll (TLRs - Toll-Like Receptors) são 

expressos em diferentes populações de células do sistema imune, incluindo macrófagos, 

células dendríticas, linfócitos B e T e até mesmo em células não pertencentes ao sistema 

imune, tais como fibroblastos, células do parênquima e células epiteliais. Componentes 

derivados de T. cruzi são reconhecidos por TLR2, TLR6, TRL7 e TLR9 (Figura 7), que 

induzem a produção de citocinas pró-inflamatórias e efetores microbicidas. Os antígenos do 

parasita e as citocinas produzidas localmente agem em conjunto para promover o 

desenvolvimento de uma resposta Th1 protetora, que leva ao controle do parasita. Além disso, 

a sinalização 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 proteína MyD88 e subsequentemente induzem o fator nuclear de transcrição NFκB, 

levando a produção das citocinas pró-inflamatórias (EGAN et al., 2009). 

 

Figura 7 - Resposta imune inata dependente dos receptores do tipo toll na infecção pelo Trypanosoma 

cruzi. 

 
Fonte: Rodrigues et al. (2012). 

Nota: Os PAMPs (padrões moleculares associados aos patógenos) derivados de T. cruzi são 

reconhecidos por diferentes TLRs (receptores do tipo Toll). O reconhecimento de moléculas de T. 

cruzi, como glicoconjugados de superfície do parasita e seus ácidos nucleicos, ocorre através de 

distintos TLRs expressos por células da resposta imune inata. A GPI mucina (glicofosfatidilinositol 

ancorada a mucina) ativa o TLR2 / TLR6, o GIPL (glicoinositolfosfolípidio) é um agonista para 

TLR4, o DNA genómico ativa TLR9 endossomal e TLR7 está envolvido no reconhecimento do RNA 

do parasita. Os TLRs induzem a ativação de NF-κβ (factor nuclear) e/ou IRFs (fator regulatório de 

interferon). As proteínas adaptadoras MyD88 e Mal/TIRAP são necessários para a ativação de TLR2 e 

TLR4 pelo NF-κB. Já as proteínas adaptadoras TRIF e TRAM ativam IRF3. TLR7 e TLR9 ativam 

NF-κB e IRF7 via MyD88. A ativação de NF-κB leva à produção de citocinas pró-inflamatórias, tais 

como TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) e os IRFs ativam a transcrição do gene IFN de tipo I.  

 

Durante a infecção pelo T. cruzi, os macrófagos ativados produzem espécies reativas 

de oxigênio (EROs) por um processo chamado de "burst" oxidativo, que atua como primeira 
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linha de defesa contra patógenos. Após a detecção de agentes infecciosos, a NADPH-oxidase 

(gp91phox ou NOX2) da célula hospedeira é ativada para produzir radicais superóxidos 

dentro do fagossoma. Em contrapartida, o parasita possui uma maquinaria antioxidante 

altamente eficaz para regular o "burst" oxidativo através de vias de desintoxicação das EROs,  

as quais estão 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 não reparados. No entanto, baixas concentrações de EROs 

atuam contribuindo para a replicação in vitro de amastigotas no interior de células hospedeiras 

e aumenta os níveis de parasitemia in vivo. Desta forma, a rede antioxidante do T. cruzi 

desempenha um papel importante na virulência do parasita e no sucesso da infecção (GOES et 

al., 2016). 

A resposta imune frente à infecção por T. cruzi envolve células efetoras e reguladoras. 

Geralmente a resposta imune inata mediada por macrófagos e células dendríticas (CDs) é 

responsável pela detecção e destruição do parasita; apresentação de antígeno; e produção de 

citocinas pró-inflamatórias. Após a ativação, as CDs migram para os órgãos linfóides 

secundários, apresentam antígenos e ativam células T para produzirem citocinas (IL-12, IL-

10, TNF-α e IL-6). Estes eventos culminam na ativação e diferenciação dos linfócitos T 

específicos. Durante a interação das CDs com linfócitos T, os complexos maiores de 

histocompatibilidade I e II (CMH I e CMHII) interagem com o receptor de células T (RCT) e 

moléculas co-estimulatórias, proporcionando sinais moleculares que são necessários para a 

proliferação e diferenciação celular. IFN-γ produzido por células T CD4
+
 e T CD8

+
 ativa os 

mecanismos efetores em macrófagos para destruir as formas amastigotas e tripomastigotas 

fagocitadas. Por outro lado, a atividade citotóxica mediada por células T CD8
+
 destrói 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 

et al., 2012; JUNQUEIRO et al., 2010; NASCENTES et al., 2016). 
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Figura 8 - Imunidade inata e adquirida durante a infecção por Trypanosoma cruzi. 

 
Fonte: Junqueiro et al. (2010). 

Nota: Na fase inicial da invasão pelo T. cruzi, a imunidade inata desempenha um papel crucial na 

resistência do hospedeiro à infecção: atuando como primeira barreira, as células do sistema imune 

inato produz citocinas (IL-12, TNF-α e IFN-γ) e moléculas efetoras [intermediários reativos de 

nitrogênio (RNI)] que controlam a replicação parasitária. Ao mesmo tempo, as células imunes inatas 

formam uma ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo IL-12 para a diferenciação e 

expansão clonal de células T e B.  O IFN-γ ativa mecanismos efetores em macrófagos 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 linfócitos T; TNF, factor de 

necrose tumoral. 

 

Após a interação com o parasita, os macrófagos produzem IL-12 e TNF-α, os quais 

ativam a produção de IFN-γ por células NKs. O IFN-γ em conjunto com o TNF-α, estimulam 

os macrófagos na produção de EROs para auxiliar na eliminação das formas intracelulares de 

T. cruzi (MAGALHÃES et al., 2015). Para conter os danos teciduais causados pela resposta 

pró-inflamatória exacerbada desencadeada pelo T. cruzi, esta é regulada por respostas anti-

inflamatórias mediadas pela IL-10 e o TGF-β. Ambas as citocinas desempenham importantes 

funções na regulação da resposta imune do hospedeiro infectado com T. cruzi e na promoção 

da persistência do parasita. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória que possui atividade 

imunosupressora através da regulação negativa da produção de IFN-γ e da ativação de 

macrófagos in vitro. Tal regulação é essencial para evitar uma resposta tóxica sistêmica 
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durante a infecção pelo T. cruzi (DOS REIS, 2011). Já o TGF-β regula uma variedade de 

respostas celulares, incluindo proliferação, diferenciação, migração e apoptose. A disfunção 

na regulação do TGF-β está associada com diversas doenças humanas, incluindo a doença de 

Chagas. A cruzipaina (a principal cisteíno-protease de T. cruzi) ativa diretamente o TGF-β 

reforçando o papel desta citocina como um alvo para o desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas para a doença de Chagas. TGF-β participa de processos que influenciam o 

desenvolvimento de cardiomiopatia que ocorre na doença de Chagas, incluindo: (a) o 

processo de invasão das tripomastigotas na célula hospedeira; (b) proliferação, diferenciação 

em tripomastigotas e morte por apoptose das amastigotas dentro das células hospedeiras; (c) 

regulação da inflamação e respostas imunes; e (d) aparecimento de fibrose e remodelação 

cardíaca em fases agudas e crônicas da doença (ARAÚJO-JORGE et al., 2012). 

A IL-17A é uma citocina que atua no desenvolvimento da inflamação e defesa do 

hospedeiro contra infecções, por sua capacidade em induzir a expressão de genes que 

codificam citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas. Na doença de Chagas, a IL-17A controla 

os níveis de parasitemia e modula a produção de IFN-γ e TNF-α, desta forma atua na redução 

dos danos nas células do hospedeiro. Os níveis de IL-17A estão diretamente relacionados com 

a infecção e o envolvimento cardíaco, sendo menor em pacientes com cardiomiopatia 

chagásica crônica do que em pacientes com a forma indeterminada da doença (ALBAREDA 

et al., 2015; LEON RODRIGUEZ et al., 2015). 

 

2.4 Quimioterapia da doença de Chagas 

 

Introduzidos nos anos de 1960 e 1970, os medicamentos nitroheterociclícos 

Nifurtimox (Nx) e Benzonidazol (Bz), permanecem como únicos quimioterápicos disponíveis 

para o tratamento da doença de Chagas (APT, 2010; CHATELAIN, 2017). Estes fármacos 

apresentam alta eficácia na fase aguda da doença, mas o seu uso na fase crônica ainda é 

controverso.  No entanto, o tratamento com Bz pode restringir a progressão da doença de 

Chagas e aumentar a soroconversão negativa em pacientes em fase indeterminada (BERN et 

al., 2007). 

Nx exerce sua atividade tripanocida através da indução do estresse oxidativo, enquanto 

que Bz age na produção de danos no DNA, inibição da síntese de proteínas e na cadeia 

respiratória. A nitroredutase tripanosomal tipo I desempenha um papel chave na ativação de 

Bz e Nx através de uma via não sensível ao oxigênio, formando metabólitos altamente 

citotóxicos, incluindo glioxal e vários nitrilos (Figura 9). Estes tipos de metabólitos 
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citotóxicos podem facilmente reagir com uma variedade de outras moléculas biológicas para 

formar aductos, o que pode explicar os efeitos pleiotrópicos observados nos parasitas tratados 

com estes pró-fármacos (MAYA et al., 2007). 

 

Figura 9 - Estruturas dos fármacos utilizados para tratamento da doença de 

Chagas. 

 
Fonte: Alsford et al. (2013). 

Legenda: As regiões destacadas de nifurtimox e benznidazol correspondem 

aos grupos 5-nitrofurano e 2-nitroimidazol, respectivamente. 

 

Os efeitos secundários indesejáveis do Bz e Nx, especialmente em adultos, são 

desvantagens na sua utilização e frequentemente levam os indivíduos acometidos pela doença 

de Chagas a interrupção do tratamento. Os efeitos colaterais mais frequentes observados na 

utilização de Nx são: anorexia, perda de peso, alterações psíquicas, excitabilidade, sonolência 

e problemas digestivos (náusea, vômito, cólica intestinal e diarreia). No caso de Bz, 

manifestações cutâneas são as mais notáveis, principalmente hipersensibilidade e dermatite 

com erupções cutâneas. As manifestações mais graves do tratamento com Bz são: depressão 

da medula óssea, púrpura trombocitopênica e agranulocitose. Ambos os medicamentos 

também apresentam efeitos mutagênicos 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 três doses divididas durante 

90 dias. Para o tratamento de crianças, Bz (5-10 mg / kg por dia), em duas ou três doses 

divididas durante 60 dias, ou Nx (15 mg / kg por dia) em três doses divididas, durante 60-90 

dias. Bz para tratamento de infecção congênita é altamente eficaz, com taxas de cura > 90% 

quando instituído nas primeiras semanas de vida. Antes de iniciado o tratamento, durante e 
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após devem ser realizados exames laboratoriais (hemograma completo, dosagem de provas da 

função hepática e renal) para monitorar os efeitos adversos nos indivíduos em tratamento 

(ALONSO-PADILLA; RODRÍGUEZ, 2014; MANDAL, 2014; MOARES, et al., 2014). 

O tratamento da doença de Chagas com Bz tem como benefícios a elevada 

porcentagem de cura parasitológica na fase aguda, prevenção da progressão da doença em 

decorrência da diminuição da carga parasitária e inibição primária ou interrupção da 

transmissão congênita. Uma das principais barreiras para o uso generalizado de Bz é a 

incidência elevada de reações adversas ao medicamento, documentados em até 50% dos 

pacientes tratados, cerca de um terço 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 infecção aguda e 

congênita, para os adultos sem cardiopatia chagásica com idades entre 19 e 50 anos e 

indivíduos que serão submetidos à imunosupressão (indivíduos que passarão por transplante 

de órgãos ou co-infectados com HIV). No entanto, as decisões de tratamento para adultos 

devem levar em consideração o benefício, o tempo de tratamento e os efeitos adversos mais 

frequentes. Para pacientes com cardiopatia chagásica avançada, o tratamento antiparasitário 

não é recomendado, o foco é dado para a terapia de suporte. Em pacientes com megaesôfago, 

a absorção do fármaco pode ser prejudicada, desta forma, o tratamento deve ser realizado 

após a cirurgia corretiva. O Bz e o Nx estão contraindicados na gravidez e em doentes com 

disfunção renal ou hepática grave (BERN et al., 2007). 

Tendo em vista as limitações dos medicamentos utilizados atualmente para o 

tratamento da doença de Chagas, faz se necessário a identificação de novos fármacos. 

Embasado pelo conhecimento atual em relação à fisiologia do parasita e do hospedeiro, uma 

promissora droga tripanocida deve conter as seguintes características: (i) elevada atividade 

contra as formas amastigotas e tripomastigotas da corrente sanguínea; (ii) elevada atividade 

contra diversas cepas de T. cruzi para seu uso em diferentes regiões endêmicas; (iii) eficácia 

nas fases aguda e crônica; (iv) biodisponibilidade oral em poucas doses; (v) baixa toxicidade, 

genotoxicidade e teratogenicidade dado o potencial de uso em crianças e mulheres em idade 

reprodutiva; (vi) baixo custo e boa estabilidade para uma longa vida de prateleira em 

temperaturas tropicais; (vii) altos níveis de acúmulo em tecido e longas semi-vidas terminais; 

(viii) baixo risco de cardiotoxicidade,  tendo em vista que o coração é o órgão mais afetado 

em pacientes chagásicos; e (ix) baixo risco de interações com o citocromo P450 hepático para 

evitar interações medicamentosas, uma vez que muitos pacientes usam antiarrítmicos e 

anticoagulantes (CASTRO et al., 2011). 
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Na busca de novos fármacos para o tratamento da doença de Chagas, um novo cenário 

ganhou destaque em 2011, com a pesquisa de novos medicamentos decorrentes de ensaios 

clínicos na América Latina e na Espanha. Devido ao fato dos antifúngicos derivados de triazol 

inibirem a biossíntese de ergosterol do T. cruzi, componente essencial para o crescimento e 

sobrevivência do parasita, foram traçados dois desenhos de estudos com o triazol posaconazol 

(STOP-CHAGAS e CHAGAZAZOL) e um estudo com um pró-fármaco do triazol 

ravuconazole (E1224) (DRUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE, 2012).  

O posaconazol apresentou bons resultados para o tratamento da doença de Chagas 

aguda e crônica em relação ao Bz em modelo murino. No entanto, este efeito não 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 após o tratamento (MOLINA et al., 

2014). O mesmo perfil foi observado para E1224, um ano após o tratamento: em 92% dos 

indivíduos tratados foi detectado o DNA do parasito em comparação a 9% para o grupo 

tratado com Bz (5 mg/Kg/dia) (RIBEIRO et al., 2014). 

Na busca de novos fármacos para a doença de Chagas, além dos inibidores da 

biossíntese de ergosterol, inibidores da cruzipaina (cisteina protease essencial para 

sobrevivência do T. cruzi) estão sendo investigados. Dentre os inibidores de cruzipaina, o 

K777 estava na fase mais avançada de estudos. Infelizmente, a utilização clínica de K-777 

como um agente terapêutico para o tratamento da doença de Chagas foi limitada pela sua 

hepatotoxicidade (McKERROW et al., 2009; WONG-BAEZA et al., 2015).  

O fracasso terapêutico de medicamentos promissores que estavam em ensaios clínicos 

avançados faz com que a busca por novos compostos eficazes continue essencial para uma 

terapia eficaz da doença de Chagas. Uma estratégia racional para o desenvolvimento de 

drogas é a procura de alvos metabólicos críticos para a sobrevivência do parasita ou 

moléculas que já demonstraram um amplo espectro de atividade antiprotozoária (LECHUGA 

et al., 2016). 

Os compostos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, são considerados 

uma fonte importante de compostos biologicamente ativos contra vários organismos 

infecciosos, especialmente parasitas. Diversos estudos relacionados com a atividade in vitro 

de extratos e metabólitos secundários de plantas contra T. cruzi foram publicados, e diversas 

espécies de plantas são utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de doenças 
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parasitarias, embora os dados sobre a toxicidade de tais compostos sejam ausentes (HAMEDT 

et al., 2014). 

 

2.5 Óleos essenciais 

 

O uso de plantas medicinais, conhecido como Fitoterapia, tem sua origem nas culturas 

antigas, incluindo os povos egípcios, ameríndios e chineses. No século 19, o isolamento e 

purificação dos ingredientes ativos de plantas medicinais motivaram o surgimento da indústria 

farmacêutica (TEIXEIRA et al., 2014). Das 250.000 espécies de plantas no mundo, apenas 

21.000 são usadas como fitoterápicos. A fitoterapia é praticada por grande parte da população 

brasileira, em especial, as mais carentes. Para promover o uso adequado de medicamentos 

fitoterápicos é fundamental validar cientificamente seus efeitos (MOLINA-GARZA et al., 

2014).  

A triagem de compostos naturais fornece embasamento para descoberta de novas 

moléculas, com atividade biológica e elevada seletividade. Novas abordagens terapêuticas 

têm sido desenvolvidas para a doença de Chagas, as quais são baseadas em produtos naturais 

oriundos de plantas que exibem atividade tripanocida e menor toxicidade (DUSCHAK; 

COUTO, 2007).  

As plantas produzem diversos metabólitos secundários com função de proteção aos 

predadores e patógenos microbianos. Alguns metabólitos também estão envolvidos em 

mecanismos de defesa contra o estresse abiótico e são importantes na interação de plantas 

com outros organismos (BASSOLÉ; JULIANI, 2012).   

Os óleos essenciais (OEs) – oriundos do metabolismo secundário de plantas 

aromáticas - são compostos voláteis, lipofílicos, complexos e caracterizados por um forte 

odor. Na natureza, os OEs são responsáveis pela proteção das plantas por atuarem como 

antibacterianos, antivirais, antifúngicos e inseticidas (BAKKALI et al., 2008).  

Os OEs geralmente são líquidos em temperatura ambiente, mas podem também 

apresentar-se sólidos ou resinosos. Os OEs podem apresentar cores diferentes que vão desde o 

amarelo claro ao verde esmeralda. São sintetizados por todos os órgãos das plantas, isto é, 

brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutos, raízes, madeira ou casca; e são 

armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas 

glandulares. Várias técnicas podem ser usadas para extrair OEs das plantas, incluindo a 

destilação de água ou vapor, extração com solvente, expressão sob pressão, extração com 

fluido ou água supercrítico (BASSOLÉ; JULIANI, 2012; DHIFI et al., 2016).   
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Os OEs são misturas naturais contendo de 20-60 componentes em concentrações 

diferentes. Geralmente, de dois a três destes componentes estão em altas concentrações e 

determinam as propriedades biológicas do OE. Os componentes incluem dois grupos com 

origens biossintéticas diferentes: o grupo principal é composto de terpenos, e o outro de 

constituintes aromáticos e alifáticos, todos com baixo peso molecular (ABAD et al., 2012). 

Os isoprenos são derivados da condensação do difosfato de isopentilo (IPP) ou do seu 

isômero 3,3- dimepirofosfatotilatil (DMAPP). Em plantas superiores, acredita-se que duas 

vias independentes, o mevalonato (MVA) e o metileritritol (MEP) sejam responsáveis pela 

formação de IPP (difosfato de isopentilo) a partir de acetil-CoA. Os terpenos, hidrocarbonetos 

formados a partir da combinação de unidades de isopreno (C5H8) no citoplasma de células 

vegetais, são classificados em hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), 

diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e seus derivados 

oxigenados (terpenóides) (BISWAS et al., 2009). Os terpenóides são terpenos que sofreram 

alterações bioquímicas através de enzimas que adicionam moléculas de oxigênio e movem ou 

removem os grupos metílicos. Os terpenóides podem ser subdivididos em álcoois, ésteres, 

aldeídos, cetonas, éteres, fenóis e epóxidos (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 compõem. Contudo, evidências indicam que a atividade dos 

OEs refere-se à proporção em que os principais constituintes estão presentes e suas interações 

com os constituintes minoritários. Várias atividades antimicrobianas sinérgicas foram 

relatadas para constituintes ou frações de OEs quando testados em combinações. Quatro 

mecanismos foram propostos para explicar o mecanismo de sinergia entre os componentes 

dos OEs: (I) inibição sequencial de vários passos de uma via bioquímica particular, (II) 

inibição de enzimas que degradam antimicrobianos, (III) interação de vários componentes 

com a parede celular, (IV) interação com a parede celular ou membrana que leva ao aumento 

da entrada de outros componentes e (V) componentes com diferentes modos de ação que 

indiretamente dependem um do outro. Já o antagonismo pode ocorrer quando: (I) combinados 

compostos bacteriostáticos e bactericidas, (II) componentes que concorrem pelo mesmo alvo 

de ação, e (III) antimicrobianos que interagem com outros (HYLDGAARD et al., 2012). 

Aproximadamente 3.000 OEs são conhecidos, sendo 10% destes com importância 

comercial nas indústrias de alimentos, cosméticos e medicamentos. A sua composição 

química pode variar consideravelmente a depender das condições ambientais, estação do ano, 

processo de desidratação, condições de armazenamento da planta e método de extração 

(BILLA et al., 2014).  



43 

 

 

Os principais mecanismos citotóxicos dos OEs incluem a indução de morte celular por 

ativação de processos de apoptose e/ou necrose, interrupção do ciclo celular e perda da função 

de organelas essenciais. Devido à natureza lipofílica e o baixo peso molecular, os 

componentes dos OEs atravessam membranas celulares causando alterações na composição e 

fluidez das membranas, levando ao vazamento de íons e moléculas citoplasmáticas e 

consequente lise celular. As alterações nas membranas leva a redução da produção de ATP, 

alteração do pH e perda do potencial mitocondrial. Além disto, alguns OEs agem como 

agentes pró-oxidantes que alteram o estado redox e comprometem a sobrevivência celular 

(SHARIFI-RAD et al., 2017).  Desta forma, os OEs de plantas medicinais são utilizados como 

substâncias antimicrobianas naturais com papel importante na descoberta de novos fármacos 

(AKTHAR et al., 2014). 

 

2.6 Plantas da Caatinga 

  

O bioma Caatinga é o principal ecossistema da região Nordeste do Brasil, estendendo-

se sobre o domínio de climas semiáridos em uma área de 73.683.649 ha, 6,83% do território 

nacional, ocupando os estados da Bahia, Ceará, Piauí, Pernambuco, Rio Grande do Norte, 

Paraíba, Sergipe, Alagoas, Maranhão e Minas Gerais (Figura 10) (SÁ et al., 2011).  

 

Figura 10- Mapa do bioma Caatinga.  

 
Fonte: Ribeiro et al., 2016. 
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A Caatinga é composta por arbustos e plantas pequenas, em sua maioria espinhosas e 

decídusa. Plantas anuais, cactos, bromélias e herbáceas complementam a composição botânica 

deste bioma (SANTOS et al., 2010). Com precipitação entre 240 e 900 mm/ano e 7-11 meses 

de estação seca, a flora nativa da Caatinga consiste em 4.478 espécies, sendo 20% destas 

endêmicas. As famílias arbóreas mais comuns são Fabaceae, Euphorbiaceae, Cactaceae e 

Bromeliaceae (ALMEIDA et al., 2014). 

Aproximadamente 28 milhões de pessoas vivem no ecossistema da Caatinga. Estudos 

etnobotânicos na região indicam que as espécies vegetais são utilizadas pela comunidade para 

tratar várias doenças, incluindo doenças de pele, doenças respiratórias, doenças 

gastrointestinais e infecções. A realização de estudos das plantas da região semiárida 

brasileira tem crescido de forma constante com a maioria desses estudos sendo descritiva, 

com foco em inventariar as plantas junto com suas indicações terapêuticas, padrões de uso e 

parte da planta usada (ALBURQUERQUE et al., 2012; MOURA et al., 2015). 

A Caatinga está entre os biomas mais afetados e ameaçados pela ação humana. O 

estudo e a conservação da biodiversidade da Caatinga são desafios para a comunidade 

científica brasileira, devido ao fato de se restringir ao território nacional; ser a área menos 

estudada e menos protegida (apenas 1% território está em áreas protegidas). Entre as áreas 

protegidas, o Parque Nacional do Vale do Catimbau (PARNA Catimbau), localizado no 

estado de Pernambuco, distribuído entre as cidades de Buíque, Ibimirim e Tupanatinga, com 

uma área de 607 km
2 

criado em 13 de dezembro de 2002, é inserido em uma região definida 

como uma área prioritária para a investigação científica (ALVES et al., 2009; MOURA et al., 

2015). 

A Caatinga brasileira é um bioma marcado por secura acentuada, por isso, suas plantas 

desenvolvem características químicas únicas que as tornaram excelentes fontes de compostos 

com atividade biológica contra microrganismos (ALMEIDA et al., 2006; SILVA et al., 2013). 

Muitas plantas da Caatinga são usadas na medicina tradicional e vários trabalhos de pesquisa 

confirmaram seus usos. Dentre elas estão Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis 

pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata. 

 

2.6.1 Eugenia brejoensis Mazine (Myrtaceae) 

 

No Brasil, a família Myrtaceae é ecologicamente importante e representa o maior 

número de espécies na restinga do Brasil. Entre os gêneros da família Myrtaceae, Eugenia é o 

maior, com aproximadamente 2000 espécies. Recentemente, uma nova espécie da seção 
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Eugenia racemosae (Myrtaceae) foi descrita na área 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 

o óleo essencial possui atividade larvicida contra Aedes aegypti (SILVA et al., 2015) 

 

2.6.2 Hyptis fruticosa Salzm (Lamiaceae) 

 

O gênero Hyptis é constituído por mais de 300 espécies, as quais são frequentemente 

usadas no tratamento de infecções gastrintestinais, cãimbras e dor, assim como em infecções 

de pele (SILVA et al., 2006). Hyptis fruticosa Salzm ex Benth, conhecida popularmente por 

alecrim de tabuleiro ou alecrim do vaqueiro, é um arbusto que se encontra amplamente 

distribuído na região Nordeste do Brasil. Estudos científicos demonstraram atividade 

antibacteriana, antineoplásica, analgésica e antinociceptiva do extrato etanólico 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 sambacaitá ou 

canudinho. Esta planta é bastante utilizada na medicina tradicional em diversas situações, 

entre elas: rinofaringite, congestão nasal, doenças de pele, problemas gástricos, febre, 

infecções bacterianas e fúngicas (SILVA, 2002). Além destas atividades, também pode ser 

utilizada na inflamação, na dor e na cicatrização de feridas (SILVA, 2002). Estudos 

reportaram que tal planta possui atividade antibacteriana, antifúngica (SANTOS et al., 2008) e 

anti-Leishmania (FALCÃO 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 família Lamiaceae, sendo popularmente utilizada como repelente 

de insetos e no tratamento de doenças do trato respiratório (FALCÃO; MENEZES, 2003). Na 

literatura já foi relatada a atividade antibacteriana, antifúngica (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 gênero Lippia inclui cerca de 200 espécies de plantas de regiões tropicais da África, 

América Central e do Sul. Infusões das folhas, partes aéreas ou flores são tradicionalmente 

utilizadas como loção tópica para tratamentos respiratórios, gastrointestinais e distúrbios na 

pele (ESCOBAR et al., 2010). A Lippia macrophylla é popularmente utilizada para o 

tratamento de desordens menstruais e respiratórias (CONCEIÇÃO et al., 2012). O extrato 

etanólico de Lippia macrophylla, antigamente chamada de Lantana macrophylla (SANTOS; 

SALIMENA, 2002), apresentou atividade antifúngica frente a diversas espécies de Candida 

(OLIVEIRA et al., 2013) e bactérias gram-positivas (SOUZA JÚNIOR et al., 2005). 

 

2.6.6 Syagrus coronata (Mart.) Beccari (Arecaceae) 

 

Plantas da família Arecaceae ocupam um lugar importante na composição da flora dos 

estados da Região 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 são usadas em aplicações medicinais, tais como, picadas de cobra, inflamação ocular, 

micoses e cicatrização de feridas. Já 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 citotóxica frente a macrófagos peritoneais (RODRIGUES et al., 2011). 

Tendo em vista o potencial das plantas da Caatinga como agente quimioterápico 

contra diversas condições patológicas 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 óleos essenciais de plantas da Caatinga como candidatos 

ao desenvolvimento de novos fármacos para terapia da doença de Chagas.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Identificar e quantificar os componentes químicos dos óleos essenciais; 

b) Avaliar o efeito dos óleos essenciais sobre células de mamífero;  

c) Analisar o efeito dos óleos essenciais sobre o crescimento de epimastigotas e a 

viabilidade de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi; 

d) Avaliar in vitro a ação dos óleos essenciais na infecção de amastigotas intracelulares 

de T. cruzi em macrófagos peritoneais;  

e) Analisar a resposta imune celular induzida por óleos essenciais em células do exsudato 

peritoneal infectadas com T. cruzi; 

f) Identificar os possíveis alvos de ação dos óleos essenciais em T. cruzi. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Obtenção e caracterização química dos óleos essenciais 

 

Seis diferentes óleos essenciais extraídos por hidrodestilação 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, Buíque-PE – Anexo A) foram 

cedidos pelo Laboratório do Departamento de Bioquímica da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). Estas plantas foram processadas conforme as técnicas taxonômicas e 

depositadas no Herbário IPA, do Instituto Agronômico de Pernambuco pelo botânico Dr. 

Alexandre Silva. A análise bioquímica dos seus constituintes foi realizada através de 

cromatografia gasosa acoplada à espectrofotometria de massa (GC/MS) em colaboração com 

a Dra. Daniela Navarro do Departamento de Química Experimental. Os óleos essenciais 

foram guardados a -20°C, protegidos da luz. Foi preparada uma solução estoque solubilizada 

em DMSO (100 mg/mL), a qual foi diluída em diferentes concentrações para os 

experimentos.  

Para a análise dos óleos essenciais foram injetadas alíquotas de 1 µL em split 1:50 do 

óleo essencial com concentrações variando entre 2000 a 3000 ppm. Posteriormente injetou-se 

1 µL em split (1:50) da mistura de padrões de hidrocarbonetos: C9-C34. E finalmente, injetou-

se a mistura do óleo essencial e a mistura de padrões de hidrocarbonetos, 1 µL (0,2 µL de 

alcanos e 0,8 µL de óleo) 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 pressão 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
-s
 de m/z 20-350. A partir da análise dos tempos 

de retenção dos compostos presentes na amostra do óleo essencial, dos padrões de 

hidrocarboneto e a combinação do óleo essencial com a mistura de padrões foi calculado o 

índice de retenção para cada componente do óleo, segundo a equação de Kratz (1963).  
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Onde:  

IR: Índice de Retenção de Kratz.  

i: Diferença do número de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do composto 

com o hidrocarboneto que elui antes.  

trx: Tempo de Retenção do composto 

trhA: Tempo de Retenção do hidrocarboneto que elui antes do composto.  

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

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

Os compostos foram identificados a partir de comparação de seus espectros de massa e 

tempos de retenção àqueles de padrões autênticos disponíveis nas bibliotecas de referência 

MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition, integradas ao software Agilent MSD 

Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA). A identificação dos 

compostos foi realizada a partir da comparação dos índices de retenções 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 Criação de Animais de Laboratório do Centro de pesquisas 

Aggeu Magalhães (CECAL-CPqAM) para a obtenção respectivamente das formas 

tripomastigotas sanguíneas infectivas de T. cruzi e de células do exsudato peritoneal. Todos 

os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os padrões éticos do 

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães e aprovados pelo comitê de ética em experimentação 

animal desta mesma instituição (CEUA-CPqAM) sob a licença de número 60/2014 (Anexo 

B).  

 

4.3 Citotoxicidade  

 

Células do exsudato peritoneal de camundongos foram semeados em placas de 96 

poços contendo meio RPMI sem vermelho de fenol suplementado com 10% de SFB e 

incubados em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC. Após 24 horas, o meio foi removido e as 

células incubadas na presença de várias concentrações (15,625-250 µg/mL) dos óleos 
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essenciais e do benzonidazol por 48 horas. Após este período, foi adicionado 10 µL de MTT 

(5 mg/mL) e incubados por mais 3 h em estufa de 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, os cristais 

de formazan foram solubilizados em DMSO e sua absorbância foi determinada 

espectofotometricamente a 540 nm. Poços contendo meio e MTT foram utilizados como 

controle da reação. Foram realizados dois experimentos independentes em quadruplicata. 

 Adicionalmente, foi avaliada a citotoxicidade dos óleos essenciais em hemácias de 

humano. Hemácias do tipo O
+
 foram suspensas em solução salina (NaCl 0,85% + CaCl2 

10mM) a 2% e incubadas em placas de 96 poços fundo “u” com diferentes concentrações dos 

óleos essenciais (15,625-250 µg/mL). Após um período de 3 horas de incubação a 37° C sob 

agitação constante, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 4 min a 4 ºC e a 

absorbância do sobrenadante medida a 540 nm para estimar o percentual de hemólise. 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 hemólise determinada através da equação:  

 

Atividade hemolítica (%) =   (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 antibiótico. Para os 

experimentos foram utilizados parasitas de culturas de 3 dias. Formas tripomastigotas 

sanguíneas de T. cruzi (cepa Y) foram obtidas de camundongos albinos Swiss infectados, 

através de punção cardíaca, 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 CO2. Formas amastigotas intracelulares de cultura foram obtidas a partir da 

inoculação de tripomastigotas sanguíneas em culturas de macrófagos peritoneais de 

camundongos Balb/c, mantidas em meio RPMI 1640 a 37 °C e 5% de CO2. 
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4.5 Atividade tripanocida 

 

Formas epimastigotas foram coletadas na fase log de crescimento (2x10
6
 

parasitas/mL) e incubadas em meio LIT, suplementado com 10% de SFB, por 72 horas, na 

presença ou ausência de diferentes concentrações dos óleos essenciais (250 µg/mL
 
a 15,625 

µg/mL). O crescimento da cultura foi determinado através de contagem direta em câmara de 

Neubauer e a CI50 (concentração que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada 

por regressão linear. Cada teste foi realizado em 3 experimentos independentes em triplicata.  

Formas tripomastigotas sanguíneas (1x10
7
 parasitas/mL), mantidas em meio RPMI à 

37°C e 5% de CO2, foram incubadas por 24 horas na presença ou ausência de diferentes 

concentrações dos óleos essenciais (250 µg/mL
 
a 15,625 µg/mL) e do benzonidazol. A CL50 

(concentração 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, 

macrófagos mantidos em meio RPMI 1640 e 10% SFB foram plaqueados em placas de 

cultivo de 24 poços (10
6
 células/mL), contendo uma lamínula de vidro, e mantidas a 37°C. 

Após 2 horas de cultivo, as culturas foram lavadas e infectadas com formas tripomastigotas 

sanguíneas na proporção de 5:1 parasita/célula. Após 3 horas de interação, os parasitas não 

internalizados foram retirados por lavagem em PBS estéril e incubados em meio fresco na 

presença ou ausência de diferentes concentrações dos óleos essenciais e do benzonidazol. 

Após 24 horas os macrófagos foram fixados em Bouin e corados com Giemsa, e foi 

determinado o percentual de infecção (n° de células infectadas/100 macrófagos) e a 

intensidade de infecção (n° de parasitas/100 células hospedeira) através da microscopia 

óptica. Macrófagos infectados e não tratados foram utilizados como controle. Foram 

realizados três experimentos independentes em duplicata. 

 

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

infectadas por T. cruzi  

 

Para avaliação do perfil de citocinas (Th1, Th2 e Th17), 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 submetidas à dosagem das citocinas  IL-2, TNF-

α, IFN-γ , 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 

recomendações do fabricante. As medições foram realizadas no citômetro FACS Calibur 

(Beckton Dickinson, Mountain View, CA, EUA). A aquisição de dados foi realizada 

utilizando o programa Cell-QuestTM software package fornecido pelo fabricante. A análise 

dados foi feita no programa FlowJo software 7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Foi 

realizada uma aquisição de 1800 eventos (mínimo de 300 eventos por bead) para cada 

amostra. Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata. 

 

4.7 Produção de óxido nítrico por células do exsudato peritoneal infectadas por T. cruzi  

 

A produção de óxido nítrico 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 concentração de nitrito, 100 μL do sobrenadante da cultura de 

macrófagos de cada poço foram incubados com 100 μL do reagente Griess (1% sulfanilamida/ 

0,1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamina dihydrochloreto/2,5% H3PO4) à temperatura ambiente 

por 10 minutos em um agitador de placa. A absorbância foi medida a 540 nm no leitor de 

ELISA Benchmark plus (Bio-Rad
®
, Califórnia, EUA). A concentração de nitrito foi 

determinada usando uma curva padrão com concentrações conhecidas de nitrito de sódio.  

Foram realizados três experimentos independentes em duplicata. 

 

4.8 Estudo ultraestrutural  

 

Para identificação de possíveis alvos intracelulares de ação tripanocida dos óleos 

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 

CL50 e 2x CL50 dos OEs em tripomastigotas foram lavados e fixados em glutaraldeído a 2,5% 

e paraformaldeído a 4%, em tampão cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2), durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas no mesmo tampão e pós-

fixadas em solução de tetróxido de ósmio a 1%, ferricianeto de potássio a 0,8% e cloreto de 

cálcio a 5 mM em tampão cacodilato 0,1 M por 1 hora. Após a fixação, os parasitos foram 

desidratados em concentrações crescentes de acetona (50% -100%), infiltrados e incluídos em 

resina epóxi (Fluka Analytical, Polysciences). Cortes ultrafinos obtidos no ultramicrótomo 

Leica EMUC6 (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 

microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM109 à 80 kV.  

 

4.9 Análise do mecanismo de morte celular induzido pelos óleos essenciais  

 

Para avaliarmos o possível mecanismo de morte celular induzido pelos óleos 

essenciais promissores, epimastigotas e tripomastigotas na concentração de 2x10
6 

células/mL 

respectivamente em meio LIT e meio RPMI suplementado com 10 % de SFB foram tratadas 

com as concentrações correspondentes a IC50 e 2x IC50 por 48 horas em estufa 27º C para 

epimastigotas e por 24 horas com LC50 e 2 x LC50 em estufa 37º C a 5% de CO2 para formas 

tripomastigotas. Após incubação, as culturas foram lavadas 2x em PBS e em seguida 

submetidas à marcação com iodeto de propídio e anexina V por 10 minutos conforme as 

indicações do fabricante do kit (Invitrogen). Após esse tempo, as células foram ressuspensas 

em tampão de ligação 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 

fluorescência 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 fenótipos: AV
-
/IP

-
 (células não apoptóticas/não necróticas); AV

+
/IP

-
 (células 

apoptóticas); AV
+
/IP

+
 (apoptose tardia/necrose)  e AV

-
/IP

+
 (necrose). Células tratadas com 

H2O2 foram consideradas como controle positivo de morte celular. Para a observação da 

fluorescência, as amostras foram colocadas em placas de cultivo MatTek (MatTek Corp. MA, 

USA), visualizadas no microscópio 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 óleos essenciais sobre o potencial de membrana mitocondrial e geração 

de radicais livres 

 

Para avaliarmos o efeito dos óleos essenciais sobre o potencial de membrana 

mitocondrial utilizamos como marcador a rodamina 123, um fluorocromo catiônico que 

marca mitocôndrias que possuem potencial de membrana preservado. Formas epimastigotas e 

tripomastigotas (2x10
6
 células/mL) foram tratadas como descrito no item 4.9, e em seguida 

lavadas em PBS. As células foram incubadas com rodamina 123 (10 g/mL) por 15 minutos a 

37 ºC. As análises foram realizadas em citômetro de fluxo a 488nm. As alterações na 
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fluorescência foram quantificadas a partir do índice de variação (IV) calculado pela equação 

(MT-MC)/MC, onde MT é a mediana da fluorescência dos parasitos tratados e MC a mediana 

de fluorescência dos parasitos sem tratamento. Foi realizada microscopia confocal a laser de 

forma semelhante a enunciada no item 4.9. Para a marcação com MitoSOX™, as amostras 

foram lavadas duas vezes e ressuspensas em 500 L de PBS estéril, incubadas com 5 g/mL 

de MitoSOX™ por 30 minutos a 37 ºC e posteriormente lavadas três vezes em PBS. Células 

tratadas com H2O2 por 20 minutos foram utilizadas como controle tratado para as análises. 

 

4.11 Análise estatística 

 

As análises de regressão linear foram feitas no programa SPSS 18.0 (IBM Co., Nova 

Iorque, EUA) para Windows. As análises de significância, considerado significativo valores p 

< 0,05, foram realizadas através do teste ANOVA e o pós-teste de Kruskal-Wallis no 

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

 

5.1 Caracterização química dos óleos essenciais  

 

A análise química 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 constituído predominantemente por 

monoterpenos (98,08%) e o OESC por ácidos graxos (100%) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Grupos químicos dos componentes dos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis 

fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata. 

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 δ-cadineno (15,88%), trans-cariofileno 

(9,77%) e α-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 

óxido 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. Ácido octanóíco foi o principal componente do OESC (38,83%) 

Grupo químico 
Óleo essencial (%) 

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 - 

Ácidos graxos - - 0,22 - - 100 

Outros compostos 0,68 5,02 2,46 26,39 0,3 - 
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seguido pelo ácido dodecanóico (38,45%) e ácido decanóíco (20,51%) (Tabela 2). As 

estruturas dos compostos majoritários estão expostas na figura 11.  

 

Tabela 2 - Composição química dos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia 

salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.                                       

                                                                                                                                                                                 (Continua). 

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

Nº Composto Calc Lit 
(1)

 Calc Lit 
(1)

 EB HF HP HS LM SC 

1 n-Nonano 898 900 898 900 - 0,53 - - - - 

2 α-Tujona 925 924 928 930 - - 0,71 0,12 - - 

3 Propil Ciclohexano 926 927 
(2)

 930 - - 0,47 - - - - 

4 α-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 β-Pineno 974 974 977 979 - 0,77 3,34 4,52 - - 

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 δ-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 3,15 1,63 10,27 - 

16 Limoneno 1027 1024 1030 1029 - - 0,58 - - - 

17 β-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 γ-Terpineno 1059 1054 1062 1059 - - - 0,10 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 Cânfora 1144 1141 1147 1146 - 0,96 0,11 - - - 

27 Terpineol-4 1178 1174 1180 1177 - 0,15 0,62 0,21 0,44 - 

28 ρ-Cimenol-8 1186 1179 1187 1182 - - 0,13 - - - 

29 Criptona 1186 1183 1188 1185 - - - 0,22 - - 
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Tabela 2 - Composição química dos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia 

salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.                                       

                                                                                                                                                                              Continuação 

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

Nº Composto Calc Lit 
(1)

 Calc Lit 
(1)

 EB HF HP HS LM SC 

30 α-Terpineol 1191 1186 1192 1188 - 0,11 - 0,18 - - 

31 Ácido octanóico 1194 1167 1195 1171 - - - - - 38,83 

32 n-Dodecano 1201 1200 1201 1200 - 0,10 - - - - 

33 Metil Éter 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 δ-Elemeno 1340 1335 1341 1338 - 0,23 1,55 - - - 

37 α-Cubebeno 1352 1348 1354 1351 0,67 2,16 0,10 0,13 - - 

38 Acetato de Timol 1356 1349 1358 1352 - - - - 1,68 - 

39 Ciclosativeno 1370 1369 1372 1371 - 0,15 - - - - 

40 α-Ilangeno 1374 1373 1375 1375 - - - 0,18 - - 

41 Acetato de Carvacrol 1375 1370 1376 1372 - - - - 1,36 - 

42 α-Copaeno 1379 1374 1380 1376 1,36 4,66 1,13 0,91 - - 

43  -Funebreno 1383 1380 1384 1382 - - - 0,10 - - 

44 β-Bourboneno 1388 1387 1388 1388 - 0,19 1,02 1,77 - - 

45 Ácido Decanóico 1388 1364 1389 1366 - - - - - 20,51 

46 β-Cubebeno 1393 1387 1393 1388 - 0,54 - - - - 

47 β-Elemeno 1395 1389 1395 1390 0,73 0,95 2,31 0,91 - - 

48 cis-Jasmone 1401 1392 1401 1392 - - - 0,14 - - 

49 Metil Eugenol 1407 1403 1407 1403 - - - 5,60 - - 

50 α-Gurjuneno 1413 1409 1413 1409 1,77 - - 0,27 - - 

51 α-Cedreno 1415 1410 1416 1411 - - 0,62  - - 

52 trans-Cariofileno 1423 1417 1424 1419 9,77 15,24 30,91 14,34 0,47 - 

53 β- Copaeno 1432 1430 1434 1432 0,46 0,16 0,20 0,42 - - 

54 β- Gurjuneno 1435 1431 1436 1433 - - - 0,08 - - 

55 α-trans-Bergamoteno 1438 1432 1440 1434 - - - 0,09 - - 

56 Aromadendreno 1442 1439 1444 1441 1,88 0,58 0,08 0,91 - - 

57 Miltaileno-4(12) 1446 1445 1448 1447 - - 0,28 - - - 

58 α-Himachaleno 1447 1449 1448 1451 0,23 - - 0,22 - - 

59 trans-Muurola-3,5-dieno 1454 1451 1456 1453 - 0,50 - - - - 

60 α-Humuleno 1457 1452 1459 1454 1,60 3,41 1,57 0,74 - - 

61 Allo-Aromadendreno 1463 1458 1464 1460 - 0,10 - - - - 
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Tabela 2 - Composição química dos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia 

salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.                                       

                                                                                                                                                                           (Continuação) 

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

Nº Composto Calc Lit 
(1)

 Calc Lit 
(1)

 EB HF HP HS LM SC 

62 6- Dimetóxi-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 β-Acoradieno 1470 1469 1471 1479 - - 0,17 0,26 - - 

66 trans-Cadina-1(6),4-dieno 1477 1475 1478 1476 0,45 - - - - - 

67 γ-Muuroleno 1480 1478 1481 1479 2,18 0,43 0,58 2,19 - - 

68 Germacreno D 1485 1480 1486 1481 - 3,84 4,47 3,87 - - 

69 Hidroxianisole Butilado 1487 1488 1487 1489 - - - - 0,40 - 

70 β-Selineno 1490 1489 1490 1490 1,40 0,11 0,37 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 α-Muuroleno 1504 1500 1504 1500 3,68 0,55 0,29 1,29 - - 

75 Germacreno A 1509 1508 1510 1509 - 0,26 0,32 0,22 - - 

76 β-Bisaboleno 1512 1505 1512 1505 - - - - 0,32 - 

77 γ-Cadineno 1518 1513 1519 1513 5,78 0,94 0,47 1,88 - - 

78 Espirovetiva-1(10),7(11)-

dieno 

1521 - 1522 1523 - - 0,56 - - - 

79 δ-Cadineno 1527 1522 1528 1523 15,88 - 1,32 3,89 - - 

80 Metil éster do Ácido 

Dodecanóico 

1527 1524 1528 1525 - - - - - 0,07 

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 α-Cadineno 1542 1537 1543 1538 0,93 0,12 0,37 0,54 - - 

84 α-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 β-Calacoreno 1567 1564 1568 1565 - - - 0,09 - - 

89 Palustrol 1572 1567 1573 1568 0,83 0,24 0,17 0,91 - - 

90 Espatulenol 1582 1577 1583 1578 7,84 5,86 5,68 2,89 - - 

91 Ácido Dodecanóico 1583 1565 1584 1566 - - - - - 38,45 
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Legenda:
 
EB, Eugenia brejoensis; HF, Hyptis fruticosa; HP, Hyptis pectinata; HS, Hypenia salzmannii; LM, Lippia 

macrophylla; SC, Syagrus coronata. 

Fonte: A autora. 

 

Tabela 2 - Composição química dos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia 

salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata.                                       

                                                                                                                                                                            (Conclusão) 

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

Nº Composto Calc Lit Calc Lit EB HF HP HS LM SC 

92 Óxido de Cariofileno 1588 1582 1588 1583 4,61 2,92 13,19 5,45 0,74 - 

93 Viridiflorol 1596 1592 1596 1592 0,70 2,18 1,45 0,72 - - 

94 Guaiol 1602 1600 1602 1600 1,14 0,38 - - - - 

95 Ledol 1607 1602 1607 1602 1,98 - - 0,25 - - 

96 β-Oplopenono 1613 1607 1614 1607 0,63 - - - - - 

97 Epóxido de Humuleno II 1614 1608 1614 1608 - 0,32 0,46 0,23 - - 

98 <1,10-di-epi-> Cubenol 1619 1618 1620 1619 0,59 0,68 0,23 0,27 - - 

99 Junenol 1623 1618 1623 1619 - - 0,33 - - - 

100 Eremoligenol 1630 1629 1631 1631 - - 0,22 - - - 

101 γ-Eudesmol 1636 1630 1637 1632 - 0,83 - 0,16 - - 

102 Epóxi-allo-aromadendreno 1642 1639 1643 1641 0,68 - - - - - 

103 α-Muurolol 1645 1644 1646 1646 9,42 1,99 3,48 1,85 - - 

104 α-Eudesmol 1655 1652 1656 1653 - 1,50 - - - - 

105 α-Cadinol 1659 1652 1660 1654 8,33 1,14 1,55 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 Ácido Tetradecanóico 1768 1767 1768 - - - - 0,15 - 1,99 

111 Éster 2-fenil Etílico do Ácido 

Benzenoacético 

1917 1913 1918 1913 - - 0,19 - - - 

112 Farnesil Acetona 1921 1913 1921 1913 - - 0,37 - - - 

113 Ácido Hexadecanóico 1964 1959 1965 1960 - - 0,22 1,45 - 0,15 

114 (Z,Z,Z)-9,12,15-Ácido 

Octadecatrienóico  

2142 - 2142 2143 - - - 0,84 - - 

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

115 de 163           

 Compostos não identificados     5,46 19,03 5,23 4,62 - - 

 Compostos identificados     94,51 79,95 94,45 95,22 100 100 

 Total     99,97 98,98 99,68 99,84 100 100 
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Figura 11 - Principais componentes encontrados nos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis 

fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata. 

 
Fonte: A autora. 

 

5.2 Atividade citotóxica e tripanocida dos óleos essenciais 

 

Nossos resultados mostraram que na maior concentração testada (250 μg/mL) os OEs 

de HS, HP e EB foram capazes de induzir respectivamente 16,7; 20,5 e 53,4% de hemólise. 

Entretanto, em concentrações menores que 125 μg/mL esse percentual foi inferior a 4% para 

todos os OEs estudados (Figura 12). A avaliação da citotoxicidade em células do exsudato 

peritoneal de camundongos Balb/c, mostrou que o OELM foi o menos citotóxico (CC50 = 

400,66 ± 11,36 μg/mL), seguido pelo OEHF (CC50 = 333,71 ± 40,41 μg/mL) (Tabela 3).  
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Figura 12 – Atividade hemolítica dos óleos essenciais de Eugenia 

brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia 

macrophylla e Syagrus coronata. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHF, óleo 

essencial de Hyptis fruticosa; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

OEHS, óleo essencial de Hypenia salzmannii; OELM, óleo essencial de 

Lippia macrophylla; OESC, óleo essencial de Syagrus coronata. 

 

Tabela 3 - Atividade tripanocida e citotoxica dos óleos essenciais de Eugenia brejoensis, Hyptis fruticosa, Hyptis 

pectinata, Hypenia salzmannii, Lippia macrophylla e Syagrus coronata. 

Fonte: A autora. 

Legenda: EB, Eugenia brejoensis; HF, Hyptis fruticosa; HP, Hyptis pectinata; HS, Hypenia salzmannii; LM, Lippia 

macrophylla; SC, Syagrus coronata; Bz, benzonidazol; CI50 concentração inibitória de 50%; CL50 concentração de lise de 

50%; CC50, concentração citotóxica de 50%; ISe, Indice de seletividade. 

 

A melhor atividade inibitória para formas epimastigotas de T. cruzi foi obtida pelo 

OEEB (CI50 / 48h = 29 ± 4,5 μg/mL) seguido por OELM (CI50 / 48h = 37,6 ± 5 μg/mL) e 

OEHS (CI50 / 48h = 42,13 ± 9,34 μg/mL). O OEEB foi o mais eficaz para tripomastigotas 

Óleo 

essencial 

CI50  

Epimastigota 

CL50 

Tripomastigota 

CC50 Células do 

Exsudato Peritoneal 
CI50 Amastigota Tripomastigota Amastigota 

µg/mL ISe 

EB 29 ± 4,5 17,39 ± 0,62 251,4 ± 44,3 12,5 ± 1,74 14,45 20,11 

HF 57,8 ± 9 49,3 ± 5,5 333,71 ± 40,41 53,7 ± 7,8 6,76 6,2 

HP 56,1 ± 17 25,64 ± 3,26 261,05 ± 53,67 25,5 ± 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 37,6 ± 5 70,6 ± 7,5 400,66 ± 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 
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(CL50 / 24h = 17,39 ± 0,62 μg/mL), seguido pelo OEHP (CL50 / 24h = 25,64 ± 3,26 μg/mL) e 

o OEHS (CL50 / 24h = 36,27 ± 3,2 μg/mL). O OEEB apresentou a melhor concentração 

inibitória para as formas amastigotas de T. cruzi (CI50 / 24h = 12,5 ± 1,74 μg/mL) seguido 

pelo OEHP (CI50 / 24h = 25,5 ± 0,5 μg/mL) e OEHS (CI50 / 24h = 35,25 ± 3,07 μg/mL) 

(Tabela 3). 

 Exceto para o OESC (ISe = 1,38), todos os OEs investigados foram mais tóxicos para 

todas as formas evolutivas de T. cruzi em comparação com células do exsudato peritoneal, 

com índice de seletividade superior ao determinado para o benzonidazol (2,11). Os OEs de 

EB, HP e HS apresentaram os maiores índices de seletividade para as formas tripomastigotas 

de T. cruzi, respectivamente 14,4; 10,1 e 8,37. Para a forma intracelular os melhores índices 

de seletividade foram para o OEEB (20,11), seguido pelo OEHP (10,2) e o OEHS (8,6) 

(Tabela 3).  

Os tratamentos de macrófagos peritoneais murinos infectados com T. cruzi (Figura 13) 

mostram uma redução na infecção dos macrófagos para todos os OEs estudados, após 24 

horas de tratamento. A maior redução na infecção foi obtida pelo OEEB (36 μg/mL reduziu 

30% no número de macrófagos infectados em relação ao controle). Além disso, OEEB 

também apresentou a maior redução na sobrevivência das amastigotas nas células infectadas 

(36 μg/mL reduziu cerca de 90% o número de amastigotas/macrofágo infectado). 
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Figura 13 - Efeito dos óleos essenciais na infecção e sobrevivência de amastigotas de Trypanosoma cruzi em macrófagos. 

 
Fonte: A autora. 
Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHF, óleo essencial de Hyptis fruticosa; OEHP, óleo essencial de Hyptis 

pectinata; OEHS, óleo essencial de Hypenia salzmannii; OELM, óleo essencial de Lippia macrophylla; OESC, óleo essencial de 

Syagrus coronata. Valores estatisticamente significativos pelo teste ANOVA em relação ao controle infectado, * (p ≤ 0,05);** (p ≤ 

0,01) e ***(p ≤ 0,001). 
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5.3 Avaliação da resposta imune  

 

Com o propósito de avaliar o potencial imunomodulador dos OEs de plantas da 

Caatinga, células do exsudato peritoneal (CEPs) de camundongos Balb/c infectadas ou não 

por T. cruzi foram submetidas ao tratamento com as concentrações dos OEs correspondentes à 

0,5 x, 1 x e 2 x a CL50 contra tripomastigotas, a produção de citocinas do perfil Th1, Th2 e 

Th17 bem como a produção de óxido nítrico (ON) foram analisadas.  

Nossos resultados mostraram que a infecção pelo T. cruzi e o tratamento das CEPs 

infectadas com os OEs não alteraram significativamente os níveis basais de produção de IL-2, 

IFN-ɣ, IL-4, IL-17 e ON (Figuras 14-19). 

O tratamento das CEPs infectadas com o OEEB e o OEHS nas concentrações testadas 

não foi capaz de induzir alterações estatisticamente significativas no perfil de citocinas em 

relação às CEPs infectadas não tratadas (Figuras 14 e 15). 

 

Figura 14 – Produção de citocinas e óxido nítrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c 

infectadas com T. cruzi e tratadas com o óleo essencial de Eugenia brejoensis. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: C - controle sem infecção, CI - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle não infectado (p ≤ 0,05). 
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Figura 15 – Produção de citocinas e óxido nítrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c 

infectadas com T. cruzi e tratadas com o óleo essencial de Hypenia salzmannii. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: C - controle sem infecção, CI - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle não infectado (p ≤ 0,05). 

 

Já o tratamento com OEHF induziu a diminuição significativa nos níveis de IL-6, IL10 

bem como de ON em todas as concentrações testadas quando comparado aos níveis destas 

citocinas em CEPs infectadas não tratadas (Figura 16). 

 

Figura 16 – Produção de citocinas e óxido nítrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c 

infectadas com T. cruzi e tratadas com o óleo essencial de Hyptis fruticosa.  

 Fonte: A autora. 

Legenda: C - controle sem infecção, CI - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle não infectado (p ≤ 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle infectado (p ≤ 0,05). 
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O OEHP, por sua vez, na concentração de 2 x CL50 (50 µg/mL) reduziu a produção de 

IL-6 e IL-10 em relação ao controle infectado, mas não induziu alterações significativas nos 

níveis de ON, embora a diminuição deste radical livre em relação as CEPs infectadas não 

tratadas tenha sido observada (Figura 17).   

 

Figura 17 – Produção de citocinas e óxido nítrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c 

infectadas com T. cruzi e tratadas com o óleo essencial de Hyptis pectinata.  

 
Fonte: A autora. 

Legenda: C - controle sem infecção, CI - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle não infectado (p ≤ 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle infectado (p ≤ 0,05). 

 

O OELM em todas as concentrações testadas diminuiu significativamente a produção 

de TNF-α, IL-6 e IL-10 em relação ao controle infectado, reestabelecendo os níveis basais 

encontrados nas CEPs não infectadas. Da mesma forma o tratamento com este OE diminuiu 

significativamente os níveis de ON produzido pelas CEPs em resposta a infecção por T. cruzi 

(Figura 18).  
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Figura 18– Produção de citocinas e óxido nítrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c 

infectadas com T. cruzi e tratadas com o óleo essencial de Lippia macrophylla.  

 
Fonte: A autora. 

Legenda: C - controle sem infecção, CI - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle não infectado (p ≤ 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo 

teste ANOVA em relação ao controle infectado (p ≤ 0,05). 

 

O tratamento com o OESC elevou significativamente os níveis de TNF-α e reduziu IL-

10 de forma dose-dependente quando comparados com as CEPs infectadas controle e CEPs 

não infectadas e não tratadas (Figura 19).  

 

Figura 19 – Produção de citocinas e óxido nítrico por células do exsudato peritoneal de camundongos balb/c 

infectadas com T. cruzi  e tratadas com o óleo essencial de Syagrus coronata. 

 
Fonte: A autora. 
Legenda: C - controle sem infecção, CI - controle infectado, (*) valor estatisticamente significativo pelo teste 

ANOVA em relação ao controle não infectado (p ≤ 0,05) e (**) valor estatisticamente significativo pelo teste 

ANOVA em relação ao controle infectado (p ≤ 0,05). 
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5.4 Alterações ultraestruturais induzidas pelo tratamento com os óleos essenciais de E. 

brejoensis e H. pectinata 

 

Tendo em vista que o OEEB e o OEHP foram os que apresentaram o melhor índice de 

seletividade contra as formas amastigotas e tripomastigota (ISe > 10), foi realizada a análise 

ultraestrutural de células Vero infectadas controles e tratadas, no intuito de identificarmos as 

principais alterações nas formas amastigotas e tripomastigotas, bem como as possíveis 

organelas alvo da ação destes OEs.  

 Nossos resultados mostraram a presença de formas tripomastigota e amastigotas com 

morfologia típica no sobrenadante de cultura não tratados. As formas tripomastigotas controle 

apresentaram núcleo bem preservado com heterocromatina evidente, forma alongada e 

cinetoplasto fibrilar em forma de cesta localizado na porção posterior do parasita (Figura 

20A-20B). Já as amastigotas apresentaram forma arredondada e cinetoplasto em formato de 

bastão. Ambas as formas do parasita mostraram citoplasma homogêneo e membrana 

plasmática íntegra (Figura 20A). Eventualmente, foi possível observar no sobrenadante das 

culturas formas amastigotas (Figura 20C-20D) bem preservadas no citoplasma de células 

Vero.  Interessantemente, observou-se uma concentração de glicogênio da célula hospedeira 

ao redor dos parasitas (Figura 20D).  
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Figura 20 - Microscopia eletrônica de transmissão 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 homogêneo e granular, núcleo (N) e cinetoplasto em 

forma de cesta (K) evidentes. C-D - Detalhe de célula Vero na qual podemos observar a presença de 

forma amastigota bem preservada em seu citoplasma e organelas como mitocôndria (m) e complexo 

de golgi (CG). Note em (D) a presença de um grande acúmulo de glicogênio (gly) da célula hospedeira 

ao redor do parasita. Barras: A-C =1 µm e B-D= 500 nm.  
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O sobrenadante de culturas tratadas com OEEB, na concentração correspondente a 

CL50 de tripomastigota, mostraram drásticas alterações morfológicas nos parasitas livres tais 

como: aparecimento de espaços eletronluscentes no citoplasma e aumento de vacúolos; perda 

da forma do corpo celular; desestruturação do material nuclear e do k-DNA. Também foi 

possível observar aumento de debris celulares no meio extracelular, provenientes dos 

parasitas e das células hospedeiras (Figura 21A-21B). Apesar das alterações tenderem a serem 

mais brandas nas formas intracelulares presentes no citoplasma das células hospedeiras 

(Figura 21C-21D), já se pode observar a presença de vacúolos semelhantes aos 

autofagosomos e alterações na membrana plasmática nessas formas. A maioria das células 

Vero presente no sobrenadante da cultura não apresentou alterações significativas quando 

tratadas com a CL50 de tripomastigota (Figura 21C-21D). Na maior concentração de OEEB (2 

x CL50 de tripomastigota) a maioria dos parasitas apresentaram perda da organização interna, 

inchaço da mitocôndria e aparecimento de espaços entre as membranas do núcleo (Figura 

21E). Nas células mais drasticamente afetadas não foi possível identificar qualquer 

organização interna das organelas. A maioria das células apresentava perda de compactação e 

ruptura do k-DNA (Figura 21F). 
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Figura 21 - Microscopia eletrônica de transmissão do sobrenadante de culturas infectadas com T. 

cruzi tratado com o óleo essencial de Eugenia brejoensis. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: (A-D) Sobrenadante de cultura infectada com T. cruzi e tratado com a CL50 e (E-F) tratado 

com a 2x CL50 do óleo essencial de Eugenia brejoensis. 

Nota: (A) Aspecto geral do sobrenadante de cultura mostrando a predominância de formas 

amastigotas morfologicamente alteradas e a presença de debris celulares. (B) Detalhe em maior 

aumento de formas amastigotas com espaços eletronluscentes no citoplasma e perda da organização 

interna das organelas. (C- D) - Detalhe de uma célula Vero infectada com ultraestrutura preservada, 

evidenciando o núcleo típico (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 inchaço entre os folhetos da membrana nuclear 

(seta), aumento do volume e desorganização da mitocôndria (m) e perda de material citoplasmático. 

(F) Forma tripomastigota apresentando perda da compactação do k-DNA (K) e da organização interna 

do citoplasma. Barras: A e C = 2 µm; B e D = 1 µm;  E e F= 500 nm. 
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Alterações similares puderam ser observadas nos parasitas tratados com o OEHP: 

aparecimento de espaços eletronluscentes (Figura 22A), vesículas no citoplasma e 

desorganização da estrutura do k-DNA (Figura 22C). As formas amastigotas intracelulares, no 

entanto, mostraram-se mais susceptíveis ao tratamento com 2 x CL50 de tripomastigota do 

OEHP do que com o OEEB, apresentando amastigotas com ruptura de membrana plasmática 

e perda de material citoplasmático (Figura 22D). Para o tratamento com ambos os OEs as 

formas tripomastigotas foram menos afetadas, com um menor número de células alteradas em 

comparação com as formas amastigotas (Figura 22B).   

 

Figura 22 - Microscopia eletrônica de transmissão do sobrenadante de cultura infectada com T. cruzi 

tratado com o óleo essencial de Hyptis pectinata. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: (A-B) Sobrenadante de culturas tratadas com CL50 e (C-D) com 2 x CL50 do óleo essencial 

de Hyptis pectinata. 

Nota: (A) Visão geral do sobrenadante contendo amastigotas livres. (B) Forma tripomastigota (T) 

invadindo célula Vero. (C) Parasita apresentando desorganização e ruptura da estrutura fibrilar do k-

DNA e a presença de vacúolos em todo o citoplasma da célula (estrelas). (D) Detalhe de formas 

intracelulares (asteriscos) apresentando espaços eletronluscentes no citoplasma (estrela) com evidente 

perda da organização interna e ruptura da membrana (seta). Barras: A-D= 1 µm; B-C =500 nm.  
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Apesar da maioria das células apresentarem alterações morfológicas significativas não 

foi possível identificar uma organela alvo específica da ação dos óleos essenciais estudados.  

 

5.5 Avaliação da morte celular induzida pelo tratamento com os óleos essenciais de E. 

brejoensis e H. pectinata 

 

Para identificarmos o possível 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 propídio (IP), composto fluorescente que se combina 

com material genético (DNA e RNA) de células cuja a integridade da membrana esteja 

comprometida.  

 Devido à praticidade de cultivo e de manipulação, 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 os dois marcadores (AV
-

/IP
-
), indicando que essas células não estavam sofrendo processo de morte celular por 

apoptose ou necrose. A proporção de células apoptóticas/necróticas não foi superior 5%. Em 

contrapartida, 79,7% das epimastigotas tratadas com peróxido de hidrogênio apresentaram-se 

duplo marcadas (AV
+
/IP

+
), sugestivo da perda da viabilidade celular, com comprometimento 

da integridade da membrana plasmática e morte celular por necrose.  

 O tratamento das formas epimastigotas com 1x CI50 OEEB não induziu diferenças 

evidentes no perfil de marcação com AV/IP quando comparados ao controle, com a maioria 

da população apresentando-se negativa para ambos marcadores (94,5%). Uma pequena 

porcentagem das células apresentavam o fenótipo apoptótico (5,9%) e 2,4% das células já 

apresentavam algum grau de comprometimento da integridade da membrana (AV
+
/IP

+
). Um 

discreto aumento na proporção de células apoptóticas/necróticas em relação ao controle pode 

ser observado no tratamento com 2x CI50 de OEEB representando aproximadamente 10,6 % 

do total de células (Figura 23). Resultados semelhantes foram obtidos para o OEHP. O 

tratamento com esse OE na maior concentração induziu uma proporção de células em 

processo de morte celular por apoptose/necrose de aproximadamente 11,7 %.  
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Figura 23 - Análises por citometria de fluxo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas 

com óleos essenciais e marcadas com AV/ IP. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

CI50, concentração inibitória de 50%; AV, anexina V; IP, iodeto de propidio. 

 

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

dados. As imagens obtidas por essa técnica demonstraram a ausência de marcação para ambos 

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

tratamento com H2O2. Através de contraste diferencial de interferência foi possível observar 

que as células do controle apresentavam forma alongada e movimentos típicos. Discreta 

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

estavam morfologicamente alteradas e na sua maioria imóveis (Figura 24).  
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Figura 24 - Análises por microscopia confocal a laser de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi 

tratadas com óleos essenciais e marcadas com AV/ IP. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

CI50, concentração inibitória de 50%; AN V, anexina V; IP, iodeto de propidio; DIC, contraste 

diferencial de interferência. 

 

Tendo em vista que a tripomastigota é a forma infectiva para o hospedeiro vertebrado, 

também realizamos o ensaio com AV/PI em células coletadas do sobrenadante de cultura 

infectadas.  A análise 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

-
). Já as células tratadas com H2O2, controle 

positivo de marcação, apresentaram uma proporção de 93,3 % AV
+
/IP

+
.  Células tratadas com 

o OEEB e o OEHP não apresentaram aumento relevante na proporção de morte celular em 

relação ao controle. As maiores proporções de morte celular foram obtidas para o OEEB, 

cerca de 1,35 e 1,5 vezes maior do que as células controle, para as concentrações 

correspondentes a CL50 e 2x CL50, respectivamente (Figura 25).  

  



76 

 

 

Figura 25 - Análises por citometria de fluxo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas 

com óleos essenciais e marcadas com AV/ IP. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

CL50, concentração de lise de 50%; AN V, anexina V; IP, iodeto de propidio; DIC, contraste 

diferencial de interferência. 

 

5.6 Avaliação dos efeitos dos óleos 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 alterações no 

potencial de membrana mitocondrial (Δψm), células tratadas e controles foram submetidas à 

marcação com rodamina 123 (Rho 123). Este fluorocromo é um composto lipofílico catiônico 

que se concentra em mitocôndrias ativas permitindo analisar o estado do potencial 

eletroquímico desta organela (CORONA et al., 2014). 

Formas epimastigotas controles apresentaram marcação para Rho 123, evidenciando 

que o Δψm apresentava-se preservado nestas células. O tratamento das células com os ambos 

os OEs causaram deslocamento do histograma para direita indicativo de um aumento na 

intensidade de marcação para este marcador (Figura 26). Tal variação pode ser melhor 

demonstrada através do índice de variação (IV). Valores negativos de IV indicam que houve 
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perda do potencial da mitocondria, enquanto valores positivos indicam hiperpolarização 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 CI50 e 

2x CI50 (Tabela 4). Através da microscopia confocal a laser, tanto as células controles quanto 

as tratadas apresentaram intensa marcação no canal verde em regiões correspondente a 

mitocôndria e ao cinetoplasto (Figura 27).  

 

Figura 26- Análises por citometria de fluxo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas 

com óleos essenciais e marcadas com rodamina 123. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

CI50, concentração inibitória de 50. 
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Tabela 4 - Análise através da citometria de fluxo dos efeitos dos óleos essenciais sobre o 

potencial de membrana mitocondrial de formas epimastigotas e tripomastigotas utilizando 

rodamina 123 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: IV= (MT − MC) /MC, onde MT é a mediana da fluorescência para parasitos 

tratados e MC para parasitos controles; EB, Eugenia brejoensis; HP, Hyptis pectinata; IV 

índice de variação. 

 

 

Figura 27 - Análises por microscopia confocal a laser de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi 

tratadas com óleos essenciais e marcadas com rodamina 123. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

CI50, concentração inibitória de 50%; Rho 123, rodamina 123; DIC, contraste diferencial de 

interferência. 

 

Óleo essencial 
Epimastigota Tripomastigota 

µg/mL Mediana IV µg/Ml Mediana IV 

Controle 0 165572,5 0 0 25667,0 0 

EB 
29 180358,5 +0,090 18 66503,0 +1,591 

58 217689 +0,315 36 112804,0 +3,395 

HP 
56 218441 +0,320 25 115180,5 +3,487 

112 210553,5 +0,271 50 59504,0 +1,318 
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As formas tripomastigotas tratadas com OEEB e OEHP foram mais sensíveis às 

variações no Δψm do que as formas epimastigotas apresentando um maior deslocamento para 

direita no histograma devido ao aumento na intensidade de fluorescência para Rho 123 

(Figura 28).  Estas diferenças foram confirmados pelos valores positivos do índice de variação 

(IV) de +1,59 e +3,39 para células tratadas com a CL50 e 2x CL50  de OEEB; e +3,49 a +1,32 

para CL50  e 2x CL50 do OEHP respectivamente (Tabela 4). 

 

Figura 28 - Análise por citometria de fluxo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas 

com óleos essenciais e marcadas com rodamina 123. 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: OEEB, óleo essencial de Eugenia brejoensis; OEHP, óleo essencial de Hyptis pectinata; 

CL50, concentração de lise de 50. 

 

Para avaliar se a considerável hiperpolarização encontrada nas formas tripomastigotas 

(valores positivos de IV) poderia estar relacionada ao aumento na produção de radicais 

superóxidos (SO) nesta organela, tripomastigotas controles e tratadas foram marcadas com 

MitoSOX.  Nossos resultados demonstraram que o tratamento com OEEB nas concentrações 

correspondente a CL50 e 2xCL50, apresentaram incremento na intensidade de fluorescência 
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quando comparado ao controle sem tratamento, sendo desta forma, indicativo da produção de 

superóxidos mitocondriais por essas células (tabela 5). 

 

Tabela 5 - Análises por citometria de fluxo de 

formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi 

tratadas com óleos essenciais e marcadas com 

MitoSoxRed.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: EB, Eugenia brejoensis; HP, Hyptis 

pectinata. 

 

  

Óleo essencial 
Concentração 

(µg/mL) 
Mediana 

Controle 0 1309,0 

EB 
18 1429,0 

36 1424,5 

HP 
25 1264,0 

50 1328,0 
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6 DISCUSSÃO 

 

A doença de Chagas, causada pelo tripanosomatídeo T. cruzi, acarreta mais de 10.000 

mortes/ano em todo o mundo devido ao comprometimento das funções do coração e do trato 

gastrodigestivo em indivíduos infectados (PEREIRA; NAVARRO, 2013). Apesar de ter sido 

descoberta há mais de um século, não existe uma vacina para esta patologia e a quimioterapia 

baseada em drogas altamente tóxicas, como o benzonidazol e o nirfutimox, permanece como 

única alternativa no tratamento desta doença. Estas drogas, introduzidas há mais de 50 anos, 

requerem longo tempo de tratamento e possuem eficácia questionável na fase crônica da 

doença (BERMUDEZ et al., 2016). Aliado a estes fatores, esta doença é altamente 

negligenciada, afetando geralmente uma parcela da população residente em áreas onde o 

acesso ao sistema de saúde é precário (DIAS et al., 2016). Dessa maneira, torna-se 

imprescindível 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 

biológicas contra vários parasitas (HAMEDT et al., 2014).  Até o presente momento, mais de 

80% da população global depende de remédios obtidos de produtos naturais para tratar vários 

problemas de saúde (SWAMY et al., 2016). Além do mais, cerca de 80% de 122 drogas 

derivadas de plantas mostraram-se relacionadas ao seu objetivo etnofarmacológico original 

(FABRICANT; FARNSWORTH, 2001). Dentre os produtos naturais, os OEs de plantas 

medicinais são alternativas promissoras, por possuírem compostos que podem ser utilizados 

como protótipos para a síntese de novos agentes quimioterápicos contra diversas patologias, 

devido às características singulares dos seus constituintes, os quais são moléculas pequenas e 

lipofílicas capazes de interagir e/ou atravessar a membrana exercendo seus efeitos em alvos 

intracelulares essenciais para a sobrevivência dos parasitas (DHIFI et al., 2016). Neste 

sentido, vários OEs têm demonstrado atividade contra tripanosomatídeos parasitas incluindo o 

T. cruzi (BORGES et al., 2012; SANTORO et al., 2007a, 2007b, 2007c). No presente 

trabalho, analisamos a composição química 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 análise química 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 à classe 

do monoterpenos e sesquiterpenos. Muitas destas moléculas existem em baixas 



82 

 

 

concentrações, enquanto outras são encontradas em concentrações superiores a 70% do total 

do OE, sendo estes compostos majoritários geralmente os responsáveis pela atividade 

biológica atribuída a estes OEs (SHARIFI-RAD et al., 2017).  

Geralmente monoterpenos e sesquiterpenos, bem como suas formas oxigenadas, são os 

principais compostos responsáveis pela atividade dos OEs, embora diterpenos e 

fenilpropanoides possam ser encontrados com relativa frequência. Ainda que os 

sesquiterpenos sejam moléculas maiores, a estrutura e as propriedades funcionais são 

semelhantes aos monoterpenos (RUBERTO; BARATTA, 2000). No entanto, a análise 

química do OESC, obtido a partir da semente desta planta mostrou que a totalidade de seus 

componentes era derivada do metabolismo de ácidos graxos. Neste OE os ácidos octanóico 

(38,83%) dodecanóico (38,45%) e decanóico (20,51%) foram os principais componentes 

encontrados. Belviso et al. (2013) também identificaram o ácido octanóico como o principal 

composto volátil do OE das sementes do Syagrus coronata. No entanto, estes mesmos autores 

encontraram a presença de outros compostos tais como γ- e δ- lactonas, derivadas do 

anabolismo de ácidos graxos que não foram encontrados em nossa preparação. Estas 

diferenças podem ser devido à utilização de métodos de extração distintos para obtenção deste 

OE.   

Tem sido relatado na literatura que compostos terpênicos na sua forma oxigenada 

(terpenóide) normalmente possuem maior atividade biológica do que os hidrocarbonados 

(SWAMY et al., 2016). Desta forma, a presença de sesquiterpenóides no OEEB (38,65%) e 

no OELM (85,18%) pode ter contribuído para a atividade tripanocida, especialmente para o 

OEEB. A composição química do OE de uma planta pode variar dentro de uma mesma 

espécie em virtude de fatores como a localização geográfica, o ambiente, o estágio de 

maturidade, o repertório genético, mudanças sazonais, entre outras. Estas diferenças podem 

refletir na atividade destes OEs e, portanto, não devem ser negligenciadas (KUMARI et al., 

2014; SWAMY et al., 2016). Além disso, as propriedades esterioquímicas de um OE também 

variam dependendo do método de extração (SWAMY et al., 2015). Em nosso estudo 

encontramos δ-cadineno (15,88%), trans-cariofileno (9,77%) e α-Muurolol (9,42%) como 

principais constituintes do OEEB. Os mesmos compostos foram identificados por Silva et al. 

(2015) para esta planta. No entanto, a abundância relativa destes constituintes diferiu da 

encontradas para o nosso OE, correspondendo a 22,6%, 14,4% e 9,34% para δ-cadineno, 

trans-cariofileno e o α-Muurolol, respectivamente. Embora tanto os nossos espécimes de E. 

brejoensis quanto os utilizados no estudo de Silva et al. (2015) tenham a mesma origem, a 
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variação da composição 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 biológica de OEs sobre microrganismos 

patogênicos tem sido realizada em bactérias, fungos e vírus. No entanto, devido às suas 

atividades promissoras sobre protozoários, nos últimos anos tem crescido o interesse por 

pesquisas sobre a atividade de OEs como agente quimiterápico no tratamento da doença de 

Chagas (PIĄTKOWSKA et al., 2016).  

Drogas disponíveis para o tratamento da doença de Chagas como o benzonidazol e o 

nifurtimox causam severos danos devido a sua alta citototoxidade para células de mamíferos. 

Desta forma, estabelecer o potencial citotóxico dos OEs é 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 exceção do OESC foram em geral bem tolerados 

pelas células de mamífero com moderada citotoxidade (valores de CC50  entre 100  e 500 

μg/mL) (RIOS et al., 2008). Entre os OEs avaliados o OELM foi o menos tóxico (CC50 = 

400,66 μg/mL) e o mais tóxico foi o OESC (CC50 = 244,22 μg/mL). Apesar da moderada 

toxicidade apresentada pelos OEs sobretudo o OESC, todos foram consideravelmente muito 

menos tóxicos do que a droga de referência, benzonidazol.  

A atividade hemolítica (AH) tem sido extensivamente utilizada para avaliar o 

potencial de drogas em causar danos a membrana plasmática de células (COSTA-LOTUFO et 

al., 2002; ZOHRA; FAWZIA, 2014). Além do mais, a susceptibilidade de hemácias 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 hemólise na 

concentração de 50,8 µM (RODRIGUES et al., 2014). Em nosso estudo nenhum dos OEs 

apresentou AH em concentrações inferiores a 125 μg/mL, no entanto, na concentração de 250 

μg/mL houve um aumento na AH para os OEs de HS, HP e EB. Interessantemente, exceto 

para o OEEB, não foi possível em nosso estudo correlacionar a citotoxidade dos OEs à sua 

atividade hemolítica. Por exemplo, o OESC foi considerado o segundo OE mais tóxico, mas 

foi o que apresentou menor AH entre os OEs testados na concentração de 250 μg/mL. Tem se 

demonstrado que o ácido octanóico, principal constituinte do OESC tem apresentado efeitos 

controversos sobre células e tecidos de mamíferos. Por exemplo, este ácido tem sido 

comumente utilizado como estabilizante de proteínas no processo de preservação de 

embriões. No entanto, estudos têm demonstrado que a depender da concentração e as 

condições do meio, este ácido pode levar ao rompimento do metabolismo energético e induzir 

estresse oxidativo nas células in vitro, além de apresentar efeito embriotóxico (LEONARD et 
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al, 2013). Por outro lado os efeitos benéficos do ácido octanóico também têm sido reportados, 

de acordo com Kim e Rhee (2015, 2013) a atividade antimicrobiana do ácido octanóico se 

deve a sua ação deletéria sobre a membrana plasmática de bactérias. A alta afinidade dos 

ácidos octanóico e dodecanóico pela membrana plasmática de patógenos tem sido usada para 

aumentar a ação de compostos antimicrobiano e antitumoral. Desta forma, futuras 

investigações são necessárias para melhor compreender os efeitos citotóxicos 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 referência, o benzonidazol, sendo o OEEB o 

mais efetivo contra as formas epi-, tripo e amastigota do parasita. A atividade relevante deste 

OE sobre estas últimas formas constitui uma vantagem, já que estas formas são as 

responsáveis pela infecção e manutenção da doença em hospedeiros vertebrados.  

É compreendido na literatura que qualquer droga pode ser citotóxica para células de 

mamífero, a depender da concentração utilizada. No entanto, muitas vezes a concentração de 

um composto capaz de causar danos às células do hospedeiro é 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 mamífero foi comparada 

com a atividade tripanocida através do índice de seletividade (ISe). Valores altos do ISe 

indicam que a droga é mais seletiva contra o parasita  (SILVA-JÚNIOR 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 índices superiores a 10, enquanto 

OESC devido a sua citotoxidade e baixa atividade tripanocida, foi o menos efetivo entre os 

OEs testados.  

A citotoxidade de OEs contra protozoários, bem como a relação 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), antifúngica (KIM; PARK, 2012) e 

tripanocida (IZUMI et al., 2012) deste composto já foram descritas na literatura. Estudo 

realizado in vitro demonstrou que o trans-cariofileno foi 26,9 vezes mais tóxico para 

amastigotas de T. cruzi em relação às células de mamífero. Em tripomastigota, o trans-

cariofileno alterou a permeabilidade da membrana celular, causou perda do potencial da 

membrana mitocondrial e desorganização 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-inflamatória, assim 

como propriedades leishmanicida e antimalárica (DE SOUZA et al., 2017).  

O OEEB, que teve o maior ISe para as formas tripomastigota e amastigota, apresentou 

o δ-cadineno como componente majoritário. Este sesquiterpeno foi reportado ter atividade 

antitumoral em células de câncer de ovário. Nestas células este composto foi capaz de induzir 

a cascata apoptótica e necrose (HUI et al., 2015). Estudos prévios realizados por Costa et al. 

(2013) identificaram o δ-cadineno como principal componente de Annona salzmannii 

responsável pelas atividades antitumoral e tripanocida desta planta. A citotoxicidade obtida 

para células Vero, por estes autores, foi similar a encontrada para o OEEB em células do 

exsudato peritoneal no presente estudo. δ-cadineno isolado do extrato bruto de Ocimum 

sanctum também demonstrou atividade leishmanicida (ZHELJAZKOV et al., 2008). O OE de 

Lippia dulcis, o qual possui  δ-cadinene (8,8%) e trans-cariofileno (10,4%) como 

componentes majoritários,  demonstrou atividade  e especificidade contra formas 

epimastigotas de T. cruzi com CI50 de 32,2 µg/mL  (ESCOBAR et al., 2010).  O δ-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 não 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 às chalconas apresentaram ação tripanocida por 

atuarem como inibidores da cruzaína de T. cruzi (BORCHHARDT et al., 2010). A xantoxilina 

foi o principal constituinte isolado de Sebastiana schottiana com atividade antifúngica 

(PINHEIRO et al, 1999). Este composto também é usado como matéria prima na síntese de 

moléculas bioativas, especialmente na obtenção de chalconas com atividade anti-plasmódio e 

leishmanicida (BOECK et al., 2006; DOS SANTOS et al., 2006).  

No nosso estudo, o OELM apresentou o timol (49,81%) e o seu isômero carvacrol 

(31,62%) como os seus principais componentes. Esses constituintes são frequentemente 

identificados em espécies do gênero 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 índice de seletividade de 11,8 (ESCOBAR et al., 

2010). Em leveduras, o timol e o carvacrol causaram perda de permeabilidade da membrana 

plasmática e alteraram a via de biossíntese do ergosterol (AHMAD et al., 2011). Semelhante 
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aos fungos, a membrana celular dos tripanosomatídeos contem ergosterol, que atua regulando 

a fluidez da membrana e contribui para a organização dos domínios 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 às células de mamífero. 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 ação 

sinérgica entre o carvacrol e o timol com outros constituintes do OELM. A presença de 

grupamentos hidroxil no carvacrol e no timol confere a estas moléculas uma maior 

hidrofobicidade auxiliando na ação destes compostos sobre a membrana plasmática de 

patógenos tais como bactérias, fungos e protozoários. Entretanto Santoro et al. (2007) 

reportou que o efeito do timol sobre o T. cruzi ocorre principalmente devido sua interação 

com as vias metabólicas ou organelas do que sobre a sua atuação direta na membrana do 

parasita.   

Embora a atividade biológica de um OE seja atribuída aos seus compostos 

majoritários, não 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 interações de 

sinergismo, antagonismo ou aditivo entre todos os seus componentes (BASSOLÉ; JULIANI, 

2012, YAP et al., 2014). De fato Zheljazkov et al. (2008) demonstraram que δ-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 

majoritários como -(-)linanol, eugenol e metilchavicol de O. basilicum e O.  sanctum não 

tiveram qualquer atividade leishmanicida quando testados isoladamente.  

Nossos resultados apontam que o OESC foi o único OE testado que apresentou 

seletividade para tripomastigotas (1,38) menor que a encontrada para o benzonidazol, além 

disto, não foi seletivo para as formas intracelulares de T. cruzi (0,6). Não existem relatos da 

atividade tripanocida dos compostos majoritários deste OE na literatura. 

A diversidade na estrutura e nas propriedades bioquímicas, ciclos de vida e 

mecanismos de resistência de protozoários parasitas são responsáveis por disparar diferentes 

respostas no sistema imune do hospedeiro vertebrado. Muitas infecções por protozoários 

podem se tornar crônicas devido à habilidade do parasita de evadir da resposta imune inata 

e/ou apresentar resistência à resposta imune adaptativa. Com isto, muitas drogas 
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antiparasitárias não são eficientes no combate destes microrganismos (MONZOTE et al., 

2012).  

Neste cenário, várias pequenas moléculas, incluindo os constituintes de OEs, 

mostraram exibir atividade imunomoduladora. Por exemplo, Özek et al. (2017) relataram que 

OEs possuem atividade imunomoduladora sobre fagócitos, a qual depende da fonte e da 

composição. A ação de alguns OEs sobre as células do sistema imune pode ser útil no 

tratamento de doenças infecciosas. Tanto sua ação inflamatória (para o combate de patógenos 

intracelulares) quanto o efeito anti-inflamatório (protegendo o hospedeiro contra componentes 

da resposta inflamatória exacerbada) contribuem no controle destas infecções (MONZOTE et 

al., 2012).  

As CEPs infectadas com T. cruzi produziram elevados níveis de TNF-α, IL-10 e óxido 

nítrico (ON) em relação à produção basal, e mantiveram IFN-γ ao nível basal. No trabalho 

realizado por Roggero et al. (2012) durante a infecção aguda por T. cruzi, camundongos 

BALB/c aumentaram gradualmente as concentrações séricas de TNF-α, IL-10 e ON (7, 14 e 

21 dias após infecção) em contrapartida o IFN-γ só foi detectado 14 dias após infecção, sendo 

resultados semelhantes encontrados na infecção de camundongos C57BL/6. Camundongos 

albinos swiss infectados com a cepa Y apresentaram elevados níveis de IL-10 a partir do 7º 

dia de infecção e TNF-α a partir do 10º dia de infecção (PUPULIN et al., 2016). 

No início da infecção pelo T. cruzi, citocinas pró-inflamatórias (perfil Th1) são 

produzidas com a finalidade de conter a infecção, enquanto as citocinas do perfil Th2 (anti-

inflamatórias), como IL-10, quando produzidas em elevadas concentrações, favorecem a 

susceptibilidade da infecção (KUMAR; TARLETON et al., 2001).  As citocinas pró-

inflamatórias IFN-γ e TNF-α ativam macrófagos a produzirem ON. Durante a infecção pelo 

T. cruzi, o ON modula direta ou indiretamente o mecanismo efetor de células de defesa, 

podendo atuar com efeitos microbicidas pelos seus derivados tóxicos; e regular/aumentar a 

resposta inflamatória induzida no período de infecção.  Estas ações estão relacionadas com a 

concentração do ON, entretanto altas concentrações de ON podem causar toxicidade em 

células hospedeiras, auto-imunidade e persistência do parasita em decorrência da evasão 

imunológica. O ON atua diretamente no T. cruzi por alterar quimicamente proteínas que 

medeiam importantes processos metabólitos (GUTIERREZ et al., 2009). 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória produzida principalmente por macrófagos. 

Embora o mecanismo de produção desta citocina não seja claro, sabe-se que é mediado pelas 

citocinas IL-12, IL-6, TGF-β e IL-27. A IL-10 regula negativamente a produção de IFN-γ e 

TNF-α, suprimindo desta forma a produção de ON. Neste contexto, a IL-10 reduz a 
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capacidade das células do sistema imune inato em conter os agentes patogênicos (CYKTOR; 

TURNER, 2011).  

Os OEs de E. brejoensis, H. pectinata e H. salzmannii que apresentaram os maiores 

índices de seletividade para amastigotas de T. cruzi e menores concentrações inibitórias de 

50% para forma evolutiva, praticamente não alteraram a produção de citocinas por CEPs em 

relação ao controle infectado. Logo, podemos supor que a ação tripanocida frente a esta forma 

evolutiva deve ter ocorrido principalmente pela ação direta dos componentes dos OEs. Em 

contrapartida, os OEs de H. fruticosa, L. macrophylla e S. coronata que apresentaram para 

formas amastigotas ISe menor que 7,7 e CI50 de amastigota maior que 51,76 µg/mL, 

reduziram a produção de IL-10, citocina que regula a resposta inflamatória. Esta redução de 

IL-10 pode modular a resposta imune frente à infecção favorecendo a atuação de citocinas 

pró-inflamatórias para reduzir a infecção por formas intracelulares de T. cruzi. No caso do 

OESC houve aumento na produção de TNF-α em relação ao controle infectado. Contudo, 

mais estudos devem ser realizados para caracterizar melhor o perfil imunomodulador dos 

óleos essenciais estudados. 

Na doença de Chagas em humanos, a ativação de macrófagos e células NK para 

produção de citocinas e moléculas efetoras, bem como a produção de anticorpos por células 

plasmáticas, levam ao controle dos níveis parasitários, os quais são observados nos estádios 

tardios da fase aguda e durante toda a fase crônica. A produção de moléculas anti-

inflamatórias, principalmente a produção de IL-10, influencia o controlo da resposta imune, 

diminuindo o dano tecidual e permitindo que a doença progrida para a fase crónica. Existem 

evidências de que a predominância de um ambiente inflamatório durante a fase crônica está 

associada a formas sintomáticas (cardíacas e digestivas), enquanto que o predominio do 

ambiente antiinflamatório está correlacionado à manutenção da forma indeterminada 

(ANDRADE et al., 2014). Desta forma, nossos resultados apontam que o OESC apresentou 

resultado promissor na alteração de produção de citocinas importantes na fase aguda da 

doença, entretanto, seus resultados não são interessantes na fase crônica da doença, uma vez 

que pode favorecer ao surgimento das formas sintomáticas da doença.  

A composição química do OE influencia diretamente sua ação na produção de 

citocinas e/ou na modulação de expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias (MIGUEL, 2010). O componente majoritário geralmente define a atividade 

biológica do OE ou pode ser modulado por componentes em menores quantidades (RAMOS 

et al., 2013). 
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Estudo prévio demonstrou que em ensaios in vitro, o trans-cariofileno (um dos 

compostos majoritários dos OEs de EB, HF, HP e HS) inibiu a produção de óxido nítrico 

(ON) mediada por INF-ɣ; e teve ação citotóxica seletiva para as formas amastigotas 

intracelulares de Leishmania sp. e T. cruzi em macrófagos (SOARES et al., 2013). Nossos 

resultados mostraram que o OEHF, o qual apresentou 15,24% trans-cariofileno, diminuiu 

significativamente a produção de ON em relação ao controle infectado não tratado. O OEHP 

que apresentou o maior percentual de trans-cariofileno (30,91%) não apresentou alterações 

estatisticamente significantes na produção desta espécie reativa de oxigênio, devido 

possivelmente à ação de outros componentes deste OE.  

De acordo com Chang et al. (2013), o trans-cariofileno exibe uma potente atividade 

neuroprotetora dose-dependente relacionada à regulação de mediadores inflamatórios como 

IL-β, IL-6, ciclo-oxigenase 2, óxido nítrico e prostaglandina E2. Em adição, além de atuar 

como anti-inflamatório, o trans-cariofileno é agonista do CB-2, age bloqueando sistemas 

opioídes e colinérgicos (RAYMUNDO et al., 2011).  

Foi possível observar que o OELM apresentou ação imunomoduladora com a redução 

de produção de citocinas envolvidas com o perfil Th1 e Th2 (TNF-α, IL-6, IL-10), bem como 

a redução da produção de ON. O TNF-α desempenha papel imunoregulador e na infecção 

pelo T. cruzi atua como tripanocida por induzir a produção de ON. Porém, em quantidades 

exacerbadas  o ON pode  ser tóxico para células de mamífero (PISSETTI et al., 2011).  

A IL-6 é uma citocina inflamatória com ação pleiotrópica que medeia funções 

fisiológicas, dentre as quais, proliferação celular e sobrevivência celular. Na infecção por T. 

cruzi desempenha papel na proteção de cardiomiócitos (PONCE et al., 2013). 

De acordo com Alavinezhad e Boskadaby (2014), os OEs ricos em timol e carvacrol 

possuem atividade anti-inflamatória por reduzirem a produção das citocinas inflamatórias 

TNF-α, IL-8 e IL-1β; inibirem a produção de ON; e estabelecerem um equilíbrio na resposta 

imune do perfil Th1 e Th2. In vivo o carvacrol reduziu a produção de TNF-α, 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 

mudanças induzidas em fatores-chave de transcrição envolvidos na diferenciação dos 

subconjuntos de células T em esplenócitos de camundongos. Os resultados da análise da 

expressão de citocinas e do RNAm (em soro e ex vivo) mostraram que timol e carvacrol 

reduzem a expressão de T-bet, GATA-3 e fatores de transcrição RORcc essenciais para a 

maturação/função das células Th1, Th2 e Th17, respectivamente. Segundo Fachin-Queiroz et 

al. (2012), o carvacrol possui efeito anti-inflamatório e o timol tem efeito pró-inflamatório. 
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Talvez esse antagonismo favoreça o estabelecimento do equilíbrio entre a resposta imune do 

perfil Th1 e Th2, o que é essencial em patologias inflamatórias crônicas, como o caso da 

doença de Chagas. 

O OE de S. coronata, rico em ácidos graxos, apresentou potencial imunomodulador 

por diminuir a produção de IL-10 e aumentar a produção de TNF-α. De acordo com Li et al. 

(2004), os ácidos graxos de cadeias longas insaturadas (C16-C20) foram os responsáveis pela 

ação anti-inflamatória do extrato de Tinospora smilacina, possivelmente pela competição da 

enzima de afinidade do ácido araquidônico. Enquanto que o OESC, avaliado no presente 

estudo, não alterou a produção de ON, o extrato aquoso de S. coronata analisado por 

Rodrigues et al. (2011b) aumentou significativamente a produção de ON em macrófagos 

infectados com Leishmania amazonensis em relação ao controle infectado e não tratado. 

Embora os produtos sejam oriundos da mesma espécie de planta, suas composições são 

completamente diferentes, enquanto o OE é rico em compostos lipofílicos o extrato aquoso é 

formado por moléculas hidrofílicas, justificando desta forma suas ações diferentes em relação 

à produção do ON. 

Segundo o manual de triagem de compostos para doenças negligenciadas causadas por 

protozoários Kinetoplastidas do Drugs for Neglected Diseases initiative (2009), o critério de 

seleção para o estudo do mecanismo de ação é que os compostos devem ser pelo menos dez 

vezes mais ativos contra a forma intracelular em relação a célula de mamífero. 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 investigação dos mecanismos de 

ação. 

A compreensão da biologia celular dos parasitas e o alvo de ação de drogas conhecidas 

podem fornecer informações importantes sobre as organelas/vias metabólicas alvos 

permitindo um desenho mais racional de novos fármacos. A microscopia eletrônica aliada à 

utilização de sondas fluorescentes em análises através de microscopia confocal e citometria de 

fluxo podem elucidar os mecanismos de ação 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 

alterações drásticas, de forma dose-dependente, tanto em tripomastigotas e amastigotas livres 

quanto 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 à ação de ambos os OEs do que as formas amastigotas e 

formas intermediárias em processo de diferenciação. Estes dados estão compatíveis com os 

valores de CL50 para formas tripomastigotas quando comparadas com as CI50 para formas 

amastigotas.   

Dentre as alterações encontradas nas células tratadas com OEEB e OEHP podemos 

citar o aparecimento de espaços eletronluscentes (provavelmente devido ao inchamento das 

cisternas do retículo endoplasmático e do complexo de golgi), aumento de vacúolos, perda de 

material citoplasmático, desorganização do k-DNA, inchaço mitocondrial e aparecimento de 

estruturas semelhantes a autofagossomos.  Intensa vacuolização do citoplasma, 

desorganização da estrutura interna e o inchaço da mitocôndria destes parasitas também foram 

relatados em células tratadas com terpenos e OEs (IZUMI et al., 2012). As alterações 

morfológicas atribuídas e estes compostos em T. cruzi podem ser explicadas por sua 

propriedade lipofílica, que permite atravessar a membrana plasmática e desta forma afetar 

vias metabólicas e organelas, além de causar danos na membrana plasmática que podem 

desencadear em lise celular. A ação 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 eletrônica de transmissão apresentou membrana plasmática íntegra, 

principalmente na menor concentração 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 o 

iodeto de propídio (IP). A redistribuição da fosfatidilserina (FS) do folheto interno da 

membrana plasmática para o externo é uma das características indicativas de células em 

processo de apoptose. A apoptose pode culminar na perda da integridade da membrana 

plasmática evoluindo para um processo de necrose. A proteína AV tem afinidade pela FS na 

presença de íons de Ca
+2

 e é bastante utilizada para identificar células em processo de 

apoptose. O IP é uma sonda fluorescente que marca o núcleo de células que perderam a 

integridade de membrana plasmática. 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 
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e o OEEB em tripomastigotas e epimastigotas não induziram de maneira significativa a morte 

celular tanto por apoptose quanto por necrose, não chegando a ser 1,5 vezes superior a 

encontrada nas células controle sem tratamento. Os resultados de marcação com AV/IP para 

formas tripomastigotas corroboram com os achados da microscopia eletrônica de transmissão 

mostrando que outro processo pode estar envolvido na morte induzida pelo tratamento com o 

OEEB e o OEHP. De fato, o aparecimento de estruturas autofágicas em formas amastigotas, 

observadas através da microscopia eletrônica de transmissão 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 degradação de  organelas, principalmente em resposta 

a falta de nutrientes permitindo um melhor aproveitamento dos recursos disponíveis. No 

entanto, sob certas condições 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 mitocôndrias são organelas celulares essenciais para o metabolismo energético, 

responsáveis pela respiração e fosforilação oxidativa. A manutenção do potencial de 

membrana mitocondrial (Δψm) é crucial para os processos metabólicos ocorridos nesta 

organela e a alteração neste potencial é um indicador de disfunção celular. Uma das 

características mais marcantes de tripanosomatídeos parasitas é a presença de uma única 

mitocôndria exibindo características estruturais e fisiológicas que são distintas das 

encontradas em células de mamífero. Estas características fazem da mitocôndria um alvo 

interessante para prospecção de novos agentes terapêuticos contra estes parasitas (MACEDO-

SILVA et al., 2011). Além do mais, estudos têm demonstrado que esta organela é um dos 

alvos da ação dos OEs e seus compostos terpênicos (VILLAMIZAR et al., 2017; IZUMI et 

al., 2012).  

Desta forma, investigamos se o tratamento com os OEs era capaz de causar alterações 

na funcionalidade da mitocôndria. Para analisarmos se os OEs estudados causavam alterações 

no Δψm utilizamos a rodamina 123 (Rho 123). A Rho 123 é um fluorocromo lipofílico que se 

difunde facilmente através de membranas e se acumula em áreas cujo potencial de membrana 

é negativo, tais como a matriz mitocondrial. A absorção de Rho 123 é proporcional ao 

potencial de membrana mitocondrial. A hiperpolarização da membrana induz a entrada de 

Rho 123, enquanto que a despolarização diminui a fluorescência de Rho 123 (HUANG et al., 

2007). As formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas com OEEB e o OEHP apresentaram 

hiperpolarização significativa do Δψm, conforme demonstrado pelos valores do índice de 

variação > + 1. Apesar das formas epimastigotas apresentarem valores positivos de índices de 
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variação, o processo de hiperpolarização foi bem mais discreto do que o apresentado pelas 

formas tripomastigotas, sugerindo uma maior susceptibilidade da mitocôndria nesta forma 

evolutiva em relação à forma epimastigota.  

A cadeia transportadora de elétrons é formada por complexos de proteínas localizados 

na membrana mitocondrial interna e à medida que os elétrons são transportados, prótons são 

produzidos e bombeados da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar. Esses eventos 

formam um potencial eletroquímico através da membrana, conhecido por potencial de 

transmembrana mitocondrial (Δψm) (BOUCHIER-HAYES et al., 2008). Alterações no Δψm 

estão associadas com estresse oxidativo, apoptose e autofagia (SCHERZ-SHOUVAL; 

ELAZAR, 2007). 

As alterações ocorridas nas mitocôndrias podem ser originadas pelos efeitos nocivos 

induzidos por compostos tóxicos endógenos, dentre estes, as espécies reativas de oxigênio 

(EROs) (BRITTA et al., 2014). A mitocôndria é a principal fonte intracelular de EROs através 

da cadeia transportadora de elétrons durante a produção de ATP. Alterações no Δψm podem 

elevar a produção de EROs através da cadeia transportadora de elétrons. Em decorrência da 

alteração no Δψm das formas tripomastigotas tratadas com os OEs, investigamos a produção 

de EROs através do marcador MitoSox. O MitoSoxRed é marcador específico de produção de 

EROs pela mitocôndria após estímulos de estresse oxidativo (FERNANDES et al., 2012). 

Nossos resultados mostraram discreto incremento na produção 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 

liberação de EROs para o citosol e contribuindo para ativação de morte celular por apoptose. 

As EROs podem causar efeitos destrutivos ao reagirem com macromoléculas biológicas, 

dentre estas, lipídios, proteínas e DNA (DESOTI et al., 2012). 
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7 CONCLUSÕES 

 

a) Exceto para o óleo essencial de S. coronata, que apresentou como componentes 

majoritários os ácidos graxos, a análise química dos óleos essenciais permitiu a 

identificação de monoterpenos e sesquiterpenos e seus derivados oxigenados como 

principais constituintes;  

b) Todos os óleos essenciais apresentaram moderada toxicidade para células de mamífero 

e baixa atividade hemolítica; 

c) Com excessão do óleo essencial de S. coronata, os demais óleos 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 relação ao controle com 

benzonidazol; 

d) Os óleos essenciais de E. brejoensis e H. pectinata foram considerados mais ativos 

contra T. cruzi e menos tóxicos para células de mamífero como observado pelo ISe; 

e) O óleo essencial de S. coronata induziu aumento na produção de TNF-α e diminuição 

na produção de IL-10; 

f) A análise através de microscopia eletrônica de transmissão e citometria de fluxo 

apontam a mitocôndria como uma das organelas alvo e a autofagia como um dos 

possíveis mecanismos de morte celular induzida pelos óleos essenciais de E. 

brejoensis e H. pectinata em formas tripomastiogota e amastigota de T. cruzi; 

g) Os nossos dados sugerem que os óleos essencias estudados, principalmente os óleos 

essenciais de E. brejoensis e H. pectinata, são  promissores para o desenvolvimento de 

novos agentes quimioterápicos para a doença de Chagas. 
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