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Resumo
A Doenca de Chagas é um importante problema de salde publica com elevados indices de mortalidade. A

doenca é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. O parasito estd presente no intestino do Triatoma
infestans inseto vetor da doenca e é transmitida ao hospedeiro vertebrado através das fezes contaminadas do
inseto, durante a hematofagia. Estima-se que exista pelo menos um milhdo de pessoas infectadas pelo
protozoario no Brasil. Os medicamentos utilizados para o tratamento da doenga sdo: O benznidazol e o nifurtimox,
ambos apresentam toxicidade para os pacientes. O fungo Trichoderma stromaticum apresenta uma alternativa
promissora visto que o extrato e as fracdes obtidas de fungo do género Trichoderma sp apresentam atividade
contra protozoarios do género Leishmania sp, Toxoplasma sp e Trypanosoma sp. Assim, o objetivo do trabalho
foi avaliar a atividade das fracbes de alto e baixo peso molecular obtidas do extrato do fungo T. stromaticum
sobre as formas epimastigotas de T. cruzi. Para avaliagdo da citotoxicidade das fracBes desse extrato, foi
realizado um ensaio com o MTT (3-(4, 5-dimetiltriazol-2-il) 2,5difenil tetrazdlio brometo tetrazol), no qual os
parasitos foram submetidos as fragBes em concentragfes que variavam entre 0,06 pg/uL a 0,9 pg/pL por 24
horas. Os resultados obtidos mostraram que o extrato e suas fragdes apresentam citotoxicidade sobre as
epimastigotas. A fracdo de alto peso molecular reduziu a viabilidade dos parasitos de 50 a 70% nas
concentracdes de 0,06 pg/uL e 0,9 pg/uL. Ja a fracdo de baixo peso molecular reduziu 40 a 80% nas
concentracdes de 0,075 pg/pL e 0,608 pg/uL. Analise por microscopia eletronica de varredura dos parasitos
tratados com as fracdes do fungo revelou alteragbes morfolégicas na regido posterior do parasito, onde fica
localizado o cinetoplasto, além de destruicdo da membrana plasmatica do protozoario. As fracdes de alto e baixo
peso molecular do T. stromaticum apresentam potencial atividade citotoxica contra T. cruzi podendo ser
futuramente uma fonte alternativa para o tratamento da doenca de Chagas.
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Introducéo
A Tripanossomiase americana ou Doenga de Chagas é uma antropozoonose causada pelo Trypanosoma

cruzi, um protozoario flagelado. Segundo o Ministério da Saude, a regido Norte do Brasil apresenta os maiores
indices da doenca e um dos principais modos de transmissao nessa regido ocorre através da ingestédo de frutos
contaminados. Os tripanossomas podem se apresentar nas formas amastigotas, esferomastigotas, epimastigotas
e tripomastigotas. (NEVES, 2014). A transmissdo da doenca pode ocorrer pela inoculagédo de tripomastigotas
metaciclicas através da picada do Triatoma infestans infectado, pela transmissdo congénita e oral. Sendo que,
essas duas ultimas formas de transmissao sao consideradas secundarias. (VINHAES et al., 2000; DIAS, 2000).
O hospedeiro vertebrado apresenta lesdes teciduais devido a resposta imunolégica prolongada ao parasita. Esse
guadro pode se agravar com a ocorréncia de lesdes progressivas, associadas a inflamacéo e fibrose, em
pacientes na fase crbnica da doenca (NEVES, 2014). A forma epimastigota, presente no ciclo de vida do
protozoario, € ndo- infectante e replicativa. A mesma pode se reproduzi assexuadamente por divisdo binaria
dando origem a forma infectante tripomastigota metaciclica. Atualmente, os farmacos utilizados no tratamento da
doenca sao toxicos, causando diversos efeitos colaterais, por isso tornam-se necessarias o desenvolvimento de
novos medicamentos como alternativa para o controle da tripanossomiase. Em vista disso, o fungo Trichoderma
stromaticum, que apresenta potencial biotecnolégico e tem um importante papel como método natural e ecoldgico
de controle bioldgico, ja utilizado no controle de Leishmaniose, tem sido estudado como alternativa aos métodos
quimicos empregados no controle da Tripanossomiase, através da producdo de metabdlitos que inibem o
desenvolvimento da epimastigota de T. cruzi (SAITO et al, 2009). Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar
a atividade citotoxica das fracBes de alto e baixo peso molecular do fungo T. stromaticum sobre a forma
epimastigota de T. cruzi.
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Metodologia
1. Cultivo do fungo T. stromaticum e obtencédo do extrato bruto. O fungo Trichoderma stromaticum da cepa

ALF 64 foi cultivado em meio BDA (Batata Dextrose Agar). Apés 15 dias, os esporos do fungo, presentes na
superficie do micélio, foram extraidos da placa de cultura por meio de lavagens com solugéo salina e, posterior,
centrifugacdo. Ao material obtido foi adicionado etanol 95%, e durante o periodo de 24 horas, esse material foi
homogeneizado a temperatura ambiente e centrifugado (10.000g/20min). O sedimento obtido apés secagem, por
evaporacao, € denominado Extrato Bruto de T. stromaticum (ExtTs).

2. Cultivo daforma epimastigota de T. cruzi. As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram cultivadas
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Invitrogen — Gibco®),
Hemina, R9 e Penicilina a 26°C em garrafas de cultura por 96-120h, para manutencdo da cultura e para
realizac@o dos ensaios bioldgicos.

3. Avaliacdo datoxicidade das fragcBes de alto e baixo peso molecular obtidas do fungo T. stromaticum
em formas epimastigotas de T. cruzi. Foi realizado um ensaio com MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il) 2,5
difeniltetrazdlio brometo tetrazol). Assim, os parasitos (5x105 parasitos/poco) foram expostos ou nao as fracGes
de alto e baixo peso molecular, de concentracdo variando de 0,06 pg/pL a 0,9 pg/uL. Depois do intervalo de
tempo determinado, os mesmos foram incubados com 20uL (5mg/mL) de MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il) 2,5
difeniltetrazdlio brometo tetrazol) durante 3 horas, sem a presenca de luz. Apds o periodo de reacao, a placa foi
centrifugada por 10 minutos a 2500 RPM e 26°C (Hettich® Universal 320/320R centrifuge). Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e foi adicionado DMSO (Sigma-Aldrich), tendo como resultado uma coloragdo. Assim,
a absorbéancia foi determinada em 570nm em leitor de ELISA.

4. Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV). Amostras de epimastigotas de T. cruzi foram incubadas na
presenca e auséncia de fracdes de baixo e alto peso do extrato do fungo T. stromaticum, com concentracéo
variando de 0,06 pg/pL a 0,9 pg/uL durante 24 horas. Apds este tempo foram fixadas em glutaraldeido (SIGMA)
2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 mol L1, pH 7,2, por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
as amostras foram lavadas duas vezes com o mesmo tampdo e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1% e
ferrocianeto de potassio 0,8% (SIGMA) e cloreto de calcio a 5mM, ao abrigo da luz. Posteriormente, os parasitos
foram lavados novamente e desidratados em série crescente de concentracéo de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%)
com duracdo de 10 minutos cada uma. A secagem final da amostra foi realizada na camara de ponto critico,
utilizando diéxido de carbono como agente de troca. Assim, a amostra ja fixada foi levada para a camara, em um
volume de acetona. Apds isso, a amostra seca foi montada adequadamente no suporte porta-amostras do MEV
e coberta com metal.

Resultados e Discussao

1. Cultivo da forma epimastigota de Trypanosoma cruzi

A epimastigota de T. cruzi possui flagelo alongado e forma
alongada. Apresenta o cinetoplasto junto ao nlcleo e uma
membrana ondulante (NEVES, 2014). Na figura 1, é possivel
observar epimastigotas no meio de cultura LIT (Liver Infusion
Tryptose) e ao lado direito a formagéo de uma roseta (*), estrutura
composta pela aglomeracao dessas formas de T. cruzi.

Figura 1: Epimastigota de T. cruzi observada em
microscopio 6ptico invertido. Aumento de 40x.

2. Avaliacdo quantitativa de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi.
A partir de amostras de epimastigotas de T. cruzi cultivadas em meio LIT construiu-se uma curva de crescimento
e observou-se 0 numero de parasitos durante 24h, 48h, 72h, 96h e 120h. Nas primeiras 24h, os parasitos
adaptaram-se ao meio. Em seguida, houve um crescimento exponencial caracteristico da fase log da curva de
crescimento, a qual apresentou um aumento logaritmico do nimero de parasitos (TORTORA, 2012). No momento
em que os nutrientes no meio de cultura comegaram a cessar, o crescimento diminuiu. Por fim, na fase de morte,
entre 96h e 120h, houve um declinio do nimero de parasitos. (Fig.2).
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Figura 2: Curva de crescimento da forma
epimastigota de T. cruzi. Niamero de parasitos
observados durante 24h, 48h, 72h, 96h e 120 horas.

Parasitos/mL
w
<

N
o
1

10+
® T T

1
24 48 72 96 120
Tempo/horas

As formas epimastigotas de T. cruzi foram
submetidas as fracbes de alto e baixo peso molecular
do extrato do fungo Trichoderma stromaticum. Assim,
foi possivel observar que a epimastigota no controle
cresceu conforme esperado, seguindo a fase lag, fase
log, fase estacionaria e fase de declinio (TORTORA,
2012). Enquanto, a forma epimastigota que foi
submetida a fracdo de baixo peso molecular sofreu
declinio a partir do 3° dia de tratamento, e a
epimastigota submetida a fragdo de alto peso néo
apresentou crescimento, entrando em declinio a partir
do 2° dia de tratamento (Fig.3),
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Figura 3: Curva de crescimento da forma epimastigota de T. cruzi submetida ao extrato de T.
stromaticum, a fracédo de baixo e a de alto peso molecular. Nimero de parasitos observados durante
24,48, 72,96 e 120h.

4.3 Avaliacdo da citotoxicidade das fracfes de alto e baixo peso molecular obtidas do fungo Trichoderma
stromaticum sobre formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

A viabilidade dos parasitos submetidos a fragédo de baixo peso molecular reduziu em torno de 40 a 80%
nas concentracdes 0,075 pg/uL e 0,608 pg/pL. O aumento da concentracdo da fragdo de baixo peso molecular
obtida do T. stromaticum foi
acompanhado da diminuicdo da
viabilidade dos parasitos (Fig.4).
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Figura 4: Avaliacdo da citotoxicidade
em formas epimastigotas de T. cruzi,

%viabilidade/epimastigotas

pelo método MTT. Numero de 50 ES 0,075(ng/ul)
parasitos viaveis representados em EE 0,150(ug/ul)
porcentagem em diferentes 0,304 (ng/uL)
concentragdes do extrato de T. SN 0.608(kgruL)
stromaticum de baixo peso molecular. Concentragéo (ug/pL)

A viabilidade dos parasitos submetidos a fracdo de alto peso molecular reduziu em torno de 50 a 70% nas
concentracdes 0,06 pg/uL e 0,9 pg/ul. O aumento da concentracdo da fracéo de alto peso foi acompanhado da
reducdo da viabilidade dos parasitos. Ao comparar a diminuicdo da viabilidade dos parasitos que foram
submetidos as frag6es de baixo e alto peso molecular do T. stromaticum é possivel observar que a fragéo de alto
peso foi responsavel por uma maior reducdo a viabilidade da forma epimastigota de T. cruzi. (Fig. 5). Os
resultados ocorreram conforme esperado, uma vez que, a fracdo de baixo peso molecular foi responsavel por
uma maior reducdo da viabilidade dos parasitos em relacdo a fracdo de alto peso molecular (LOPES, 2017).
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formas epimastigotas de T. cruzi, pelo
método MTT. Numero de parasitos
viaveis representados em porcentagem
em diferentes concentracdes do extrato
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4.4 Mecanismo de acao das fracdes obtidas do fungo de T. stromaticum em formas epimastigotas de T.
cruzi através da andlise ultraestrutural.

A analise das imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura revelou que a forma epimastigota
de T. cruzi no controle apresentou morfologia normal, caracteristica da forma evolutiva do parasito (Fig.6A).
Enquanto, as epimastigotas submetidas as fracdes de baixo apresentaram altera¢des no corpo e desintegracéo
do flagelo. O observado pode ser consequéncia da acdo dos componentes dessa fra¢do, provocando um
aumento da atividade de exocitose (LOPES, 2017). As fracBes de alto peso molecular também causaram
modificacdes na estrutura do protozoério, com completa destruicdo do flagelo, em vista da desintegracdo de
microtubulos (Fig. 6B-C).

Figura 6:
Microscopia
eletrénica de
varredura de
formas

epimastigotas de
T. cruzi.

(A) Controle de
forma
epimastigota
apresentando morfologia sem alteracéo; (B) Epimastigota tratada com fracdo de alto peso molecular do
extrato de T. stromaticum; (C) Epimastigota tratada com fragcdo de baixo peso molecular do extrato de T.
stromaticum.

Conclusdes
As fracdes de alto e baixo peso molecular obtidas a partir do fungo Trichoderma stromaticum apresentam

alta citotoxicidade sobre as formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. E a fragdo de alto peso molecular
apresenta maior potencial contra as epimastigotas quando comparada a fragdo de baixo peso molecular.
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