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Em busca da solugdo para o sério problema da
fransmissdo transfusional da doenca de Chagas em
nosso meio, realizamos a avaiiagdo de produtos naturais
com afividade tripanosormicida. Os testes “in vitro" foram
realizados incubando-se a 4°C, sangue de
camundongos contendo + 105/ ml formas tipornastigotas
de Trypanosoma cruzi com os exiratos vegelais. Apés
diferentes periodos de incubacao, fragbes sanglineas
foram examinadas em microscopia de fase. Os extratos
que apresentaram atividade tripanosomicida até_ 48 horqs
de incubagdo, foram examinados em microscopia
eletrénica com intuito de verificarmos sua toxicidade
confra os elementos normais do sangue. Foram testados
242 extratos obtidos de 81 vegefais e 56 demonstraram
atividade.
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1. INTRODUGAO

A doenga de Chagas & endémica ne continente americano e
afeta milhdes de habitantes. O seu agente causal, Trypanosoma cruZi,
pode ser encontrado nc sangue de mais de uma centena de espécies de
mamiferos (Barreto & Ribeiro?, Hoareg) e & transmitide ao homem, nas

_ areas endémicas, por aproximadamente 100 espécies de triatomideos, a

maioria deles, naturalmente infectados (Lent & Wygoszinsk'™). Apos o
contato com o parasita, depositado junto com as fezes do vetor, o
individuo contrai a doenga que se caracteriza por uma fase aguda (de
um a dois meses), que é seguida por uma infecg8o crénica, na qual o
parasita ¢ extremamenie raro e somente detectado por métodos
parasitolégicos. Durante parte da fase aguda e de toda a fase cronica,
os testes sorolégicos sao positivos e permanecem como tal durante a
vida do paciente. Durante este periodo, o individue, com saude
aparentemente boa, constitui-se num agente potencial da infecgao
chagasica através da transfus&o de seu sangue.

A possibilidade da doenga de chagas ser transmitida pela
transfus&io de sangue contaminado foi aventada por Mazza et ai'' (1936)
e confirmada por Pellegrinno™ (1949). Rassi & Rezende™ (1976)
demonstraram que de 3 a 28% dos sangues em bancos sdo
contaminados & Amato Neto' (1979) estimou que no Brasil sd@o
efetuadas, anualmente, cerca de 4.000.000 de transfusdes, sendo que
em 60% dos bancos de sangue ndo sdo realizadas selegbes de
doadores. Qutros dados demonstraram que de 3 a 13,1% destes
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doadores s8o portadores da infecg&o chagasica (Baruffa®, Cunha®, Dias
& Dias®) e que 10.000 transfusdes de sangue procedentes destas
pessoas sdo realizadas, anualmente, na regido metropolitana de S&o
Paulo (Dias).

Os testes para a selecdo de doadores, quande so feitos,
apresentam muitas falhas, esbarrando numa série de problemas que
vao desde a falta de antigenos padronizados até deficiéncias técnicas e
utilizagdo de reagdes soroldgicas que ndo possuem a apropriada
sensibilidade. Somam-se a estas dificuldades os aspectos sociais da
transmiss&o transfusional, que ligam-se basicamente ao sub-emprego,
ao fluxo de migrantes ao servigo, a “profissionalizac&io” da doacdo, a
mercantiliza¢éo dos bancos de sangue, & incompeténcia e & displicéncia
de diagnosticos e na tomada de medidas preventivas (Dias & Dias®).

Um grande passc para a solugdo do problema seria a
pesquisa de uma droga com atividade tripanosomicida, atéxica para o
homem e que, adicionada ao sangue que vai ser transfundido,
eliminasse os parasitas presentes. -

Nussenzweig et al'’, (1953) demonstraram a atividade
tripanosomicida “in vitro” da violeta de genciana. Desde esta época,
aijguns poucos bancos de sangue tém usade deste composto na
tentativa de eliminar a transmiss&o transfusional da doenga de Chagas.
Este uso € muito restrito, em virtude de problema técnico e estético, pois
a violeta de genciana pode apresentar composicdes variaveis de acordo
com os lotes ou marcas; o sangue tratado necessita ser incubado por
um minimo de 24 horas e apresenta coloragio azul intenso, sendo
rejeitado por alguns pacientes.
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Levando-se em conta a importdncia da transmissao
transfusional, as dificuldades na seleg8c de doadores e a inexisténcia de

um produto ativo contra ¢ tripanosoma, empreendemos um estudo
visando encontrar uma droga de origem vegetal que, adicionada a0
sangue a ser transfundido, fosse aceitavel pelos pacientes e previnisse a
transmissdo de T. cruzi.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtengéao do produto natural

Os vegetais foram colhidos nas regiées menos desenvolvidas
dos estados de Sdo Paule e Minas Gerais, identificados e suas exsicatas
depositadas no herbario da Universidade Estadual de Campinas. Cada
vegetal coletado, quando possivel, teve suas partes (raizes, caules,
folhas, flores, frutos e sementes) separadas e secadas isoladamente em
estufas com ar quente (60°C) circulante até peso constante. O material
seco foi triturado, até po fino, em moinho de martelos, pesado, colocado
em percoladores e extraido sucessivamente com hexano, acetato de
etila, etanol, ou metanol & adgua (os extratos aguosos foram obtidos de
material botanico recém coletado). A maioria dos extratos foi obtida a frio
e apenas alguns a quente em Soxhlet semi-industrial. Os solventes
foram eliminados com auxilio de evaporadores rotatérios sob presséo
reduzida e a agua por liofilizagéo.
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2.2, Animais

Foram utilizados camundongos SWISS e BALB/c, machos e
fémeas com 23 dias de idade. Os animais foram mantidos em caixas de
poiipropileno em nlmerc maximo de 8, com &gua e racdo para
camundongos ad fibitum.

2.3. Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas as amostras “y* (Silva & Nussensweig™) e
“Colombiana’(Frederici et al®), inoculadas, semanalmente,em lotes de 20
camundongos. No pice da parasitemia (7° dia para a cepa "y" e 8° para a
cepa “Colombiana’) os animais foram sacrificados € o sangue, obtido
por pungao cardiaca e contende a mesma cepa T. cruzi, juntado a outros
semelhantes, homogeneizado e adicionado a uma solugdc de ACD (7:3).
O sangue assim tratado foi diluido com plasma ou sangue total de
camundongos da mesma cepa de modo a conter 10° tripomastigotas de
T.cruzifml.

2.4, Determinagdo da atividade tripanosomicida

Flaconetes com sangue de camundongos infectados, contendo
1x10° tripomastigotas de T. cruziml, foram incubados (a 4°C) com
aliquotas dos extratos obtidos dos vegetais convenientemente dissolvidas
em sangue de camundongo da mesma cepa ou previamente diluidas em
etanol (foi determinado que 10-30ul de etancl/ml de sangue néo foi capaz
de reduzir significativamente o nUmero de parasitas apds 24
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horas de incubagéo a 4°C). Apés 1, 3, 5, 24 e 48 horas de incubagao,
amostras destes materiais foram examinadas, entre {amina e laminula,

no microscopio optico. Os tripomastigotas foram avaliados quanto ac
numero e & mobilidade. As drogas foram classificadas de acordo com a
sua menor oy maior atividade, observando-se © numero de T. cruzi
maoveis em sangue tratado com produtos naturais (Tabela i),

2.5. Avaliagao “in vitro” da toxicidade dos extratos

Realizamos a avaliagéo in vitro da toxicidade de extratos
selecionados por apresentarem satisfatéria atividade tripanosomicida. A
determinagéo consistiu basicamente na avaliagdo morfolégica detalhada
dos elementos figurados do sangue e dos parasitas apés incubagéo, por
24 horas, de sangue infectado tratado, em diversas concentragdes, com
as drogas selecionadas. Apés este periodo, amostras do sangue foram
lavadas varias vezes com sclug8o salina tampenada e fixadas com
aldeido glutarico a 2,5% em tampéao fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,3) e
com tetrdxido d'e dsmio a 1,0% em tampac fosfato 0,1 M. A seguir foram
desidratadas em solugdes com concentracdes ascendentes de acetona
e incluidas em Araldite. Deste material foram obtidas sec¢des semi-finas
de 0,5um que foram coradas com azul de toluidina e examinadas em
microscopio optico para selegéo de éreas adequadas para obtengdo de
cortes ultrafinos em uitramicrétoma Sorvall MT-5000. Estes cortes foram
duplamente corados com acetato de uranila e citrato de chumbo e
examinados em microscopio eletrdnico Zeiss em 109 a 80 kV.
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3. RESULTADOS

Determinac&o da atividade tripanosomicida - Foram avaliados

242 extratos obtidos de 81 espécies botanicas. Estes extratos e o
resultado da avaliagdo da agao tripanosomicida estfo relacionados na
Tabeta Ii.

Alem da atividade tripanosomicida, alguns extratos
mostraram atividade hemolitica e/ou leucotdxica visivel sob microscopia
de luz. A distribuigéo entre os extratos ativos téxicos e cos atéxicos de
acorde com © tempo necessario para lisar 100% dos parasitas do
sangue infectado é demonstrada na Figura |.

Na Tabela lll, estdo relacionados os exiratos brutos que
demonstraram atividade tripanosomicida (++++) e auséncia de
toxicidade para os elementos figurados do sangue infectado quando
analisado através de microscdpio de fase.

Avalia¢do in vitro da toxicidade de extratos selecionados gue

apresentaram atividade tripanosomicida (++++) - Foi feita a avaliagéo
maorfologica detalhada dos elementos figurados do sangue e dos
parasitas apos incubagdo com os extratos por 24 horas. O resultado
desta avaliagdo esta expresso na Tabela IV.
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4. DISCUSSAO

Plantas possuem suas proprias defesas que as protegem
contra outras plantas, fungos, bactérias, insetos e mamiferos. De fato,
parece até que existe nelas um sistema imunolégico rudimentar (Fox').
Assim sendo, pesquisamos em vegetais com esta barreira quimica de
defesa mais desenvolvida, uma substancia natural que, adicionada ao

. sangue a ser transfundido, pudesse prevenir a transmissdo de T. cruzi.

Os vegetais pesquisados foram colhidos nas regides de S&o Paulo,
Minas Gerais e Parana. Dentre estes vegetais, alguns forneceram
produtos com enorme potencial na profilaxia da doenga de Chagas.
Assim, as populagdes destas regides, cultivando e/ou coletando estas
plantas e fornecendo matéria prima para o desenvolvimento destes
quimioprefilaticos, poderao criar uma nova fonte de trabalho e renda.
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SUMMARY

Chemyprophylaxis of Chagas disease: blockage of blood
transfusion transmission by natural products

Considering the serious problem of blood transfusion
transmission of Chagas disease in our environment, we realized the
evaluation of natural products against Chagas disease. The tests were
realized “in vitro” by incubation at 4°C of mouse biood having £ 10° /mi of
Trypanosoma cruzi, sample “y” and “Colombina” with the plant extracts.
After different times of incubation, blood fractions were examined by
phase microscopy. The drugs that showed activity until 48 hours of
incubation, were examined by electron microscopy to verify the toxicity to
blood elements. The tests were realized with 242 extracts from 81 plants

and 56 extracts showed activily against T. cruzl.

Key words:  Chagas disease, natural products, Chemoprofilaxis,

Trypanosoma cruzi.
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1h 3h 5h 24h 48h
Tempoe de Incubacé@o
period after incubation

iextratos ativos [ extratos ativos e atoxicos |

FIGURA 1. Distribuigdo dos extratos ativos™ e ativos atéxicos® de
acordo com o tempo gasto para lisar 100% des parasitas do
sangue infectado de camundongos.
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TABELAl. Classificagéo da atividade tripanosomicida de produtos
naturais em doses de * 10mg/ml de sangue de
camundongo infectado com 1x10° /ml tripomastigotas de

T.cruzi,

CLASSIFICAGAO N = parasitas méveis/mm® de

sangue

. _ N > 700

+ 700 > N > 350

-+ 350>N>70

ot 70>N>1

++++ N=0
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Continuation of TABLE ]

Tripanosomicida

Atividade

1h

Parte Solvente Cepa Dose

Usada Extrator

Familia/Espécie

5h 24h  48h

3h

mg/mi

++
o
i+

20
24
24
32

ac
et

fo

Salvertia convalariodora St. Hill

e+
bt

4+
b
e

++
bt

fo
ae

Salveitia convalariodora St. Hil}
Salvertia convalariodora St. Hilf
Salvertia convalariodora St. Hift

4+
4+

ac
et

+H+4

o+

+H++

ae

ZINGIBERACEAE

34

ag

Aipinia magnifica Roscoe

. co vegetal completo, fl fior, fr frute, fo falha, ra rajz e se semente.

Parte usada: ae partes aéreas, ¢a cauie

Solvente extrator:

t etanol, he hexano e me metanol.

, ag agua, e

ac acetato de etila

Cepa: C “Colombiana”

apos incubagae por 1, 3, 5, 24 e 48 horas.

ipanosomicida:

Atividade Tri

139

TABELA lll. Extratos tripanosomicidas (++++) e considerados
atéxicos para os elementos figurados do sangue de
camundaongos infectados.

) VEGETAL EXTRATO PARTE
Baccharis myriocephala hexanico co
Bixa orellana etandlico se
Calea serrata etandlico ae
Dictyopteris delicatula hexanico/acetoetilico co
Eremanthus goyazensis etanélico ae
Eupatorium gaudichaudianum etandlico co
Galaxaura frutescens aquoso co
Gochnatia polymorpha hexanico ra
Qrthopappus angustifolius etandlico co
Padina vickersiae aquoso co
Pterodon pubescens hexanico se
Salvertia convalariodora acetoetilico ae
Senecio adamantinus aquoso co
Senecio adamantinus etandlico co
Senecio brasitiensis hexanico ae
Vernonia fruticulosa acetoetilico co
Viguiera robusta etandlico co
Wunderlichia miriabilis hexanico/acetoetilico fo
Zanthoxylum minutiflorum hexanice fr
Zanthoxylum minutiflorum acetoetilico fo
Zanthoxylum naranjitio etandlico fr
Zanthoxylum regnellianum acetoetilico fo

ae - parte aérea
¢o - vegetal completo
fo - folha
fr - fruto
ra - raiz
se - semente
140




TABELA IV. Avaliagdo “in vitro” da toxicidade de extratos

selecionados

que apresentaram-  atividade

tripanosomicida (+++4). .

EXTRATO

TOXICIDADE

Dictyopteris delicatula
Eupatorium gaudichaudianum
Galaxatira frutescens
Gochnatia polymorpha
Ortopappus angustifoilius
Padina vickersiae

Pterodon pubescens

Senecio adamantinus
Zanthoxylum naranjillo

lise e balonizagdc de hemacias (7%)

lise de hemacias

lise de hemacias (10%)
lise de hemacias {5%)
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