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Revisao Bibliografica

Os tripanosomatideos pertencecente a familia fingmnmatidae, compreendem numerosas espécies
de protozoarios uniflagelados, sem cloroplastossom uma estrutura citoplasmaética caracteristica
constituida por uma rede de DNA extranuclear comaoi@c na mitocondria Unica, o cinetoplasto
(HONIGBERG et al., 1964; LEVINE et al., 1980), quarasitam protozoarios, metazoarios invertebrados,
metazoarios vertebrados, incluindo o homem e veg@f#CKERMAN, 1976).

A familia Trypanosomatidae abriga protozoarios @@ agentes de importantes doengas em
humanos e animais como a leishimaniose e a doenghdgas. Nesta familia também estéo incluidos
protozodrios causadores de doengas em plantas asRlnytomonase ainda alguns tripanosomatideos
como a Crithidia, Blastocrithidia e Herpetomonas que sao protozodrios monoxénicos geralmente
encontrados em hospedeiros que ndo sdo capazeandenitir doencas parasitarias em hospedeiros
vertebrados (WALLACE, 1966).

A doenca de Chagas € um importante problema médicemérica Latina, afetando 18 milhdes de
pessoas e causando doenca em 45000 pacientes entea{MVHO, 2002). A espécigypanosoma cruz
um protozoario flagelado que pertence ao filo Proba, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, su
ordem Tripanosomatina, familia Trypanosomatidab;familia Triatominae, génerbrypanosomasub-
géneroSchizotrypanum(PESSOA, 1972) e, sendo portanto, o agente etcadda doenca de Chagas,
endémica em muitos paises da América Central eulloCBT. cruzi é transmitido por hospedeiros

mamiferos, incluindo o homem (MacRae, 2006).

Em anos recentes, importantes programas parargadém sido estabelecidos para o controle e
transmissao do parasita do inseto para o homem peskoa para pessoa durante a transfusdo de .sangue
Estudos usando analise enzimatica, analise poragéw¢ atividade promotora do RNAr, sequienciamento
génico e marcagdo por sonda tem mostrado clardéreias que @. Cruzindo é uma espécie separada
mas corresponde a dois subgrupos altamente ditesggg@eneticamente, designado como Tipo 1 e 2
(BRIONES, 1999). O Tipo 1 predomina no ciclo dormésenquanto o Tipo 2 € muito mais representativa
no ciclo silvestre (BRISSE, 2001). Ambos subgrupd® patogénicas para o homem. Portanto, é
importante intensificar trabalhos basicos sobreoko@ia do parasita e na seqiiéncia desenvolversnova

estratégias no controle da doenga. (De SOUZA, 2002)

Os protozoérios da familia Trypanosomatidae aptase durante seu ciclo de vida, algumas formas
que podem facilmente ser identificadas por micrpscde campo claro e em preparacgdes por coloragao
de Giemsa. No caso db. Cruzi as seguintes formas podem ser identificadas: Aguaat também
conhecida como esferomastigota, forma aflageladapona leishimaniana. Estudos realizados usando
formas amastigotas obtidas de diferentes origemsniéstrado que eles sao capazes de se dividirem e
também infectar células de vertebrados (CARVALHMe SOUZA, 1986; LEY et al., 1990). Os



epimastigotas tem flagelo longo com 204 com kinetoplasto localizado anterior ao niclestag
formas s&o capazes de se dividir e podem ser @uses\na fase logaritmica de crescimento e em asltur
axénicas. Epimastigotas sdo também encontrada€leiascde vertebrados no final do ciclo intracelula
quando as esferomastigotas transfrormam-se emntagiigota (MEYER e DE OLIVEIRA, 1948;
TYLER e ENGMAN, 2001). Os tripomastigotas s&o foshgaie tem comprimento aproximado deu?b

e didmetro em torno de #n. O kinetoplasto esta localizado posteriorment@&deo. Eles podem ser
observados em cultura de células e em sangue ged®ros vertebrados, no intestino posterior, aassf

e urina de hospedeiros invertebrados, na fasei@séai@a de crescimento de culturas axénicas e s& fa
liquida em culturas de células (ZELEDON, 1997).

O T. cruzi apresenta ciclo de vida complexo em diferentepdusros (BRENER, 1973). Em
mamiferos multiplica-se intracelularmente como diga& e em seguida ao chegar a corrente sanguinea
passa a forma tripomastigota. Estas formas podéatar novas células ao serem ingeridas pela picada
do triatomineo. No intestino médio do inseto, fesniapomastigotas diferenciam-se em epimastigotas
sendo estas diferenciadas em tripomastigotas rktasi formas infectantes, as quais séo dissemad
juntamente com as fezes do invertebrado penetraiadmucosa no momento da picada. Essas formas
infectantes podem chegar a circulagdo sanguingelenente penetrar nas células, completando assim o
ciclo de vida do parasita (MENDONCA-PREVIATO et, 41983).

A estrutura organizacional da composicdo bioquandia membrana plasméatica Becruzitem sido
objeto de varios estudos (De SOUZA, 2002). Um depeetos caracteristicos dos protozoarios
Trypanosomatidae é a presenca de uma camada dettbidos localizada abaixo da membrana
plasmética e designada como microtubulos subpatiesl Esta associagdo é provavelmente responsavel
pela rigidez da célula e dificulta encontrar a fardo mecanismo de ruptura da célula. Ocasionalmente
um ou mais microtlbulos podem ser necessérios iefipeate na regido de conexao do flagelo ao corpo
celular do protozoario (BAETA SOARES e De SOUZA7I9SOUTO-PADRON et al., 1984).

Os membros da familia Trypanosomatidae tém uneltague emerge de uma invaginagcdo chamada
de bolsa flagelar. A propor¢do do comprimento tdi@lflagelo depois que ele sai da regido da bolsa
flagelar é variavel de acordo com o estagio derdedemento. As formas esferomastigotasTdacruzi
tém um flagelo curto com comprimento dauh. Entretanto no final do ciclo intracelular do gsito
ocorre uma elongagéo do flagelo para aproximadam2dum. Este fato faz com que o flagelo @o
cruzi seja um modelo de estudo adequado para estudait@ ®o crescimento natural desta estrutura (
MARTINEZ-PALOMO et al., 1976; De SOUZA, 1978). Todopanosomatideo apresenta uma regido
conhecida como bolsa flagelar com aparéncia dedepeessao encontrada na regido anterior da céula d
onde emerge o flagelo (WEBSTER e RUSSEL, 1993)éHmrmada por uma invaginacdo da membrana

plasmatica a qual estabelece uma continuidadeadiozh a membrana do flagelo (De SOUZA, 1989).

O kinetoplasto e a mitocondria sédo estruturaseptes emr. cruzi Este protozoario bem como

outros membros da familia Trypanosomatidae poss@mnente uma mitocéndria, a qual se estende por



todo o corpo celular. Numa porcdo da mitocdndriealizada perto do corpo basal, ha um arranjo
complexo de fibras de DNA na matriz mitocondrial goal forma a estrutura conhecida como
Kinetoplasto. Esta estrutura identifica a ordenetoplastida a qual a familia Trypanosomatidae peete
(SIMPSON, 1972)

O estigio epimastigota dos membros do génErgpanosoma pertencente ao sub-género
Schyzotrypanum como Trypanosoma cruzi Trypanosoma vespertilionie Trypanosoma dionisii
apresentam uma bolsa flagelar que difere na formguelas encontradas em outros estagios de
desenvolvimento. No caso das formas epimastigotanmastigota dos membros do sub-género
Schizotrypanunihd uma estrutura altamente especializada conheoita citéstoma. Esta estrutura tem
forma de funil formada por uma invaginagdo profunidamembrana plasmatica que pode alcancar a
regido nuclear. Esta complexa abertura conhecide aitéstoma pode atingir um diametro de (q3
(MARTINEZ-PALOMO et al.,1976; De SOUZA et al.,197&)utra forma de estrutura tubular pode ser
observada na por¢do mais central desses protogO@OARES, 1992), os reservossomas. Todas as
formas epimastigotas apresentam diversos resemasstmcalizados principalmente na regido posterior
da célula. Esta organela pode ter diametro deuf, & estudos citoquimicos tém mostrado que a matriz
formada principalmente de proteinas e inclusGeteodo lipideos (SOARES e De SOUZA, 1988).

Em cortes ultrafinos e longitudinais de tripanoaticfeos o reticulo endoplasmatico € vistos por toda
parte do corpo do protozoario. Em alguns casosrie cio reticulo endoplasmatico atinge a perifeda d
célula estabelecendo contato com a membrana plaanétmicrotibulos (PIMENTA e De SOUZA,
1985). As cisternas do complexo de Golgi, as quaisam em tamanho de acordo com espécie séo
também observadas no interior da porgdo do confimpo do kinetoplasto e da bolsa flagelar (ENGEL,
2000). O ndcleo end. cruzie em outros tripanosomatideos tém uma estrutganimacional parecida
com a de outras células eucaridticas. Ele é pequeniindo aproximadamente 2iB1. Portanto o nucleo
contém toda informag&o importante para a vida dpartosomatideos e o controle de seus processos de
diferenciagdo e poucos estudos foram feitos comesgttutura. Em tripomastigotas o nicleo é alongado

localizado na por¢éo central da célula (JOHNSTOAI.e11999).

A doenca de Chagas apresenta uma fase agudaaecobmica. A doenca na fase aguda pode ser
sintomatica (aparente) ou assintomatica (inapareatmais freqiiente. Ambas estdo relacionadas com o
estagio imunolégico do hospedeiro. Ha predominidfatena aguda sintomatica na primeira infancia,
levando a morte em cerca de 10% dos casos. A fasgaanicia-se através de manifestagfes locais,
guando gorotozoariopenetra na conjuntiva, sinal de Romana, ou na pbhlgoma de inoculacédo. Estas
lesGes aparecem em 50% dos casos agudos dentr@ b dias apds a picada do barbeiro, regredindo em
um ou dois meses. A fase crénica também pode appeesse de forma assintomatica e sintomatica. & fas
cronica assintomatica ocorre apds a fase aguda sghrainada de fase indeterminada ou latente, onde
ocorre a positividade de exames soroldgicos e/saspaldgicos; auséncia de sintomas e/ou sinais da

doenca; eletrocardiograma convencional normal agéar, eséfago e colén radiologicamente normais



(NEVES, 2000). Portanto, fase aguda é freqlientesregsgintomatica e o desenvolvimento da fase crénica
da doenca ocorre geralmente 10 a 20 anos apéséaf afetando cerca de 10 a 30% dos individuos
infectados, sendo as manifestagbes comuns da fasEa as patologias gastrointestinais e cardiacas
(VIOTTI et al., 1994).

A partir de 1985 passou-se a acreditar que oseftautoimunes poderiam ser o primeiro fator
associado com a patologia da fase cronica da dogeg@hagas (KALIL e CUNHA-NETO, 1996).
InvestigagBes recentes mostram o parasita ligadoadesequilibrio da resposta imune que pode inclui
reagBes autoimunes (ENGMAN e LEON, 2002) gerandmamutengdo da resposta inflamatéria nos
tecidos que estdo sujeitos a lesBes caracteristdase crénica da doenca de Chagas (TARLETON,
2001). Esta descoberta indica que a eliminac¢ab. douzido paciente infectado pode ser um pré-requisito
para impedir a evolu¢éo da doenca e evitar a lgngpo suas consequéncias irreverssiveis (SOSA, et al
1998).

Infelizmente, apesar do impressionante avancontendimento da biologia db. cruzi as drogas
disponiveis para o tratamento sdo somente aquelpstradas a mais de 30 anos atras, sendo estas o
nifurtimox e o benzonidazol desenvolvidos em 19609&0. Estes compostos sdo ativos nos estagios
agudos da doenca de Chagas com eficacia em tori@@%e e o benzonidazol é eficaz em infec¢des
cronicas recentes (SOSA, 1998), mas tem efeitdddni na fase cronica avangcada da doenga. O efeito
colateral de ambos pode ser bastante severo (CRZUIB), como efeitos incluindo anorexia, vomito,
polineuropatia periférica e alergias dermatol6gidRBINA, 2002). Sdo drogas altamente tdxicas ao
hospedeiro e possuem atividade limitada confornsiskeptibilidade de diferentes cepasTdecruzi
(MAYA, 1997; VELOSO, 2001). O mecanismo de acdoddegas ativas contra ©. cruzi parece ser
através da liberacdo de radicais livres como no dasnifurtimox e pela inibicdo da respiragado, idese
de proteinas e RNA exercido pelo benzonidazol (POKRARICHLE, 1978; DOCAMPO & MORENO,
1985).

As substancias que agem na biossintese de estenokido uma alternativa na quimioterapia
antimicrobiana. Muitos agentes antifingicos quemagen enzimas ou produtos da biossintese de esterol,
incluindo os antifiungicos azoles, alilamina e pudg, tém mostrado potente efeito corfirecruzi (VIVAS,

1996; URBINA, 2003). O itraconazol usado no tratatbeda doengca de Chagas tem mostrado cura
parasitologica de 53% (APT, 1998). A terbinafinegga antifingica alilamina, mostrou ser sinérgice @
cetoconazol contra culturas de cruzi (LAZARDI et al., 1990). Portanto varios outros d¢ahos séo
promissores, como por exemplo os inibidores daséntla tripanotiona (SCHMID et al., 2002) e inibido
metabolismo da guanina hipoxantina fosforribosedferase (URBINA, 2003)

Drogas tripanocidas com menos efeitos colatedsusgentemente necessarias. Neste contexto as
plantas fornecem diversidade quimica e biol6gicgual tem ajudado no desenvolvimento de centenas de

drogas farmacéuticas (CALIXTO, 2000). Diversos ésfutém mostrado que os extratos de plantas



apresentam notével atividade antiprotozoario. 8ere colaboradores (2000) selecionaram 79 extiddos
diferentes familias de plantas da América e testangas atividades frente a formas epimastigotas deuzi
cepa Y. Neste estudo nove extratos mostraramasesati

Portanto, como pode ser visto, o uso de plantaomais como medicamentos para o tratamento de

vérias doencas é bastante comum e vém de tempm®sansendo que até o século XIX 0s recursos
terapéuticos eram constituidos predominantementplpntas e extratos vegetais (SCHENKEL et al. 0200
As plantas sdo um recurso ao alcance do ser hurDamante milénios, o homem empiricamente aprofundou
seus conhecimentos afim de melhoria nas condic@esalinentacdo e cura de suas enfermidades,
demonstrando uma estreita inter-relacio entre alas@lantas e sua evolugéo. E de supor que nadmaes
homem quando acometido de seus males, recorrguinalfonte de poder curativo. O homem intuitivaraent
buscava descobrir solugdes para suas necessidasieas) como nutricdo, reproducdo e protegdo humana
Gerido pela experiéncia, manifestava inteligérfciap de sua prépria evolugdo bioldgica para a p¢éd de
alternativas que atendessem suas necessidades pdespectiva da pesquisa natural, 0 homem encona®
chamadas plantas medicinais, virtudes, cujo valorou-se reconhecido e por tantas vezes, foi ceraid
CcOmMo magico e até alquimista, sendo transmitidgedacéo a geracdo (MIGUEL, 2000).

Nas origens da histéria , a no¢do das plantapéati@as e toxicas passou a ser objeto de interesse
Estudos realizados na Tanzénia, com chimpanzéficaeam que estes ingeriam em jejum, folhas de
certas plantas que os livraram de vermes intestidaguedlogos encontraram em timulos pré-histsrico
partes de plantas tidas como medicinais. No ant®@8, no territorio atual do Iraque, foi descobemo
esqueleto humano de quase 60 mil anos de idadé dueste foi encontrado petrificada pequena
quantidade de pdlen concentrado de achilea e ¢acinilizados até hoje por camponeses da regiéo
(OTTE, 1994).

Inimeros documentos importantes que marcaram kg histérica das plantas medicinais séo
citados por Pelt (1993) e Otte (1994) entre elesa; os fragmentos d®apyrus Ebers considerado o
primeiro tratado de medicina egipcia, datado do X¥¢ a.C., o qual ja relatava sedativos, extraides
Ephedra, 0 uso habitual do salgueiro e acacia.aBeacdo salgueiro em 1829 foi isolado pela primaima
uma substancia denominada salicina, que muitos @esis na Alemanha viria a servir de precursor na
sintese quimica do acido salicilico. Posteriormesrte 1889 a Bayer alema, produzia o acido acetil

salicilico, analgésico de uso universal (GEREZ,3)99

Num estagio mais avangado da histéria do uso datgd medicinais foram criadas teorias e
observagbes que muito contribuiram para a atuaidda ciéncia médida moderna. Surge assim a
Fitoterapia, nome vindo da palavra grega fhtoir(fgla) e gerapa (tratamento), ou seja tratamento por
meio de plantas (GUYOT, 1990). No entanto, os pi@slnaturais, especialmente apés a Segunda Guerra
Mundial, foram esquecidos, acreditando-se obtandéos somente através da sintese de um grande
numero de compostos e seu teste ao acaso, senmmephientacdo. Somente por volta de 1970, quando a
Organizacdo Mundial da Saude reconheceu os beryefiei medicina chinesa (paradigma oriental a base

de extratos = misturas), e com o surgimento denalgmportantes medicamentos obtidos de fontes



naturais, foi que cientistas e inddtrias voltarase anteressar por este ramo. Pode-se, assimyabsgie,
atualmente, os produtos naturais sdo responséweita ou indiretamente, por cerca de 40% de todos
farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, ossiderarmos 0s usados como antibidticos e

antitumorais, esta porcentagem € de aproximadani6pte

Durante estes anos, foi se realizando um proassoudancas muito importantes. Podemos indicar
0s avangos na area da hiologia molecular que, campeamento genético, possibilitou o surgimento de
novos alvos biolégicos, passando de cerca de Hand 10 a 15 mil. A pesquisa organica sintética,
através da quimica combinatéria, e em pouco tengie da quimica biocombinatéria, permite sintetizar
milhares de compostos em curto espaco de tempaartajum bom quimico medicinal conseguiria,
anteriormente, obter no maximo 100 novos compgstoano (YUNES e CALIXTO, 2001).

Devemos considerar que a diversidade moleculaqcixla aos produtos naturais, € maior que
qualquer outra fonte (HENKEL et al., 1999). Assardiversidade molecular é um fator importante para
procura em plantas de novas moléculas, signifamapém, diferentes propriedades fisico-quimicas, que
representam um desafio para o quimico que pretisptie e determinar a estrutura de compostos ativos
uma vez que um extrato de determinada planta poterc centenas ou milhares de compostos
(HAMBURGER e HOSTETTMANN, 1991). Desta forma, numsss métodos de extracdo e estudo de
compostos, oriundos de plantas, tém sido sugepdtzsliteratura pertinente. Porém, no caso da paocu
de principios ativos, ndo interessa 0 composto faaisde separar, ou aquele que se encontra e@r mai
concentracdo, ou ainda, aquele que possui a estrotais complexa. O que realmente interessa, neste
caso, é descobrir compostos que apresentam ativibiadbgica. Dai a importancia e necessidade de

estudos fitoquimicos guiados pelos bioensaios,isej@oouin vitro (YUNES e CALIXTO, 2001)

As plantas, como medicamento, tém sido utilizagas grande parte de nossa populagdo, em
diversos paises industrializados, estas possuemficigiva representacdo, pois, como afirma Jorguer
(1993), dos 173 bilhoes de délares em farmacosuoaides em 1990, a quase vinte anos, cerca de 25% ja
continham pelo menos um componente de origem Veget@ram sintetizados a partir destes. As plantas
sdo utilizadas em quase todo mundo como matémaaprna forma de extratos, 6leos essenciais e
substancias quimicas puras e semi-sintéticas. Kanten durante os ultimos 20 anos, os farmacos de
origem natural que apareceram no mercado s&o, epongdo majoritaria, oriundos de pesquisas
cientificas realizadas na China, na Coréia e naalagendo que a contribuicdo dos paises ociderdsie
periodo foi bem menor (LOSOYA, 1997).

Muitas plantas estudadas cientificamente com cefé@rmacolégico ja comprovado, marcam
importante contribuicdo a Fitoterapia, no uso ¢atid, como exemplo pode-se citar algumas como
ipecacuanh&ephaelis ipecacuanh@ubiaceae) de onde se extrai a emetina, podersgtico que, em
doses menores pode ser usado como expectorame, @mbate as disenterias amebianas. Outra planta
muito utilizada é a beladonatropa belladona(Solanaceae), da qual se extrai atropina e higcam

utilizada como estimulante do sistema nervoso iegpamaodica, ou entdo o alAtium sativum(familia



Liliaceae) do qual se extrai a alicina com aca@aatobiana e inibidor da agregacéo plaquetarca ém
vitaminas A, B, B,, C, &cido nicotinico (GUYOT, 1990). Assim poderémmenumerar centenas de

vegetais ja estudados e identificados.

Portanto, plantas medicinais tém sido usadas desdpos antigos como medicamentos para o
tratamento de varias doencas. As plantas medicieaigeus extrativos constituiam a maioria dos
medicamentos, e pouco se diferenciavam dos remédiamdos na medicina popular (SCHENKEL et
al., 2000). Apesar do grande avanco observado ricime moderna em décadas recentes, as plantas
ainda tém uma importante contribuicdo nos cuidamoe a saude (CALIXTO, 2000). Um acentuado
crescimento no mercado de fitoterapicos mundialdeanrido nos ultimos 15 anos. Estima-se que 25% de
todos os medicamentos modernos sao direta ou tadiemte derivados de plantas (FARNSWORTH et
al., 1976; DE SMET, 1997; CRAGG et al., 1997; SH998). Assim, cerca de 75% dos compostos puros
naturais, empregados na industria farmacéuticanfasolados, seguindo recomendag¢des da medicina
popular. Outros aspectos importantes que devemlesados em consideracdo sdo as informacgbes
botanico-taxondmicas e quimico-taxondmicas. Coroorsstituicdo quimica, na maioria dos casos, difere
significativamente em relacdo as distintas partepldnta (CECHINEL e YUNES, 1998), parece mais
viavel estudar, inicialmente, aquela empregada edigima popular e, posteriormente, as outras pdees
planta, que também podem conter principios ati@ugro ponto a ser enfatizado é sobre a influénes d
fatores ambientais na biossintese dos metabokmnsarios, como clima, tipo de solo, época detaole
etc. (VANHAELEN et al., 1991; BAUER; TITTEL 1996;®JUGHTON; RAMAN, 1998).

Portanto, as plantas medicinais tém significadanamco na histéria do desenvolvimento de diversas
nacdes. Alguns paises tem tomado consciéncia deatencial em recursos naturais, e tem convertido
seus esforgos em favorecimento de programas dendseginento agricola e industrial. A India, por
exemplo, tornou-se um dos maiores exportadores rdadgs variedades de plantas medicinais e
condimentares; o Kénia satisfaz 70% das necessidadediais de piretrina utilizada como inseticida,;
Servia e Montenegro (antiga Yugoslavia) destacaasexportacdo de salvia; o Republica democratica do
Congo (antigo Zaire) na exportacdo de papainamngyio Marrocos de verbena e sene; e 0 Panama de
ipecacuanha (UGAZ, 1994).

Neste contexto, o Brasil tem exportado itens camguarand, as algas medicinais, o cumaru e a
arruda, resultando em arrecada¢do de um milh&oothred. Por outro lado, importa em maiores
guantidades alcacuLlycyrhiza glabrd, o orégano @Qriganum sativume o boldo Peumus boldys
Nossa potencialidade agricola poderia revertegutatiro se houvessem programas de incentivo aeculti
de espécies medicinais (MIGUEL, 2000), uma vez quetas plantas do bioma brasileiro, como cerrado,
floresta atlantica e amazdnica tem sido usadarpeldicina natural (ALVES et. al., 2000). Além disso,
muitas plantas exoticas foram introduzidas no Bmasncorporadas na medicina folclérica (DUARTE,
2005).



Mesmo sendo grande a utilizacdo de plantas nacmadiopular, para a grande maioria dos
fitoterdpicos comercializados faltam evidénciasotaboriais comprovatérias de eficacia e seguranca,
sendo que seus supostos méritos terapéuticos devepnincipalmente a informagBes empiricas e
subjetivas da medicina folclérica (BRAGANCA, 199&egundo a Organiza¢do Mundial de Saude, por
causa da pobreza e a dificuldade no acesso naineedioderna, 65-80% da populagdo mundial que vive
em paises em desenvolvimento depende essencialdemiantas para cuidados primarios com a saude
(BRAGANCA, 1996). Estima-se que 25% de todos os icadentos modernos séo direta ou
indiretamente derivados de plantas (FARNSWORTH let 1876) e ha dados que indicam a alta
correlacdo entre o uso popular e experimentosiddade farmacoldgica (BRITO et al., 1993). A méaor
das Companhias Farmacéuticas tem demonstradosseera investigacdo de plantas como fontes de
novas estruturas e também para o desenvolvimenfibotkerdpicos padronizados que mostrem eficacia,
seguranca e qualidade (BREVOORT, 1995; DE SMET71BQUMENTHAL, 1999).

Urge neste momento um estudo sistematizado, amplglobalizador, sob o enfoque
interdisciplinar, com a finalidade de viabilizadesenvolvimento cientifico-tecnolégico dos fitofgcés
pela industria nacional. De acordo com as persgectia modernidade, a saude do futuro estara aoltad
para a medicina preventiva, onde a ciéncia bustaréatureza meios profilaticos que auxiliem o homem
na defesa de seus males (MIGUEL, 2000). Portastqlantas as quais produzem uma variedade de
compostos com propriedades antimicrobianas, parmibe desenvolvimento de novas drogas como
tratamento (AHMAD e BEG, 2001) para as mais vasadizencas, entre elas a doenca de Chagas. Assim,
a plantaAnthemis tinctoriaL. do génercAnthemis,é uma das plantas estudadas na tentativa de ese obt
uma nova droga que seja capaz de auxiliar no texteomda doenca de Chagas. O génfenthemis
pertence a ordem Asterales e a familia Asteracaa@ompositae, sendo que este compreende cerca de
1.100 géneros com aproximadamente 25.000 espéeiemmgla distribuicdo, bem representadas em
regides subtropicais e temperadas (BARROSO, 1986).

A familia Compositae é uma das mais numerosas astplantas do grupo das que produzem
flores, as Angiospermae. Esta familia esta disildatravés do mundo e seu desenvolvimento deatro d
processo evolutivo tem sido bastante ativo, estélaidas entre as polinizadas por insetos e tanism
vento (CRONQUIST,1988). Pouco frequentemente, Caitgs® polinizadas por insetos podem ter seu
polén produzindo sintomas alérgicos (LEWEIS, 1979GHEN, 1979). Desta maneira diversos casos de
reagBes anafilaticas tém sido relatadas depoipli@gdo de cataplasma com chas de ervas contaminad
com polén da camomilaMatricaria chamomild, planta também pertencente a estd mesma familia
(BENNER, 1973 e SUBIZA, 1989).

O génerdAnthemisL., apontado por Brener (1994) tribo Anthemideaé(tribo Anthemidinae a
familia Asteraceae abrange 210 espécies (CELIK5R@6 quais ocorrem em regides do Mediterraneo,
sudeste e Asia central e oeste e sul da Africa @BBELER, 2001). Sendo que 62 espécies encontram-

se na Europa (Fernandes, 1976) e 50 tém sidodeatata Turquia (Daves, 1975) representando uma taxa



endémica de 54% de seu total nessas regides e @ieskentes em outras regides do globo. Essas planta
preferem lugares secos, abertos, florestas deessteferrenos com declive onde crescem especiament

em sustratos calcérios naturais (UZEL, 2004).

As espécies do génefmthemissdo largamente usadas na indUstria farmacéuticaseéticos e
alimentos. Desde a antiglidade até o presente algdeias sdo usadas como ervas medicinais, idsetici
e tintas ou corantes (MABBERLEY, 1997) As floremtéeu uso bem conhecido como anti-séptico e
propriedades medicinais e apresentam compostosipdo flavon6ides bem como Oleos essenciais
(VAVERKOA et al., 2001). Na Europa extratos, tirgsy chds e pomadas, sdo largamente usados como
anti-inflamétorios, antibacterianos, antiespamdslieoagentes sedativos (MANN e STABA, 1986). O
géneroAnthemisapresenta-se bastante rico em nimero de espéaesn) base em seu uso pela medicina
popular suas espécies tém sido muito estudas gaaas propriedades. Entre as espécies estudas pod
se verificar uma grande variacdo de compostos guofre Oleos essenciais 0 que as tornam também um
grupo de estudo de grande interesse. Portantoysalffupos em especial podem ser destacddlemis
xylopodaé uma planta endémica da regido da Turquia dehdigtfo bastante restrita. Ela esta incluida
numa categoria de plantas perigosas (EKIM et @002 No entanto, é conhecida com relagdo a sua
atividade antimicrobiana, caracteristica de seo éksencial (UZEL, 2004). Na Turquia ainda se pode
encontrar distribuida de maneira endémica a esp¥tiieemis wiedemanniandem como em outras
regides do oriente médio e também em muitas pddesediterraneo (DAVIS, 1975; STRID e TAN,
1999). Esta espécie é conhecida pela medicinafatal no tratamento de tosse e resfriados (OZTURK e
OZCELIK, 1991).A. wiedemannian& uma espécie muito diferente de aparéncia erpa®la outras de
mesmo parentesco, no entanto suas folhas sdo feastparecidas comA. tinctoria (
KONSTANTINOPOULOU et al., 2003). Foi verificada @aepenca de lactonas sesquiterpénicasAem
wiedemanniangor Celik (2005).

Anthemis aetnensisesce em cinzas vulcanicas do monte Etina nbaSIELORA EUROPAEA,
1976). Estudos com as partes aéreas da phariteemis hydruntin@ndémica no sul da ltalia tem levado
ao isolamento do composto hidruntinolideo (DI BENEHDO O, 1991). Pavlivi e colaboradores (2005)
descreveram a presenc¢a de constituintes fendlicosirea erva perenA. triumfetticom 30-90 cm de
altura que cresce em bosque e lugares rochososntamhosos da regido de Montenegro. Em terrenos
arenosos na parte leste da Sérvia crescA. arvensis Nesta espécie foram encontrados cinco
poliacetilenos na raiz e seis nas folhas (BOHLMAMNI al., 1963, 1965), e isolados lactonas
sesquiterpénicas por (VUCKOVIC et al., 2006).

Anthemis cotulgpopularmente conhecida como “manzanilla del c&rdpama espécie nativa da
Europa e também cresce como uma erva daninha nantrg. Ela é usada como febrifigo e
antiespasmadico, e para o tratamento da diserdgegata. A decoccdo das flores e folhas sdo também
usadas como inseticida (AMAT, 1983; ZARDINI, 198%eu extrato contém flavondides que quando

testado em concentracdes de pO0ml, apresentaram atividade contra bactérias Grasitivas e Gram-



negativas (QUARENGHI, 2000). Foi encontrado comnstituinte deA cotuladentre as variedades de
lactonas, uma delas de estrutura ndo comum apaesienpropriedades alérgicas (BOHLMANN et al.,
1969; BARUAH,1985) A. pseudocotula& uma espécie comum cultivada em lugares préxanamnonte
Sinai. O estudo feito com o extrato de suas paéesas revelou a presenca lactonas sesquiterpénicas
(ABOU EL-ELA, 1990).

As espéciesAnthemis creticae Anthemis montana&o originarias da parte norte posicionada
entre a Servia e a Maceddnia. Estas espéciespgara ocorrem em terrenos altos, rochosos e caberto
por gramineas no sul da peninsula dos BalquimagdIiGA975). Dois novos tipos de guanolideos foram
identificados emA. creticapor Vajs e colaboradores, em 1999. Foram feitotbémn estudos da parte
aérea deA. carpaticacoletada em locais diferentes das montanhas enfalescobertos vinte novos
guanolideos oxigenados e seis deles contendo ypo giidroperoxido (BULATOVIC et al., 1998). O sul
da Italia € uma regido endémica para. plutoniae o estudo com esta espécie demonstrou a predenca
lactona sesquiterpénica muito similar aos guaidro ja encontrados efn hydrundinae A. aetnenses
Um estudo feito com as partes aéreadAdalpestrecoletada na regido da Espanha também revelou a

presenca de uma lactona sesquiterpénica (BRUNG, 2892).

Anthemis nobilid. ou camomila Romana é nativa no norte da Eusopaste da Asia, e é uma
das mais importantes ervas medicinais cultivadasiando. Suas flores tém sido usadas com finalidade
medicinal e seu 6leo essencial geralmente obtideuds partes aéreas é usado como fragrancia em
shampoos, sabonetes e perfumes. O azuleno presedleo essencial tem excelente valor medicina poi
apresenta propriedades anti-inflamatdrias (ARCTARDE960). Muitos estudos fitoquimicos tém sido
realizados com o 6leo essencialAdenobilisque crescem nos campos e ja foram identificada®era de
100 substancias (KLIMES, 1984; BICCHI, 1987). Omét2998) detectou um composto presente nas
raizes da planta que geralmente ndo é encontradautras plantas parentais e Nobilischamado de

geranil.

Segundo Masterova (2005) a plaAtathemis tinctoridl. € uma erva perene cultivada nos paises
do mediterraneo, sendo que alguns metabdlicos dédoa foram identificados nesta espécie como 6leos
voléateis, triterpenos, poliacetilenos, flavonéidesre outros. Na medicina tradicional, esta pl@ntsada

no tratamento da insuficiéncia hepatica e ictir(LI&ZT et. al., 1972).

Informacdes sobre o emprego medicinal ou uso pomi#aA. tinctoria tém sido bastante
incomum e escassas. No entanto recentemente fedadds alguns flavondides do capitulo floral desta
planta. Um novo estudo do material da planta e gneanatografia cuidadosa resultou em fragBes
contendo flavondides procedentes de um glicosi@eoridide esterificado com acido cafeinico o qual é
um novo composto natural. O fracionamento do extrattandlico das flores dA. tinctoria com

solventes orgéanicos seguidos por sepacao em cotuBaphadex produziu patuletina, patulitrina eathfe



esterificado, um cristal amarelo. Portanto a p&hd@-o-3-D- 6”- cafeoilglicosideo) foi obtida dateato
metandlico das flores d& tinctoriaL (MASTEROVA, 2005).

O composto isolado foi identificado por espectrps@seguido por comparacdo com amostra
auténtica depois de hidrélise enzimatica. O noawdhoide glicosilado, tintosideo, de tinctoria foi
isolado desta planta pela primeira vez. Assim, r@dlavondides junto com acido cafeico podem indica
possibilidade de uso terapéutico, com funcao aidkidiva e pro-oxidativa. Geralmente a substituigéo

grupos hidroxila demonstra uma forte atividadecidiativa e pro-oxidativa (MASTEROVA, 2005).

Portanto estudos quimicos prévios vém indicar quetohas sesquiterpénicas sédo
sistematicamente importantes dentro do género. ésegmca de lactonas sesquiterpénicas em varias
espécies deAnthemistém sido descritas por muitos pesquisadores. Degmod relato na literatura trouxe
informac&o sobre o sabor amargo da nobilina, lacsasquiterpénica denthemis nobilid.., uma planta
medicinal bem conhecida (BENESOVA et al., 1964)i iBolada uma lactona aciclica e considerada
comum deAnthemis cotuledl. (BOHLMANN et al., 1969; BARUAH et al., 1985),utras espécies de
Anthemisinclui a representacdo dos trés maiores tiposadenas sesquiterpenicas sendo estes 0s
germacrolideos, eudesmanolideos e guaianolideodg\¢Aal., 1999). Assim, a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial do extrato de diferentes espdeidsthemistém sido estudadas (HOLLA et al., 2000;
GRACE, 2002).



Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos:

- Investigar a atividade biolégica dos extratoacdes e subfracdes sesquiterpénicas obitidos de
flores deAnthemis tinctoriiem formas epimastigotas e trypomastigotd ggpanosoma cruzepa Y.
- Verificar alteragdes morfoldgicas e ultraestraisidas células tratadas com a subfra¢éo ativanpasto
obtido das flores d&nthemis tinctorieatravés da utiliza¢&o de técnica de microscopia@ieletronica

de varredura e de transmissao.

- Avaliar o potencial toxico do extrato bruto, fies e subfracbes composto isolados das flores de

Anthemis tinctoriasobre as células LLCMK



Conclusao

O extrato, fragGes e a subfragdo constituida ponposto sesquiterpénico dethemis tinctoria
mostraram ser bastante eficientes sobreruzi Através dos resultados obtidos neste estudo dssipel
verificar que as plantas utilizadas na medicinaufsappodem apresentar, de fato, efeito curativetafio,
produtos naturais podem ser uma fonte de novassimgn alta atividade antiprotozoaria e baixa tdaie.

No entanto € necessario que se faga estudos coemk®s na investigacdo sobre a aplicabilidade dos

compostos isolados na terapia de doengas infecésiffaias como na doenca de Chagas.
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Resumo

A doenca de Chagas constitui ainda hoje no Bramiheliversos paises da América Latina um grave
problema médico e social, no que reside a necekssidiase obter novas drogas mais potentes e cooresen
efeitos colaterais. No presente trabalho foi ingesto o efeito de extrato bruto, fragbes e mistura
sesquiterpénica obtida de extrato de floresAdeéhemis tinctoriaem Trypanosoma cruziO extrato bruto
aquoso apresentou umsi@e 2,3ug/ml, a fragédo diclorometano de u8/ml e a mistura de sesquiterpeno,
com atividade dose dependente com, & 1,5ug/ml. Os resultados obtidos revelam que ha um atowen
atividade inibitéria & medida que o composto vaideepurificado. Para a investigagao do efeito @kiao do
extrato bruto aquoso, fracao diclorometano e mast@squiterpénica foram utilizadas células LLGMK
fracdo diclorometano foi a que apresentou maiataxicidade com Cg de 4,0ug/ml. Foram observadas
alterac6es morfoldgicas e ultraestruturais comedamdamento das células, formacdo de “blebs” na
membrana flagelar e citoplasmatica em formas epigndas, tratadas com a mistura de sesquiterpeno,
através de técnicas de microscopia 6tica e elemdie transmisséo e de varredura. Esses resuttaaiicam
uma boa atividaden vitro de A. tinctoria em T. cruzi provavelmente associado a um efeito de
desestabilizacdo da membrana celular do parasiEm®nstram também que produtos naturais podem ser
uma fonte de novas drogas com atividade antipratiz@ baixa toxicidade. No entanto € necessamosgu
facam estudos complementares para validar ciemtignte a utilizacdo dos compostos isoladosAde

tinctoria no tratamento de doencas infecto parasitaria codaeaca de Chagas.



1. Introducéo

O uso de plantas medicinais como medicamentos pa@amento de véarias doengas vém de
tempos antigos, sendo que até o século XIX os sesurterapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e extratos vege3&slENKEL et al, 2000). Muitas plantas do bioma
brasileiro, como cerrado, floresta atlantica e @nama tem sido usada pela medicina natural (AL\GES
al., 2000), sendo que, muitas plantas exéticas famanmda introduzidas no Brasil e incorporadas na
medicina folclérica (DUARTE, 2005). As plantas puaém uma variedade de compostos com
propriedades antimicrobianas o que permite deseewvaglovas drogas para o tratamento de doencas

infecciosas (AHMAD e BEG, 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, por caugmliteza e a dificuldade no acesso na
medicina moderna, 65-80% da populagdo mundial que em paises em desenvolvimento depende
essencialmente de plantas para cuidados primansacsalde (BRAGANCA, 1996). Estima-se que 25%
de todos os medicamentos modernos séo direta patandente derivados de plantas (FARNSWORIH
al., 1976) e ha dados que indicam que ¢ alta a egé&elentre o uso popular e experimentos de atieidad

farmacoldgica (BRITCet al,, 1993).

O génercAnthemispertence a ordem Asterales e a familia Asteragceg@ompositae, sendo que
este compreende cerca de 1.100 géneros com apdatmate 25.000 espécies de ampla distribuigéo,
bem representadas em regifes subtropicais e tedage(BARROSO, 1986). As espécies do género
Anthemisséo largamente usadas na Indistria FarmacéutiCastaéticos e Alimentos. As flores tém seu
uso bem conhecido como anti-séptico e propriedadedicinais e apresentam compostos do tipo
flavondides bem como 6leos essenciais (VAVERK&/Aal, 2001). Na Europa extratos, tinturas, chas e
pomadas, sdo largamente usados como anti-inflaibgitantibacterianos, antiespamaodicos e agentes
sedativos (MANN e STABA, 1986). A plantanthemis tinctoriaL. € uma erva perene cultivada nos
paises do mediterraneo, sendo que alguns metabsdtmndarios foram identificados nesta espéci® com
Oleos volateis, triterpenos, poliacetilenos, fladides entre outros (Masterova, 2005). Na medicina

tradicional, esta planta é usada no tratamentogidiciéncia hepatica e “jaundice” ictiricia (LIS£T al.,



1972). A atividade antimicrobiana do 6leo essermiaéxtrato de diferentes espécies do géAethemis

tém sido estudadas (HOLL#t al, 2000; GRACE, 2002).

Trypanosoma cruzt o agente etiologico da doencga de Chagas quétabasda hoje no Brasil
e em diversos paises da América Latina, um probleédico social grave. Estima-se que 18 milhdes de
pessoas na América do Sul e Central estdo infectemtaT. cruzi A doenca de Chagas é responsavel
pela morte de 45.000 pacientes por ano (WHO, 19@B)iclo biolégico doT. cruzi € do tipo
heteroxénico, onde o parasita passa por uma faseilfiplicacéo intracelular no hospedeiro vertebrad
homem ou mamifero, e extracelular no inseto vetog&herolriatoma(NEVES, 2000). A fase aguda da
doenca de Chagas é freqlientemente assintomatidesenvolvimento da fase crdnica ocorre geralmente
10 a 20 anos apés a infeccdo afetando cerca de AW1ados individuos acometidos. Patologias
gastrointestinais sdo as manifestagfes mais codaufese cronica (VIOTTI, 1994). Infelizmente, apesa
do impressionante avanco no entendimento da bmldgiT.cruzi as drogas disponiveis nifurtimox e
benzonidazol séo ativas nos estagios agudos dgaaenChagas com eficacia em torno de 80%, mas é
limitado a eficicia contra doenca cronica ja eseglina (SOSA, 1998). O efeito colateral de ambadepo
ser bastante severo (CROFT, 2005), sendo que ibssefieais frequentes dessas drogas incluem angrexia
vomitos, polineuropatias periférica e alergia ddoldgica (URBINA, 2002). Portanto, drogas
tripanocidas com menos efeitos colaterais sdo sédas. Neste contexto as plantas fornecem diastsid
guimica e biolégica a qual tem ajudado no deseimelto de centenas de drogas farmacéuticas
(CALIXTO, 2000). O objetivo deste trabalho foi irstigar a atividade bioldgica dos extratos, fragdes

composto obtidos da espééiathemis tinctorieemT. cruzi



2. Materiais e Métodos

COLETA DA PLANTA

As flores deAnthemis tinctoriaforam coletadas em novembro de 2004 no Horto detgsd
medicinais “Prdf. Irenice Silva” do campus da Universidade EstadiealMaringa. A espécie vegetal foi
identificada por comparacédo auténtica pelo Dr.n@irCorreia Junior da EMATER-PR e uma exsicata esta
guardada como documento taxondmico no Herbario efmaBamento de Biologia da Universidade Estadual
de Maringa, com o numero de registro HUM 1133. Qena@ coletado foi secado ao abrigo do sol sobre
esteiras, em temperatura ambiente por 8 dias, i@pdsacondicionado e armazenado em local seco e ao

abrigo da luz.

SEPARACAO DOS COMPONENTES

Das flores secas d&. tinctoria (130 g) foram extraidas fragdes sollveis em aginsalveis na
proporcao 1:10 (material vegetal:solvente) pel@@sso de maceracédo durante 8 dias a temperaturanaenb
com solugdes hidroetandlicas (etanol-agua) preparad90 % V/V (PRISTAet al, 1975). O solvente foi
removido a press&o reduzida em evaporador rotatbtiemperatura de 3Z. Apds a eliminagéo do solvente
foi adicionada agua destilada, sendo a parte sobimeagua, denominada de extrato bruto fase agqqgosa,
foi posteriormente liofilizada (liofilizador-modeld-2 CHRIST ALPHA). O liofilizado resultou em 21,@
de extrato-aquoso. A parte do extrato insollvel &ua (residuo) foi solubilizada em acetato de etila
denominada de extrato bruto fase acetato, com odimento de 4,71 g (Esquema 01). O extrato aquti3o (
g) foi submetido a coluna cromatografica de sitieh (32 g silica) e eluido com diclorometano, hexan
acetato de etila, metanol e metanol/agua 9:1. Tagdsa¢des foram submetidas a atividade triparidmié\
fracé@o diclorometano foi cromatografada (500 mg)ceinna cromatografica de Sephadex-LH-20 eluida com
cloroférmio/metanol 1:1 de onde se obteve 14 sgbfra denominadas de B Fy. A subfragédo g foi
cromatografada por trés vezes em Sephadex fasel eiéwaformio/metanol 1:1. Em seguida foi feita uma
acetilacdo com 20 mg da subfragdo G e submetid@maa anluna de silica de onde foi isolada 11 mg do

composto que apresentou maior atividade sobrE. @ruzi As fracbes e subfracbes apds terem sido



submetidas aos ensaios bioldgicos, foram analigaatasromatografia em camada delgada (CCD), eluidas
fase mével hexano/acetato de etila (1:1 v/v), olzgtas através de radiagdo UV e reveladas com sotiea

vanilina sulfarica (2%).

Analise cromatografica

A andlise cromatografica foi realizada no Institge® Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro - RJ pela Dra. Claudiaab® de Rezende. A identificacdo da
fracdo de sesquiterpenos foi realizada por cromafieggasosa de alta resolucdo com
detector de massas computadorizado CGAR-EM. Paemé&ise cromatografica, foi
utilizado um cromatégrafo Agilent 6890 Seis Il alealm a um espectro de massas Agilent
5973. CondigBes do detector: ionizacdo por impdet@létrons 70eV, interface 28G.
CondicBes de operacao no cromatdgrafo: injetor adarisplitless” (tempo de valvula 0,5
min) em 25(°C; gas de arraste He com fluxo de 1ml/minuto; mpmcao de aquecimento
do forno cromatogéfico: ifeiai 35°C a 60°C (1°C min?), 200°C (8°C min), e 280°C (15
°C min™), permanecendo por 5 min. A coluna capilar utilizéoi a DB-5 (J&W) de 30m x

025 nm x 025um. Este sesquiterpeno foi utilizado em ensaios Toonuzi

PARASITAS

Formas epimastigota db. cruzicepa Y foram cultivadas no meio liquido de LITwgi Infusion
Triptose) (Camargo 1964) com 10% de soro fetal fmyGibco Invitrogen, New York, USA) por 96 h a 28

°C.



ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA SOBRE FORMAS EPIMASTIGOTADE T.
CRUZI

Os extratos brutos aquoso e acetato de etila,agfds hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol e metanol/agua e a subfracdo G foram didssl em dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma Chemical,
St. Louis, MO, USA) em concentragdo final que n&gedesse a 1%. Os ensaios sobre as formas
epimastigota foram realizados nas concentracdd9de 1,0ug/ml em placas de poliestireno de 24 pogos
com volume final de 1,0 ml. O inéculo (1 x®16élulas/ml) utilizado foi obtido a partir de cutudo
protozoario em meio de LIT ap6s crescimento poh9 28°C. O crescimento foi avaliado através da

contagem das células em camara hematocitométritizadieauer (Improved Doublé Neubauer Ruling).

EFEITO SOBRE PROTOZOARIOS INTRACELULARES

Formas tripomastigota dB. cruziforam suspensas em meio Dulbecco’ s Modified Edgeium
(DMEM) com 10% de soro fetal bovino e adicionadascnltura de células de forma que se obtivesse 10
protozoarios por célula LLCMK(células de rim de macaca Mulata). Os protozodocsm colocados em
contato com as células durante 24 h e, em segqaicdatura de células foi lavada 3 vezes com tanfipgfato
de potassio (PBS) para remover os parasitas naedasle Foi adicionado o meio DMEM e a fragédo
sesquiterpénica nas concentra¢cfes determinadasgéugas foram incubadas por 96 h. As laminulaanfo
lavadas 3 vezes com PBS, fixadas com metanol puré5min e lavadas com tampéo fosfato pH 7,2 asrad
com Giemsa 1:20 durante por 15 minutos, em sedaiidas com agua destilada e posteriormente as
laminulas foram montadas em laminas com Entellarobservadas em microscépio 6tico composto
(OLYMPUS CX 31). O indice de internalizagéo foi @etinado pelo produto do nimero de célula infectada

€ 0 numero de parasita por célula (VIEIB#al, 2002).

ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Foram colocados 500l de uma suspens&o padronizada de células LLC{@K x 10 células/ml)
em cada um dos 24 pocos de uma placa e incubadestafa a 37C com 5% de tensdo de gfr 48 h até

a formacgéo de um tapete de células. Posteriormientetirado o meio e adicionados 5@0das solugfes do



extrato bruto, fragfes e fracdo sesquiterpéniddadtas flores da. tinctoria nas concentragdes de 100, 50,
10, 5, e lug/ml. Apo6s 72 e 96 h de incubagéo em estufa 2C330b tensdo de 5% de £8s células foram
fixadas com 5@l Acido tricloroacético 10% a“C por uma hora, lavadas em agua corrente em beesajn
e ap0s secar espontaneamente foram adicionadasd®0Osulforodamina B 0,4% e a porcentagem de c2lula

viaveis foi determinada através do leitor de mitaoa (Bio Tek — Powe wave XS) a 540 nm.

AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS

As alteragbes morfologicas nas formas epimastigotapomastigota d&. cruzi causadas pelo
composto obtido de\. tinctoria foi avaliada mediante tratamento das células cobnpg/ml (1ICsg) da
substancia em meio de LIT apds 96 h #B e incubacio e coradas com o corante de Gienssasfi2ctos
morfolégicos das células tratadas foram observadasicroscopio 6tico. As fotomicrografias foramidas

pelo programa Axiovision versdo 4.1 acoplado aaosimopio 6tico (Zeiss Axioskop).



Avaliacao das alteragdes ultraestruturais

Microscopia eletrénica de transmissao

As células controle e tratadas com o composto olatéh. tinctoria foram lavadas em PBS 0,01 M
pH 7,2 e fixadas por 2 h com 2,5 % de glutaraldeidotampéo cacodilato 0,1 M pH 7,2. Em seguida as
células foram pds fixadas por 45 min a temperatartaiente em solucdo de 1% de @s@ 0,1 M de tampéo
cacodilato, pH 7,2, contendo 0,8 M de ferrociangtéo potassio e CagLlAs células pds-fixadas foram
desidratadas com concentragBes crescentes de acet@mbebidas em Epon. Cortes ultrafinos foram
coletados em grades de cobre, contrastados comt@det uranila e citrato de chumbo e observadoaram

Microscépio Eletrénico de Transmissao (Zeiss EM)900

Microscopia eletrdnica de varredura

Na microscopia eletrdnica de varredura, as cépriagamente fixadas foram aderidas a um suporip)(davadas 2 vezes em
tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,2 e desidratadastanobusando concentragdes crescentes de 15, 310 580, 90, 95, e 100%
durante 15 min em cada um. Em seguida, o mateiialbmetido ao ponto critico, a metalizagdo cono @uwbservado em
Microscépio Eletronico de Varredura Shimadzu (S8)55



3. Resultados

A analise cromatografica por CG/EM da fracéo apix@aeniente do fracionamento
da fracao diclorometano mostrou duas classes dpasios sesquiterpénicos, o que pode
ser evidenciado pelos pesos moleculares observeogspectros de massas. Esta mistura
de sesquiterpenos da fracdo diclorometano fozatlkh em ensaios cofm cruzi

A Figura 01A mostra a porcentagem de inibicdo desa@mento de formas
epimastigota d&. cruzitratada com extrato bruto aquoso (EBA) e extratidbacetato de
etila (EBE) obtido de flores d@. tinctoria, ap6s 96 h de incubacdo a°28. EBA
apresentou uma atividade inibitéria maior do qu&BRde concentracdes de 5 eutdml
inibiram 77,4 e 91,9 % no primeiro caso e 31,7 8 26 no segundo, respectivamente. O
fracionamento do EBA em coluna de silica resulton & fracdes: hexano (FH),
diclorometano (FD), acetato de etila (FA), metaffi) e metanol mais agua (FMA). A
FD foi a que apresentou maior atividade inibit§fagura 01B), sendo que concentragdes
acima de 5ug/ml inibiram o crescimento de mais de 95% das &srmpimastigota do.
cruzi. Por outro lado, a FM apresentou a menor atividaidéoria. A FD foi submetida a
coluna de Sephadex de onde se obteve 8 subfrag68s,C, D, E, F, G e H. Na Figura
01C pode-se observar que as subfracbes F, G, erétsemparam atividade inibitéria
consideravel com um porcentagem de inibicdo decionemto deT. cruziacima de 90%
para todas as concentragdes utilizadas. A subfrAcfdd a que mostrou menor atividade
com 87 % de inibicdo de crescimento para a coregiarde 10Qug/ml.

Os efeitos do EBA, FD e da mistura de compostogusiespenos dé. tinctoriano
crescimento de formas epimastigotalderuziem meio LIT a 28C esta representado na

Figura 02. A atividade foi dose dependente, ondediculado um IG, de 2,3ug/ml para o



extrato aquoso e inibicao de 100 % na concentrded®00ug/ml (Figura 02A). Dentre as
fracOes obtidas a FD foi a que apresentou melhaidatie isto €, o0 menor valor desiC
com 1,8ug/ml e a FM a menor atividade comsCde 145ug/ml (Figura 02B). O
sesquiterpeno apresentou uma atividade dose depgend® IGo foi 1,5 pg/ml, e
percentagem de inibicdo foi maior que 95 % paradas concentragdes utilizadas (Figura
02C). Os resultados obtidos revelaram que ha undatie inibitéria dose dependente.

Um importante critério para a investigacdo de fuusds sobre a atividade contra
T. cruzi é seu potencial terapéutico, e que eles ndo apessesfeito citotoxico sobre as
células de hospedeiros mamiferos. Assim, foi atale porcentagem de células LLCMK
vivas ap0s 48 horas de tratamento com o extratio laguoso, fracdo diclorometano e o
composto obtido dé. tinctoria nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5 e |6g2%6l. A
Figura 03 mostra os valores de citotoxicidade a&mtasios pelo EBA, FD e a subfragéo
sesquiterpénica. A mistura de sesquiterpeno apgmsema CGp (concentragcdo citotoxica
de 50%) de 7,Qug/ml e o EBA de 17,3ug/ml. A FD foi a que apresentou maior
citotoxicidade com Cgg de 4,0ug/ml.

No presente estudo foi feito uma avaliacdo daefd mistura de sesquiterpéno
obtido deAnthemis tinctoriana interagdo dd. cruzicom células LLCMK. As formas
tripomastigotas foram incubadas por 24 h na presdegcélulas LLCMK em seguida as
células foram tratadas nas concentracdes de 10e£9),5ug/ml da mistura sesquiterpénica
e incubadas por 96 h. Nas concentracdes de 0,pggnl a subfracdo de sesquiterpeno
apresentou uma taxa inibicdo acima de 50%. O teateoncom 5,0ug/ml do composto
levou a uma diminuicdo do numero de células interedas com parasitas e também do

numero de parasitas internalizados por células LKg{Figura 04).



Foram observadas alterac6es morfolégicas atravésiaascopia 6tica comum de
formas epimastigota tratadas com @ggdml da mistura sesquiterpénica Aletinctoria por
um periodo de 96 h a 28C. Na Figura 05A pode-se observar as caractersstic
morfoldgicas de formas epimastigota ndo tratadas wma forma alongada e o flagelo na
posicao anterior, 0 cinetoplasto, o nicleo e menaEtoplasmastica caracteristicas. O
T.cruzi na presenca do composto sesquiterpénicgg)(l@presentou alteragbes na sua
morfologia com um aumento do volume celular, foomategular e células arredondadas
(Figura 05B, C e D). Na presenca do compost@o)l@presentou uma diminuicao do
namero de parasitas por campo e também as céluatraram-se mais finas e com
estrutura bastante alteradas (Figura 05 E e F).

A microscopia eletronica de varredura confirmoualisragdes observadas atraves
da microscopia 6tica comum. Na Figura 06 (B, C eépossivel observar as alteracbes
provocadas pelo sesquiterpeno na membrana do tpaeasinda visualizar a presenca de
mais de um flagelo saindo do mesmo ponto da bddsgelér. T. cruzi ndo tratados ou
tratados somente com DMSO apresentam uma morfoidgngada com um unico flagelo
emergindo da bolsa flagelar, tipico de formas epiigata (Figura 06A). A microscopia
eletrdnica de transmissdo mostrou alteracfes sittaerais de formas epimastigota apés
incubacgao e tratamento com o composto isoladA. dectoria. Os parasitas tratados com
este composto em concentracdes dg [(Eigura 07B, C e D) e Kg (Figura O7E e F)
apresentaram alteracdes ultraestuturais bem eegleNt extremidade inferior do flagelo
de epimastigota foi observada a presenca de “blahstmembrana (Figura 07B e D).
Por¢cdes da membrana se destacaram do corpo ciEueando “blebs” sendo que em

alguns casos houve até uma separacao de partesnaarama do corpo da célula. A células



controle (Figura 07A) mostram uma forma alongadagefo terminal, bolsa flagelar,

cinetoplasto e membranas intactas caracteristigpatozoario nao tratado com a droga.



4. Discussao

Na tentativa de se obter novas drogas para o teatanda doenca de Chagas, varios
estudos séo realizados tanto com compostos derorigéural quanto sintéticos. Diversas
pesquisas tém mostrado que os extratos de plaptaseatam atividade antiprotozodario.
Dentre muitos dos estudos realizados pode-se aiteabalho com extratos brutos de 39
plantas medicinais do México que tiveram suas adibles testadas contra formas
epimastigota deT.cruzi Trinta e dois extratos mostraram atividade freateeste
protozoario, sendo que, o extrato metabdlico ddgesada Aristolochia taliscana
(Aristolochiaceae) localmente conhecida como “glaoaobiliza forma epimastigota. Do
fracionamento deste extrato neolignanas e lignawadas, em concentragfes de 5 e 75
ug/ml respectivamente, também imobilizam formas epimgota (ABEet al, 2002). A
atividade antitripanosoma também foi investigada eatratos de plantas da Colémbia. Os
extratos deConobea scoparioide®©toba novogranatensis Otoba paevifoliamostraram-
se ativos contra formas epimastigotasTderuzi (WENIGER et al, 2001). Pantyet al.
(2004) verificaram que o composto 3-(bifenil-4itARIroxiquinoclidina (BPQ-OH)
apresentou um efeito dose dependente no crescirdergpimastigotas de T. cruzi cepa Y,
com um IGp de 24,38 £ 2,1@M. O composto ER27856 mostrou efeito equivalenta co
um 1G5, de 4,59 + 0,3uM. O efeito antiproliferativoin vitro contraT. cruzi com o
eupomatenoide isolado das folhasRiger regnellii, planta da familia Compositae, mesma
familia daA. tinctoria, foi recentemente investigado. Este composto mosatividade
contra formas epimastigota decruzi com I1G de 7,0pg/ml (LUIZE et al, 2006). No
presente estudo foi observado que uma subfracdopasian por uma mistura de

sesquiterpenos obtida de floresAletinctoria apresenta um kg de 1,5ug/ml em formas



epimastigota dd. cruzi. Estes resultados mostraram que com fracionamentexttato
bruto houve um aumento da atividade. Em comparagsioesultados obtidos da mistura
sesquiterpénica revelaram que este pode ser nnaisgate 0 Benzonidazol que apresetou
um IGso de 7ug/ml e porcentagem de inibicdo de 84%.

Segundo Vuckovic (2006) trés tipos de classes dabmktos secundarios tém sido
detectados no géner@nthemis: poliacetilenos (CHRISTENSEN, 1992), flavondides
(WILLIAMS et al., 2001) e lactonas sesquiterpéni¢@JLATOVIC, 1998). Estudos
qguimicos prévios vém indicar que lactonas sesquétecas sdo sistematicamente
importantes dentro do génefmthemis A presenca de lactonas sesquiterpénicas em varias
espécies deAnthemistém sido descritas por muitos pesquisadores. Uasapdimeiras
literaturas informou sobre o0 sabor amargo da n@hiliactona sesquiterpénicaAiathemis
nobilis L., uma planta medicinal de uso popular bem cadagd@ENESOVAet al, 1964),
sendo que foi também isolada um tipo de lactondie&iconsiderada comum dethemis
cotulaL. (BOHLMANN et al, 1969; BARUAHet al, 1985). Saroglou (2006) realizou um
estudo da composicao de oito espécies do gé&kttemisnativas da Grécia, entre elas a
espécieAnthemis tinctoriaA analise foi feita por GC e GC-MS e mostrou aspnca de
uma mistura complexa de 6leos essenciais, ondégrpsnoides foram considerados os
compostos majoritarios. A taxa de sesquiterpeno®wantre as espeécies, entretanto a
variedadeAnthemis tinctorideve a mais alta taxa de sesquiterpenos com 588%iro do
grupo das espécies dénthemis estdo incluidos os trés maiores tipos de lactonas
sesquiterpénicas sendo estes 0s germacrolide@srnsadolideos e guaianolideos (VASIS
al., 1999).

Uma grande porcentagem da populacdo mundial ndoatseso a tratamentos

farmacoldgicos convencionais e 0 uso da medicit@dofica € muito comum e sugerem



gue produtos naturais séo inofensivos (RATES, 2004)entanto, o uso tradicional destes
produtos ndo € garantia de seguranca (EDZARD, 19B&tes de citoxicidade com
produtos naturais sdo importantes, uma vez quar@gro interesse de drogas obtidas de
plantas significando que o tratamento médico cocieeal pode ser ineficiente ou resultar
em efeitos terapéuticos ineficientes (RATES, 20&hsaios para a investigacao do efeito
citotoxico sobre células LLCMKmostraram que a FD obtida a partir da plaaténctoria

foi a que apresentou maior citotoxicidade comyd2i@ 4,0ug/ml.

Através da microscopia eletrénica de transmiss&doemas epimastigotas tratadas
com uma subfracdo constituida por compostos sesgénicos foi observado a formacgéo
de “blebs” na membrana do flagelo. A formacdo deb®’ também foi verificado por
Braga e colaboradores (2004) em parasita trataso cocomposto (3-bifenil-4il)-3-
hidroxiquinuclidina BPQ-OH, O ER27856. Estes conp®ssédo inibidores da escaleno
sintetase (SQS) enzima envolvida na biossinteseedderol substéncia presente na
membrana celular dd. cruzi Por¢gbes da membrana se destacaram do corporcelula
formando “blebs” sendo que em alguns casos hou¥eumta separacdo de partes da
membrana do corpo da célula. Em todos os casoscostabulos do flagelo permaneceram
associados com as partes da membrana plasméatazaroa axonema flagelar. A mudanca
na composi¢do quimica alterando a taxa de fosfielgd e esterol interfere em alguns
caminhos de estabilidade de membranas, especiamentalgum dominio da ligacdo do
corpo celular e o flagelo, a qual inclui abundamtgdipideos ricos em esterois (DENNY
al., 2001). Isto pode explicar as marcantes mudancgafoldgicas observadas em células
tratadas com drogas particularmente em sistemased#branas marcadas. A formagéo da

7

estrutura ramificada da bicamada é intrigante made pestar associada a alteracdes



atribuidas a estabilidade da bicamada modificanda somposicdo de lipideos. O
resultado, em alguns casos, e toda membrana plaeanp@érde a conexdo com 0S
microtUbulos subpeliculares caracteristicos desSlagtas (DE SOUZA, 1984; DE SOUSA,

2002).

4. Conclusao

Os resultados mostraram um forte potenmialitro da atividade antiproliferativa
dos extratos, fracbes e de uma subfracdo constitp@ compostos sesquiterpénicos
obtidos deA. tinctoria sobreT. cruzi Esta atividade pode estar associada a uma grande
desestabilizacdo da membrana celular do parasgsimAé importante a realizacdo de
novos estudos sobre o efeito das flores Ae tinctoria nas membranas dos
tripanosomatideos e sua influéncia nas alteracfiesestruturais dessas células para se
determinar os mecanismos de acaoleroruzi Portanto, produtos naturais podem ser uma
fonte de novas drogas com atividade antiprotozoarkmaixa toxicidade, que podem ser

empregados na terapia de doencas infectos pal@sitdmo a doenca de Chagas.
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130 g das flores d&nthemis tinctorieextraida
com etanol: 4gua 90/10 V/V

LIOFILIZADO
Extrato aquoso (21,09) Extrato residual (4,71 g)
Pré-fracionamento
F5=0,042 g
F2=3,42 g F3=6,49 g F4=5,49 g
F1=0,24 g
SEPHADEX LH20 (metanol:agua (1:1)
A=6,6mg | B=3,0mg C=3,6 g D=75mg 3B4ng F=84 mg G=140 md H=110g
Sl’ligal 60 32,3 mg
Cl=11mg C2=8mg C3=7mg

Esquema 1 fluxograma de separacgéo das fracdes, subfrag@mgosto a partir do extrato bruto
hidroalcoolico das flores da plardathemis tinctoria
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Figura 02- Porcentagem de inibicdo de crescimento de formas epimastigota de
Trypanosoma cruzi tratadas com (A) Extrato aquoso; (B) fracdo diclorometano; (C)
subfracdo obtidas das flores de Anthemis tinctoria. @M Controle; B 1 pg/ml; 10
pg/ml; M 5 pg/ml; M 50 pg/ml; 100 pg/ml. ™ 1000 mg/mi



100.00+

1
I
A

% de inibicdo

50.00+ /

0.00 -+ =

1 10 100 1000
Concentracéo

Figura 03 - Citotoxicidade de formas epimastigotas de Trypanossoma cruzi cepa Y

em M extrato aquoso; fracdo diclorometano; ™ subfracdo obtida das flores de
Anthemis tinctoria.
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Figura 4- Interacdo delTrypanosoma cruziforma tripomastigota, tratado com as
concentracdes de 0,5, 1, 5 e 10 mg/ml da subfraiglida deAnthemis tinctoricom
células LLCMK2.



Figura 5- Microscopia Optica comum de formas epimastigotaTdgpanosoma cruzi
cultivada a 28°C por 96 h na auséncia (A), e pgsea subfragdo obtida na concentragcdo
de I1Go (B, C e D) e IG (E e F)Ampliagcao = 100x.



Figura 6- Morfologia Ultraestrutural de Trypanosoma cruzi forma
epimastigota cultivado a 28°C por 96 h na ausé®Agi@ presenca da subfracéo
obtida na concentracéo de;y@B,C eD) e ICy (E eF).Barra = 1[1m



Figura 6- Morfologia Ultraestrutural de Trypanosoma cruzi forma
epimastigota cultivado a 28°C por 96 h na ausé®Agi@ presenca da subfracéo
obtida na concentracéo de;y@B,C eD) e ICy (E eF).Barra = 1[1m



Antitrypanosomal activity of a semi-purified subfraction rich in
labdane sesquiterpenes, obtained from flowers @nthemis

tinctoria, againstTrypanosoma cruzi

Nilza de Lucas RodriguBITTENCOURT *; TaniaUEDA-NAKAMURA *? Benedito Prad®IAS

FILHO 2 Di6genes Aparicio Garci@ORTEZ®; Celso VatarNAKAMURA

'Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias FarmacéuticadDepartamento de Andlises Clinicas,
Laboratério de Microbiologia Aplicada aos ProdutosNaturais e Sintéticos, Departamento de Anélises
Clinicas, Universidade Estadual de Maringa, MaringaParand, Brazil

* Address for correspondence: Celso Vataru NakamuUir@versidade Estadual de Maringd; Departamento
de Analises Clinicas, Laboratério de Microbiologhplicada aos Produtos Naturais e Sintéticos, BI6&O

Sala 123 CCS, Avenida Colombo, 5790; BR-87020-Ba®inga, PR, Brazil. Fax: +55 44 3261-4860; E-
mail: cvnakamura@uem.br




Summary:

In Brazil and several other Latin American courgfi€nhagas’ disease still constitutes a serious
medical and social problem, and there is a neeeévelop new, more-potent drugs with fewer sideot$féo
effectively treat this disease. We investigatedagtrypanosomal effect of a crude extract, faws and a
semi-purified subfraction rich in a mixture of iserit labdane sesquiterpenes, obtained from floakrs
Anthemis tinctoriaagainstTrypanosoma cruzin epimastigote forms, the aqueous crude extract,
dichloromethane fraction, and semi-purified sultftacshowed a dose-dependent inhibitory activitighw
ICsq Of 2.3ug/ml, 1.8ug/ml, and 0.21g/ml, respectively. In the interaction index, tieeng-purified
subfraction showed a reduction in both the pergentd infected LLCMK cells and the mean number of
trypomastigotes per infected cell. The cytotoxi@taluation demonstrated that the cytotoxic comedions
of the semi-purified subfraction were higher for@MK, cells than for the protozoans, with a selectivity
index of 35.0. Epimastigote forms treated with $keni-purified subfraction showed ultrastructurad an
morphological alterations such as rounding of #lis@and bleb formation in the flagellum and cytagrhic
membrane. These results show that the flowers fotinctoriamay be a source of new drugs with
antiprotozoal activity. However, additionial vitro andin vivo studies are needed to validate the us. of

tinctoria in the treatment of Chagas’ disease.

Keywords: antiprotozoan activity, medicinal planf&ypanosoma cruzultrastructure alterations.



Introduction

About 65-80% of the population in developing coiggressentially depends on plants for primary
health care. Some 25% of all modern medicines arget directly or indirectly from plants (Farnswoand
Morris 1976). Many plants from Brazilian ecosystesush as the savanna, and the Atlantic and Amazon
forests are used in traditional medicine (Aletsl.2000). Also, many exotic plants that were intraetlinto
Brazil and incorporated into traditional medicirigpliay curative properties (Duare al. 2005). Various
studies have demonstrated a strong correlationdsgtywopular use and experimentally demonstrated
pharmacological activity. Many plant extracts asdential oils have been shown to exertitro andin vivo
activity, which justifies research on plants usetraditional medicine (Martinegt al. 1996). Plants produce
a variety of compounds with antimicrobial propestiehich have led to the development of new drogs f
treatment of infectious diseases (Ahmad and Bed 200

The family Compositae is one of the most specigs-@aimong the flowering plant&nthemisL. is
the second-largest genus in this family with apprately 25,000 species, widely distributed in sopical
and temperate areas. Specieswthemisare widely used in the pharmaceutical, cosmeticfaad industries.
Anthemis tinctorid.. is a perennial herb cultivated in Mediterraneanntries, and several secondary
metabolites have been identified in this speciesh &s volatile oils, triterpenes, polyacetyleraes]
flavonoids (Masterovat al.2005). In traditional medicine, this plant is usedreat liver problems and
jaundice (Liszet al 1972). Its flowers have well-known antiseptic anedicinal properties, derived from
flavonoids as well as essential oils (Vaverkeval.2001). In Europe, extracts, dyes, teas, and ointsrare
used as anti-inflammatory, antibacterial, antispadimy and sedative agents (Mann and Staba 1986). Th
antimicrobial activity of essential oils and extsafrom different species dnthemishas been studied
previously (Hollaet al 2000; Grace 2002).

Trypanosoma cruis the etiologic agent of Chagas’ disease, whicBriazil and several other Latin
American countries constitutes, a serious socidlraadical problem (WHO 2008). Transmission to
vertebrates occurs through feces of hemipterarciss®ntaminated with metacyclic trypomastigoties, t
infective stage of the parasite (de Souza 19849.adute phase of Chagas’ disease is frequently
asymptomatic, and the chronic phase usually degel@po 20 years after the infection, affectingutii® to

30% of infected individuals (Viottt al.1994).



In spite of the impressive progress in the undeditey of the biology off. cruzi the drugs available
(nifurtimox and benzonidazole) are active on th&t@stage of Chagas’ disease, with about 80%
effectiveness; but have limited utility against g#stablished chronic disease (Sosa 1998). Theefielets of
both compounds can be quite severe (@bél.2005). Therefore, trypanocidal drugs with lessesesiside
effects are necessary. In this context, plantaaeservoir of chemical and biological diversitgtthas led to
the development of hundreds of pharmaceutical df@géixto 2000). The objective of the present studs
to investigate the activity of the extracts, frao8, and a sequiterpene-rich semi-purified subifmacbbtained

from flowers ofA. tinctoria againsfT. cruzi



Materials and Methods

General experimental procedures

The NMR spectra were obtained in VARIAN GEMINI 30005T) spectrometers,
using deuterated solvent, TMS as the internal stahand a constant temperature of 298
K. Sephadex LH-20; Silica gel 60 (70-230 and 230-At@sh); TLC: silica gel platesdz
(0.25 mm thickness).

Collections of the plant

Flowers ofAnthemis tinctoriavere collected in November 2004 at the “Profa.
Irenice Silva” Garden of Medicinal Plants of that®tUniversity of Maringa. The plant
was identified through authentic comparison by@irino Correia Junior, and a voucher
specimen (No. HUM 1133) is deposited at the Heudmarof the State University of

Maringé, Parana, Brazil.

Separation of the components

Dried flowers ofA. tinctoria (130 g) were extracted with ethanol:water (9:1) by
maceration for 8 days at room temperature. Theesblwas removed in a rotating
evaporator, to give an aqueous extract and a dadngesidue. The aqueous extract was
lyophilised (21.0 g) and the water-insoluble residas diluted with ethyl-acetate, yielding
the ethyl-acetate extract (4.71 g). The aqueoustnd-acetate extracts were assayed
against the epimastigote form™Df cruzi.The aqueous extract (13 g) was submitted to
vacuum-column chromatography (32 g silica gel) aluted with hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, methanol, and methaater (9:1 v/v). Each fraction
(hexane, F1; dichloromethane, F2; ethyl acetatepfeédhanol, F4; and methanol/water 9:1,
F5) was assayed for antitrypanosomal activity. diceloromethane fraction (500 mg),
which showed the highest inhibitory activity, wdsamatographed by column
chromatography in Sephadex-LH-20 and eluted witbroform/methanol (1:1 v/v). This



process yielded 8 subfractions, denominated F2a, F2c, F2d, F2e, F2f, F2g, and F2h.
Subfraction F2g (140 mg) was chromatographed im&dgx phase with movable phase,
chloroform/methanol (1:1 v/v), yielding the subftiaa (11 mg). The subfraction was
identified as a mixture of isomeric labdane sesypénes by analyses of spectral data of
'H and**C (Chart 1).

Parasites

Epimastigote forms of. cruziY strain were cultured in LIT (Liver Infusion
Triptone broth) (Camargo 1964) with 10% fetal b@vserum (SFB) (Gibco Invitrogen
Corporation, New York, USA) at Z& for 96 h. Amastigote and trypomastigote forms
were grown in monolayers of LLCMicells in DMEM medium (Gibco Invitrogen) with
10% SFB in 5% Cgat 37°C.

Antiproliferative activity against epimastigote fiors

The aqueous and ethyl-acetate crude extractsidnacthexane, dichloromethane,
ethyl acetate, methanol, and methanol/water ) bagemi-purified subfraction were
dissolved in dimethyl sulphoxide (DMSO, Sigma CheahiCo., St. Louis, Missouri, USA)
at a final concentration not exceeding (¢6nget al. 2000) and assayed against the
epimastigote form of. cruzi The experiments were performed on 24-well pohgstg
plates containing 1 ml of diluted compound at daéfg concentrations (from 1.0 to 1,000
ng/ml). The starting inoculum consisted of Harasites in logarithmic growth phase per
well. The cells were incubated at 28 and the growth was determined by counting the
parasites with a Neubauer hemocytometer (Improvadbl2 Neubauer Ruling) every 24 h
over a 7-day period. Benznidazole (N-benzyl-2-nitromidazolacetamide, Roche
Pharmaceuticals, Rio de Janeiro, Brazil) was usedraference drug. The assays were

performed in duplicate on separate occasions.



Growth inhibition assay of mammalian-stage amastigdorm ofT. cruzi

LLCMK ; cells (kidney cells from Mulatto monkey) were pldton glass coverslips
(diameter 13 mm) into 24-multiwell tissue cultutatps and maintained in a humidified
5% CQ atmosphere at 3. The cells were infected with trypomastigote feran a
parasite/cell ratio of 10:1. After 24 h, non-adlteparasites were washed out, and fresh
DMEM medium, and the semi-purified subfraction @ning sesquiterpene in various
concentrations, was added. The cells were incubatadhumidified 5% C@atmosphere at
37°C for 96 h. The coverslips were washed 3 times RBIS, fixed with methanol and
stained with Giemsa. Next, the coverslips were nexlion glass slides using Entellan
(Merck), and the percentage of LLCMKells with internalised parasites (1) and the
number of internalised parasites per LLCMt€ll (2) were determined by counting at least
200 cells per sample under a microscope (Olympu8OXThe product of 1 and 2

determined the survival index.

Cytotoxicity activity

LLCMK ; cells were seeded onto 24-well microtitre plates @oncentration of 2.0
x 10 cells/ml and allowed to proliferate for 48 h in [EM containing 5% FBS at 3T
with 5% CQ to form a cell monolayer. Different concentratiaigshe semi-purified
subfraction containing sesquiterpene were appligti¢ monolayer and incubated at°87
with 5% CQ for 72 h. Next, the cells were treated with 10#thioroacetic acid at 2C for
one hour, gently washed in tap water, and allowetty at room temperature. A solution
of 0.4% sulforhodamine B (in 1% acetic acid) wadextito each well, and the plate was
kept protected from light for 30 min af@. The wells were washed four times with 1%
acetic acid, and 150 pl of 10 mM Tris-base was dauaiel homogenised for 15 min. The
absorbance was read at 530 nm in a microplatergpbotometer (Bio Tek-Power Wave
XS). The CGy (concentration that lysed 50% of cells) of thefsatiion was calculated.

Evaluation of morphological alterations by Scannirgjectron microscopy
Epimastigote forms treated with4§30.2 pg/ml) or 1Go (1.0 pg/ml) of the semi-

purified sesquiterpene subfraction for 96 h weréected by centrifugation, washed in PBS



and fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodicatodylate buffer, pH 7.2, containing
1.0 mM CaClat 4 °C. After fixation, small drops of the samplere placed on a specimen
support with poly-L-lysine. Subsequently, the saasplere dehydrated in graded ethanol,
critical-point dried in C@, sputter-coated with gold and observed in a SHIMADSS-550

Scanning electron microscope.

Evaluation of the ultrastructural alterations inT. cruzi by Transmission electron
microscopy

After treatment with 16, or ICyo of the semi-purified sesquiterpene subfraction for
96 h, epimastigote forms were washed in 0.01 M phate-buffered saline and fixed in
2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylatedmfbH 7.2. The cells were postfixed
in a solution containing 1% Og@nd 0.8% potassium ferrocyanide in 0.1 M cacodylat
buffer, dehydrated in acetone, and embedded in Effun sections were collected on a
copper grid (300 mesh), stained with uranyl acedatklead citrate, and observed in a Zeiss

900 transmission electron microscope.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the prog@maphPad Prism 4 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). One-Way Aaavas applied, and a p-value less

than 0.05 was regarded as significant.



Results and Discussion

In the attempt to develop new drugs for treatmémfectious diseases, studies are
carried out with compounds of both natural andlsgti¢ origin. Many studies have
demonstrated that crude extracts, fractions, angboonds isolated from medicinal plants
exhibit antiprotozoal activity (Weninget al 2001; Abeet al.2002; Luizeet al.2005;
Lavaggiet al 2007; Santoret al 2007; Izumiet al.2008; Salat al.2008). In this study,
we evaluated the antitrypanosomal activity of thede extract, fractions, and a subfraction
rich in a mixture of isomeric labdane sesquitergenétained fronlowers of A. tinctorig,
against epimastigote, amastigote, and trypomastiigoins ofT. cruzi.

The analyses of th#d and**C NMR spectrum of the semi-purified subfraction
showed a signal of a mixture of isomers of crosgtogated terpenoid ketones derived
from labdane sesquiterpenes that are frequentlydfau the family Asteraceae (Kalsi al.
1978). Three types of classes of secondary metabdiave been detecteddnthemis
polyacetylenes (Christensen 1992), flavonoids (@fis and Greenham 2001), and
sesquiterpene lactones (Bulatovic 1998). Previbesnical studies of speciesAfithemis
have shown the presence of sesquiterpene lactBaesahet al. 1985; Bruncet al 1998;
Vajs et al. 2000;Konstantinopouloet al 2003;Saroglou 2006; Staneed al. 2008;
Todorovaet al.2008). The three major types of sesquiterpenenastare germacrolides,
eudesmanolides, and guaianolides (\é&jal 1999). Recently it was demonstrated that
anthecularin, a sesquiterpene lactone isolated Aothemis auriculatashows antimalarial
activity, and also antitrypanosomal activity agaiinypanosoma brucéKarioti et al.

2007).

The hydroalcoholic crude extracts, fractions, agmhispurified subfraction obtained
from A. tinctoriaflowers were used in order to investigate thepaiatozoal activity of this
plant againsT. cruzi A progressive increase in the antitrypanosonfatcefvas observed
in the course of the purification process. Figuteshows the percentage of growth
inhibition of the epimastigote form treated witle thqueous phase of the crude extract for
96 h of incubation at 2&. This extract showed a dose-dependent inhib#otiyity of
77.4 and 91.9% at 5 and f@/ml, respectively. In the same concentrations gthgl-

acetate extract showed an inhibitory activity of73and 76.8%. The 50% inhibitory



concentration (1) of the crude extract aqueous phase wag@/®l. On the basis of this
finding, the crude agueous extract was fractionatedilica gel into five fractions: hexane
(F1), dichloromethane (F2), ethyl-acetate (F3),haertl (F4), and methanol:water (F5).
The F2 fraction showed and{gof 1.8ug/ml (Figure 1B), and the F3 fraction ans¢Gf 5.0
pg/ml (data not shown). The other fractions (F1, &% F5) showed lower inhibitory
activity, with 1G5 of 26.8, 23.6, and 14&g/ml, respectively. Subsequently, the F2 fraction
was submitted to the Sephadex column, yieldingraations: F2a, F2b, F2c, F2d, F2e,
F2f, F2g, and F2h. Figure 1C illustrates the irtbityl activity of the F2g subfraction, with
a percentage of inhibition of growth of the epingste form above 90% for all
concentrations used (1 - 1000 pg/ml). The F2g sebfn, which was rich in a mixture of
isomeric labdane sesquiterpenes, showed gal®.2ug/ml. In comparison, Luizet al
(2006) investigated thie vitro antiproliferative effect of eupomatenoid-5, a sgsgpene
isolated from leaves dtiper regnelliivar. pallecensa plant of the same family
(Compositae) aé. tinctoria,againstr. cruzi Our results obtained with a mixture of
sesquiterpenes also showed that this mixture was aative than Benzonidazole.

The effect of the semi-purified subfraction obtairieom flowers ofA. tinctoriaon
the interactiorof T. cruziwith LLCMK cells was evaluated. The treatment of LLCMK
cells infected with the amastigote form showed that semi-purified subfraction had a
dose-dependent antitrypanosomal activity (Figureléding to considerable reduction in
both the percentage of infected cells and the nmesnber of parasites per infected cell.
After 96 h of incubation, the percentage of LLCMeells with internalised parasites was
higher for the control than for cells treated wiitle semi-purified subfraction. At that time,
the control showed a mean of 34.1 amastigotesedength 40.6% of cells infected. Cells
treated with 1.Qug/ml showed a mean of 18.1 internalised amastigmesell, with 22.7%
of cells infected. Treatment of the cells with p@ml resulted in only 4.7% infected cells
and 4.2 parasites per cell.

Important criteria for the investigation of compasrwith activity against. cruzi
are both their therapeutic potential, and the tafck cytotoxic effect on mammalian cells.
We evaluated the cytotoxicity in LLCMicells treated with the crude extract aqueous
phase, dichloromethane fraction, and the semidpdrgubfraction (Figure 3). The 50%

cytotoxicity concentration (Cf) in LLCMK; cells treated with the crude extract agueous



phase, dichloromethane fraction, and semi-purtigiofraction were 17.3g/ml, 4.0ug/ml,
and 7.0ug/ml, respectively. The best selectivity index (&ifio (CGo for LLCMK»
cells/IG for protozoans) was obtained by the semi-puri§iedfraction, with SI of 35.0.
The dichloromethane fraction and crude extract gtb®1 of 2.2 and 7.5, respectively
(Table 1).

Morphological alterations in epimastigote formsatesl with the semi-purified
subfraction were observed by scanning electronast@py. Epimastigote forms in the
presence of the semi-purified subfraction apI©.2ug/ml) showed distortions of the
parasite cell body, and the cell shape was sevaftdygted. Increase of the cell volume and
rounding of the cell body were observed (Figure @Band D). At IGy (1.0pug/ml),
alterations were more evident (Figure 4 E and igurié 4Ashows the characteristic
elongated shape of an untreated protozoan, oetteatly with 1% DMSO (control), with a
terminal flagellumthat emerges from the flagellar pocket and remigghdly attached to
the cell body along its length, typical of the epstigote form.

Ultrastructural alterations of the epimastigotenfdreated with the semi-purified
subfraction were observed by transmission eleattmnoscopy. Untreated. cruzior
epimastigotes treated with 1% DMSO showed the #fpittrastructure (Figure 5A).
Epimastigotes treated with the semi-purified sesgpéene-rich subfraction at
concentrations of 16 (Figure 5B, C, and D) and §g(Figure 5E and F) showed
ultrastructural alterations. One important charmugk fplace in the membrane lining the cell
body and flagellum, with portions of the membraeéadhed from the cell body, forming
blebs, and in some cases whole sections of thenplazembrane separated from the cell
body (Figure 5B and D). The formation of blebs \ats® observed iii. cruzitreated with
compounds ER27856 and BPQ-OH (3-biphenyl-4yl)-3rbygquinuclidine BPQ-OH)
(Bragaet al. 2004). These compounds are inhibitors of scadgnéhase, the enzyme
involved in the biosynthesis of ergosterol. Theng®in the chemical composition of the
membrane alters the ratio of phospholipids and&eaffecting the stability of the
membranes, and especially the integrity of thelmadly (Dennyet al 2001). This may
explain the morphological changes observed in egtigates treated with the

sesquiterpene-rich subfraction of the floweRotinctoria.Pedroseet al. (2006) also



showed the presence of blebs in cell and flagpkeaket membranes @rithidia deanei
treated with essential oil fro@ymbopogons citratus

In conclusion, this study showed that extractsctioms, and a semi-purified
subfraction containing sesquiterpene obtained fflomvers of A. tinctoria have potential
antiproliferative activityin vitro againstT. cruzi. Therefore, natural products may be a
source of new drugs with antiprotozoal activity ttteuld be used to treat parasitic

infectious diseases such as Chagas’ disease.
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Figure Legends

Chart 1. Fractionation scheme of sequiterpene figoeous extract of flowers ghthemis tinctoria

Figure 1. Effects of crude extract aqueous phasg ¢@ichloromethane fraction (B) and semi-purified
subfraction (C) obtained from flowers dknthemis tinctoria on the growth ofTrypanosoma cruzi

epimastigote form# Control; ® 1000 pg/ml;A 100 pg/ml;O 50 pg/ml;1 10 pg/ml;< 5 pg/ml; @ 1

pg/ml

Figure 2. Growth inhibition assay of mammalian-stagnastigote form ofrypanosoma cruzireated with a

semi-purified subfraction obtained froAmthemis tinctoria

Figure 3. Cytotoxicity activity on LLCMK cells. ©) aqueous extract, &)
dichloromethane fractionj () semi-purified subfraction obtained from flowefsAmthemis

tinctoria

Figure 4. Morphological alterations dfrypanosoma cruzepimastigote form cultured at 28 °C for 96 h,
observed by scanning electron microscopy, in treeiate A) and presence of the semi-purified subfraction

at concentrations of I (B, C, andD) and IG, (E andF). Bar = 1um

Figure 5. Ultrastructural alterations ®fypanosoma cruzepimastigote forms cultured at 28 °C for 96 h,
observed by transmission electron microscopy, énabsenceA) and presence of semi-purified subfraction

at concentrations of I (B,C and D) and IG, (E and F). er-endoplasmic reticulum; f-flagellum; g-

glycosome; m-mitochondrion; n-nucleus; v-vacuolar B 1um



130 g Dried flowers oAnthemis tinctorigextracted
with ethanol:water (9/1) v/v

lyophilised
Aqueous extract (21.0 g) Ethyl-acetate extract (4.71 g)
I
silica column
F1=0.24 ¢ F2=3.42¢g F3=6.49 g F4=5.49 g F5=0.042 g

Sephade-column LH20 choroform:methanol (1:1 v

F2a=6.6 mg F2b=3.0mg F2c=3.6/mg F2d= 73 F2p=30 mg F2f=84 mgF2g=140 mg| F2h=110 mg

Sephadex-column LH20 choroform:methanol (1:1 v/y)

11 mg
mixture of isomeric labdanes sesquiterpenes

Chart 1. Fractionation scheme of sequiterpene figoeous extract of flowers ghthemis tinctoria




Table 1. Citotoxicity, growth inhibition angelectivity index of the crude
extract aqueous phase, dichlorometane fraction, aethi-purified

subfraction obtained dinthemis tinctoria

Drugs CCo ICs0 IS
(g/ml) (ng/ml)
Crude extract aqueous phase 17.3 2.3 7.5
Dichlorometane fraction 4.0 1.8 2.2
Semi-purified subfraction 7.0 0.2 35.0

IS = CCsQ”Cs()
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