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RESUMO

O Trypanosoma cruzi — agente etioldgico da doenca de Chagas — atua na patogénese da doenca
de Chagas de diversas maneiras, incluindo fatores inerentes ao hospedeiro bem como ao agente
em si. O benznidazol (BZ) um dos farmacos padrdo para o tratamento da doenga de Chagas
apresenta limitacdes, principalmente os relacionados a farmacocinética e biodistribuicdo, o
que contribui as cepas de T. cruzi distintos perfis de susceptibilidade ao farmaco. Estudos
atuais buscam novos compostos ou farmacos capazes de apresentar atividade tripanocida
eficaz e com menos efeitos colaterais em comparacdo ao BZ. A Schinus terebinthifolia, é
utilizada no tratamento de doencas degenerativas como o0 Alzheimer e bem como contra o
cancer. Além disso, a S. terebinthifolia possui caracteristicas antioxidantes e de fortalecimento
do sistema imunologico. Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a atividade
tripanocida do extrato bruto e da formulacéo de frutos de S. terebinthifolia contra o T. cruzi,
buscando novos farmacos promissores para o tratamento da doenca de Chagas. Para tanto,
foram preparadas nanoemulsdes contendo o extrato bruto, caracterizadas quanto a sua
estabilidade e viscosidade. A citotoxicidade foi avaliada utilizando cardiomiocitos H9C2
como modelo celular. A analise da atividade tripanocida foi realizada por meio da
quantificacdo do numero de amastigotas intracelulares da cepa Y ap0s 24 e 48 horas de
tratamento. Os resultados demonstraram reducao significativa do nimero de amastigotas nas
concentraces testadas, sem apresentar citotoxicidade relevante. Ademais, as caracteristicas
reoldgicas das nanoemulsdes apresentaram comportamento pseudoplastico. Conclui-se que o
extrato bruto de frutos de S. terebinthifolia apresenta atividade tripanocida promissora,
podendo ser explorado como alternativa terapéutica para a doenca de Chagas, especialmente
diante dos desafios encontrados na terapia convencional com benznidazol. Entretanto, a
toxicidade observada da formulacdo ressalta a necessidade de investigacGes adicionais
direcionadas ao desenvolvimento de formulacGes capazes de aliar eficacia farmacoldgica e
seguranca toxicoldgica, de modo a possibilitar a aplicacdo desta alternativa terapéutica em

contextos clinicos futuros.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Schinus terebinthifolia, Atividade

tripanocida, Nanoemulséo.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi — the etiological agent of Chagas disease — plays a role in the pathogenesis
of Chagas disease in several ways, including factors inherent to the host as well as the agent
itself. Benznidazole (BZ), one of the standard drugs for the treatment of Chagas disease, has
limitations, mainly related to pharmacokinetics and biodistribution, which contribute to distinct
susceptibility profiles for T. cruzi strains. Current studies are seeking new compounds or drugs
capable of presenting effective trypanocidal activity with fewer side effects compared to BZ.
Schinus terebinthifolia is used in the treatment of degenerative diseases such as Alzheimer's
and also against cancer. Furthermore, S. terebinthifolia has antioxidant and immune-boosting
properties. This study aimed to evaluate the trypanocidal activity of the crude extract and the
formulation of S. terebinthifolia fruits against T. cruzi, seeking new promising drugs for the
treatment of Chagas disease. To this end, nanoemulsions containing the crude extract were
prepared and characterized for stability and viscosity. Cytotoxicity was assessed using H9C2
cardiomyocytes as a cell model. Trypanocidal activity was analyzed by quantifying the number
of intracellular amastigotes of the Y strain after 24 and 48 hours of treatment. The results
demonstrated a significant reduction in the number of amastigotes at the tested concentrations,
without significant cytotoxicity. Furthermore, the rheological characteristics of the
nanoemulsions showed pseudoplastic behavior. We conclude that the crude extract of S.
terebinthifolia fruits exhibits promising trypanocidal activity and could be explored as a
therapeutic alternative for Chagas disease, especially given the challenges encountered in
conventional benznidazole therapy. However, the observed toxicity of the formulation
highlights the need for further investigation aimed at developing formulations capable of
combining pharmacological efficacy and toxicological safety, enabling the application of this

therapeutic alternative in future clinical settings.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Schinus terebinthifolia, Trypanocidal activity,

Nanoemulsion
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e formas clinicas da doenga de Chagas

A doenca de Chagas (DCh) é uma enfermidade que esta presente desde os primordios
da civilizacdo, evidéncias arqueoldgicas indicam que a DCh existia hd aproximadamente 9.000
anos, com estudos em mumias exumadas do Peru e Chile revelando a presenca do DNA do
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) em tecidos datados de 7.000 a.C., mas, s6 foi descoberta no inicio
do século XX, por conta das tecnologias e com a chegada de estudiosos nas popula¢ées mais
atingidas do interior do Brasil. Foi por volta de 1909 que Carlos Chagas identificou o vetor
(triatomineo), o parasito T. cruzi e a doenga em uma paciente chamada Berenice, em Lassance,
Minas Gerais, Brasil. A doenca foi inicialmente ignorada pela comunidade cientifica europeia
devido ao foco em outros problemas globais, como a Primeira Guerra Mundial, evidenciado
ainda mais com Chagas, que foi indicado ao Prémio Nobel duas vezes, mas ndo recebeu o
prémio (CHAGAS, 1909; CHAO; LEONE; VIGLIANO, 2020).

Embora a DCh seja tradicionalmente restrita aos continentes sul e centro-americano
devido a presenca do vetor. Igualmente, casos tém sido registrados em paises ndo endémicos
como, Espanha, Franca, Suica, Italia e Alemanha, principalmente em decorréncia da migracao
de individuos infectados e de outras vias de transmissdo, como transfusdes de sangue e
transmissdo vertical (Figura 1). A Doenca de Chagas (DCh) tem distribuicdo primaria nas
Américas, sendo endémica em 21 paises da América Latina, incluindo o Brasil, com maior
incidéncia de casos agudos nas regides nas regides Norte e Nordeste. Ademais, a regido Norte
concentra o maior namero de notificagcbes, com destaque para o estado do Para, responsavel
por aproximadamente 40% dos casos registrados (DE SOUZA MACEDO et al., 2021). Além
disso, estima-se que, em 2019, cerca de 12 mil mortes foram causadas pela DCh, sendo que

menos de 10% dos individuos infectados foram diagnosticados (DNDi, 2024).
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® Endémico
@ Nao endémico, mas presente

Figura 1: Distribuicdo geografica da doenca de Chagas: paises endémicos e ndo endémicos. DNDi, 2024.

A prevaléncia e a incidéncia da DCh concentram-se predominantemente em areas rurais,
onde as populacdes estdo mais expostas em razao de suas vulnerabilidades socioecondmicas.
Esses grupos enfrentam condicGes precarias de vida, marcadas por fatores culturais, moradias
inadequadas (como casas de pau a pique), acesso limitado a servicos de saude, baixa renda e
escassez de oportunidades para melhoria de suas condi¢ées (DNDi, 2024; OMS, 2024). Essas
caracteristicas contribuem para que a DCh permaneca como uma enfermidade negligenciada,
apesar de sua ampla endemicidade, uma vez que ndo representa um mercado economicamente
atrativo para o investimento em pesquisas e no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.
(DNDi 2024, MINISTERIO DA SAUDE 2024),

O T. cruzi possui como hospedeiros tanto vertebrados quanto invertebrados. Entre os
vertebrados, destacam-se 0s mamiferos — incluindo seres humanos e animais domésticos — que
atuam como reservatorios e contribuem para a manutencao dos ciclos de transmissdo da DCh.
Entre os invertebrados, destacam-se 0s insetos hematdfagos da subfamilia Triatominae,
popularmente conhecidos como barbeiros, que funcionam como vetores biolégicos do T. cruzi
(SIQUEIRA-BATISTA, 2020; RASSI et al., 2010).

O ciclo de vida e infeccdo do T. cruzi varia de acordo com 0 ambiente em que o0 parasita
se encontra dentro de seus hospedeiros. O triatomineo adquire o parasita ao se alimentar do

sangue de um hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo a forma tripomastigota presente na
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corrente sanguinea. No trato digestivo do inseto, essa forma se diferencia em epimastigota, que
é adaptada ao ambiente do hospedeiro invertebrado, onde se multiplica ativamente por fissdo
binéria, migrando até o intestino. No reto do inseto, 0s epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicos, a forma infectante para o vertebrado. Durante uma nova
alimentacéo, o triatomineo libera fezes ou urina contendo os tripomastigotas metaciclicos sobre
a pele do hospedeiro. Ao cocar o local da picada, o parasita pode penetrar no organismo através
da lesdo, alcancando a corrente sanguinea e iniciando uma nova infeccdo (SIQUEIRA-
BATISTA, 2020; RASSI et al., 2010).

Ao alcancar a corrente sanguinea, o T. cruzi, logo na forma tripomastigota metaciclica,
esta apto a prosseguir com seu ciclo no hospedeiro vertebrado. Nessa fase, o parasita busca
ceélulas hospedeiras para invadir, utilizando-se do ambiente intracelular como forma de protecdo
contra o sistema imunoldgico. As primeiras células a serem parasitadas, em geral, pertencem
ao sistema fagocitario mononuclear, cuja fungdo natural seria justamente a eliminagdo de
patogenos. No entanto, o T. cruzi consegue escapar da acdo imune mesmo apos ser fagocitado,
ao secretar substancias que rompem a membrana do compartimento desse sistema, impedindo
sua destruicdo. Uma vez livre no citoplasma da celula hospedeira, o parasito se diferencia para
a forma amastigota e inicia sua multiplicacdo por divisao binaria. Apds sucessivas replicacdes,
0s amastigotas se transformam novamente em tripomastigotas, que rompem a celula infectada
e sdo liberados na corrente sanguinea. A partir desse ponto, o parasita pode alcancar diversos
tecidos e invadir diferentes tipos celulares, como epiteliais, musculares e nervosos, ampliando
sua capacidade de disseminacdo no organismo, como ilustrado na Figura 2 (MACHADO et al.,
2012; BRENER, 1969).

12
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Figura 2: Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi. SIQUEIRA-BATISTA, Rodrigo. Parasitologia -
Fundamentos e Préatica Clinica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2020. E-book. p.258.

A DCh apresenta duas fases clinicas distintas: aguda e crénica. Esta Ultima pode se
manifestar de trés formas distintas: indeterminada (assintomatica), cardiaca, digestiva ou
cardiodigestiva. Apds a infeccdo inicial pelo T. cruzi, o periodo de incubacdo varia de uma a
trés semanas, durante as quais o individuo pode apresentar sintomas inespecificos. Na fase
aguda, os sinais clinicos sdo geralmente leves e inespecificos como febre, cefaleia e mialgia, o
que dificulta o diagnostico por se assemelharem a outras infecgdes comuns (CHAO; LEONE;
VIGLIANO, 2020).

Ademais, alguns sinais caracteristicos, embora raros, podem estar presentes,
especialmente em casos de infeccao vetorial. Entre eles, destaca-se o chagoma de inoculacéo,
caracterizado por inchago no local da picada do triatomineo, e o sinal de Romafia, que consiste
no edema palpebral unilateral quando o parasita penetra pelo olho. Esses sinais, denominados
“portas de entrada”, sdo exclusivos da transmissao por vetores.

Embora os sintomas da fase aguda tendam a regredir espontaneamente, isso ndo impede
a progressdo da doenca para a fase cronica. Na fase crénica, a maioria dos pacientes permanece
na forma indeterminada, que pode durar até 30 anos sem qualquer manifestacédo clinica. Durante
esse periodo, a pessoa infectada pode ndo apresentar alteracGes no eletrocardiograma ou em
exames de imagem, tornando dificil prever a evolucio da doenca (DE SOUZA MACEDO et
al., 2021).
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A partir da fase indeterminada, o paciente pode evoluir para formas cronicas
sintométicas da doenca de Chagas, que incluem as formas cardiaca, digestiva ou mista. A forma
cardiaca é caracterizada por insuficiéncia cardiaca congestiva, decorrente da destruicdo
progressiva dos cardiomidcitos infectados pelo T. cruzi. Esse processo leva a formacao de areas
de fibrose e & consequente perda de massa muscular cardiaca. E comum a formagéo de trombos
intracardiacos, os quais podem resultar em eventos graves, como infarto ou morte subita.

Além disso, pode ocorrer cardiomegalia, caracterizada pelo aumento do volume do
coracdo. Quando o parasita atinge o trato digestivo, ele pode comprometer o sistema nervoso
autdbnomo, tanto o simpatico quanto o parassimpatico, afetando a motilidade gastrointestinal. A
destruicdo das fibras parassimpaticas, responsaveis pelos movimentos peristalticos, pode causar
retencdo fecal e levar ao desenvolvimento de megaco6lon ou megaeséfago. Ja a forma mista é
diagnosticada quando o paciente apresenta simultaneamente manifestacdes cardiacas e
digestivas da doengca (MACHADO et al., 2012; BRENER, 1969).

A DCh pode ser transmitida por diversas vias, sendo a forma vetorial a principal e ja
previamente descrita. Além dessa, destaca-se a transmissao congénita, que ocorre da mée para
o feto durante a gestacdo ou no parto. Outra via importante é a transmissdo por transfusao
sanguinea ou transplante de 6rgéos, embora sua incidéncia tenha diminuido significativamente
desde a década de 1980, em funcéo do aprimoramento dos procedimentos de triagem adotados
em bancos de sangue e instituicdes hospitalares. A transmissdo oral também representa um
mecanismo relevante, especialmente pela ingestdo de alimentos contaminados com
triatomineos infectados ou com suas excrecoes, com énfase em produtos como caldo de cana e
acai. Finalmente, ha relatos de infec¢des acidentais em ambientes laboratoriais que manipulam
o T. cruzi para fins de pesquisa (PACHECO et al., 2021).

1.2 Tratamento da doenca de Chagas

O controle do inseto vetor é 0 método de prevencdo mais importante para evitar a doenca
de Chagas na América Latina, mas como medida pés-infeccdo, tem-se o tratamento
farmacoldgico. A doenca de Chagas tem uma alta chance de cura se o tratamento for iniciado
logo apos a infec¢do ou impedindo que a doenca evolua para forma mais grave. O tratamento
etioldgico é direcionado as manifestacdes da doenca a fim de controlar os sintomas e evitar as

complicagBes. Em pacientes crénicos, o tratamento antiparasitario pode prevenir ou reduzir a
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progressao da doenca e impedir a transmissdo, por exemplo, a infecgcdo de mae para filho (DE
MACEDO; LEMOS; DOS SANTOS, 2023).

Atualmente, s6 existem dois farmacos utilizados no tratamento da DCh: Nifurtimox
(NFX) e Benznidazol (BZ), que foram desenvolvidos hd mais de 50 anos (LASCANO;
BOURNISSEN; ALTCHEH, 2021). Ambos os medicamentos tém perfis de eficicia e
seguranca semelhantes, cujo objetivo é eliminar o parasito do corpo. Contudo, mesmo sendo 0
tratamento de escolha, esses farmacos possuem limitagoes, tais como: tratamento prolongado
(60-90 dias) e sdo eficazes para as infec¢des aguda, cessando a parasitemia no hospedeiro, mas
em infecgdes cronicas, ndo possuem boa eficacia, visto que na maioria dos casos 0s parasitos
persistem. Além disso, o tratamento ndo sO é contraindicado durante a gravidez, devido a
evidéncias limitadas sobre seguranga, mas também tem efeitos adversos como edema, dores
musculares e dermatite devido a sua baixa biodisponibilidade que levam a uma reducdo na
adesdo do tratamento e ineficacia terapéutica (HASSLOCHER-MORENO, 2024). Dessa
forma, para o desenvolvimento e aprimoramento dos medicamentos tripanocidas, sdo essenciais
estudos direcionados a formulacéo do produto farmacéutico, bem como o aprofundamento das

pesquisas nessa area.

1.3 Schinus terebinthifolia e metabdlitos secundarios

Com o avanco do conhecimento da biologia do T. cruzi, sequenciamento do seu genoma
e da fisiopatologia da DCh, concomitantemente vem surgindo a possibilidade de novos
compostos serem avaliados para o tratamento da DCh. Nesse cenario, as plantas medicinais e
seus metabdlitos secundarios tém se destacado como fontes promissoras de moléculas bioativas
com potencial tripanocida. Estudos recentes demonstram que extratos vegetais, 6leos essenciais
e compostos isolados de diversas espécies apresentam atividades relevantes contra o T. cruzi,
tanto in vitro quanto in vivo (AZEREDO et al. 2014).

Estudos revisaram o potencial de terpendides de origem vegetal como compostos ativos
contra tripanossomatideos, incluindo o T. cruzi, destacando resultados positivos em ensaios
laboratoriais (DURAO et al., 2022) (MASYITA, Ayu et al). Adicionalmente, Carneiro e
colaboradores relataram que os extratos e Gleos essenciais de Schinus terebinthifolia (S.
terebinthifolia) apresentaram atividade tripanocida significativa (CARNEIRO, 2021). Além
disso, revisdes recentes, reforcam o papel de alcaloides, terpendides e flavondides presentes em

plantas medicinais como alternativas viaveis para o desenvolvimento de novos tratamentos,

15



especialmente diante das limitagdes dos medicamentos atualmente disponiveis para a DCh
(SANTOS et al., 2020) (SILVA, Matheus L. et al).

A medicina popular é uma pratica tradicional amplamente utilizada no Brasil e em
diversos paises para o tratamento e cura de doencas (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). O
Brasil destaca-se por sua vasta biodiversidade, a qual a populacdo emprega em &reas como
medicina, agricultura e inddstria. Nesse contexto, observa-se uma crescente busca por recursos
naturais, especialmente plantas medicinais, e por novos compostos biologicamente ativos, com
0 objetivo de avancar na farmacologia e desenvolver novos tratamentos e medicamentos
fitoterapicos (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Uma das plantas com potencial terapéutico
relevante € a S. terebinthifolia, originaria da America do Sul e nativa do Brasil, Paraguai,
Uruguai e leste da Argentina. Conhecida por diversos nomes populares, como aroeira-da-praia,
aroeira-precoce, aroeira-mansa, aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira, aroeira-negra, aroeira-
branca, aroeira-do-campo e pimenta rosa essa planta esta amplamente difundida no territorio
brasileiro (AZEVEDO, et al 2015; FALCAO, et al. 2015). Ela apresenta propriedades anti-
inflamatdrias, cicatrizantes, antivirais, antibacterianas, antioxidantes e anticancerigenas
(MORAIS, et al. 2014).

Entre os principais componentes quimicos da S. terebinthifolia destacam-se substancias
alifaticas simples, 6leo essencial (mono, sesqui e diterpenos), triterpendides, fendis simples e
seus glicosideos, flavonoides, taninos e bisfendis (Fundacdo Oswaldo Cruz, 2011). Seu uso
popular abrange o tratamento de infeccdes do trato respiratorio, infecgdes urinarias, diarreia,
doencas sexualmente transmissiveis e Ulceras. Entre os metabolitos secundarios responsaveis
por essas atividades, sobressaem os flavondides e biflavondides, terpenos, fendis, saponinas,
taninos e compostos esteroidais (CARVALHO, et al. 2013).

No contexto DCh, os metabolitos mais investigados sdo os flavonoides e terpenoides.
Os flavonoides, presentes em diversas plantas além da S. terebinthifolia, como Arrabidaea
brachypoda, demonstraram atividade antiparasitaria significativa, reduzindo a parasitemia
sanguinea em camundongos infectados com T. cruzi (ROCHA et al., 2014) e aumentando a
sobrevida dos animais em comparacgdo ao tratamento com BZ. Esses resultados sugerem que a
S. terebinthifolia possui potencial atividade antiparasitaria. Quanto aos terpenoides vegetais e
seus derivados semissintéticos, estudos in vitro e in vivo indicam efeitos promissores contra o
parasita T. cruzi. Em modelo experimental com camundongos infectados, o tratamento com

terpenoides resultou em reducdo significativa da parasitemia, apresentando eficAcia comparavel
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ao BZ, medicamento de referéncia (DURAO et al., 2022). Tais achados reforcam o potencial

terapéutico dos terpenos como alternativas no tratamento da doenca de Chagas.
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando as limitagcBes dos tratamentos atualmente disponiveis para a doenca de
Chagas, é fundamental investir em pesquisas que busquem o desenvolvimento de novos
farmacos capazes de identificar alvos terapéuticos alternativos e propor estratégias mais
eficazes para 0 manejo e prevencdo das manifestacdes clinicas da doenca. Nesse contexto, 0
estudo de compostos naturais com atividade tripanocida se destaca pelo seu grande potencial,
especialmente devido a vasta biodiversidade vegetal do Brasil, que oferece uma rica fonte de
moléculas bioativas promissoras para novas abordagens terapéuticas. Dessa forma, neste
trabalho escolheu-se estudar a planta S. terebinthifolia devido as suas propriedades e
metabolitos secundéarios conhecidos como tendo agéo antiparasitaria e outras aplicagoes, além
da sua disponibilidade no bioma brasileiro, portanto, a S. terebinthifolia configura como uma

planta de baixo custo e acessivel para as comunidades afetadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade tripanocida do extrato bruto de frutos de Schinus terebinthifolia e da

formulagéo contendo este extrato.

3.2 Obijetivos especificos

= Obter extrato bruto de frutos de Schinus terebinthifolia;

= Auvaliar citotoxicidade do extrato bruto de Schinus terebinthifolia;

= Auvaliar atividade tripanocida do extrato bruto de Schinus terebinthifolia;
= Desenvolver formulacgdes particuladas sélidas;

= Auvaliar a estabilidade da formulacao;

= Avaliar comportamento reologico da formulacéo;

= Auvaliar a citotoxicidade da formulacéo;

= Auvaliar atividade tripanocida da formulagéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Schinus terebinthifolia — Pimenta rosa

Frutos de S. terebinthifolia foram coletados em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil (20° 23’
8" S e43°30" 13" W) em abril de 2019. Um espécime voucher foi identificado e depositado no
herbario José Badini da UFOP sob o codigo OUPR31536.

4.2 Obtencao do extrato bruto

A extracdo foi conduzida seguindo 0 método descrito em Pinto et al. (2020) e envolveu a
maceragdo dos frutos (1,08kg) a temperatura ambiente com etanol 95% (2L, 2 extracbes
consecutivas em 24h). As solugdes extraidas foram filtradas e submetidas a evaporagao a vacuo
para gerar 123,649 de extrato etanolico bruto. O extrato obtido foi armazenado a temperatura
ambiente em frasco envolto em papel aluminio, devidamente protegido da luz, a fim de

preservar sua estabilidade e evitar degradacdo de compostos sensiveis.

4.3 Preparacgdo formulagdo do extrato bruto de Schinus terebinthifolia

A formulacdo farmacéutica escolhida para a preparacdo da amostra foi uma
nanoemulsao do tipo 6leo em agua (O/A), ou seja, uma mistura em que pequenas goticulas de
Oleo ficam dispersas de maneira estavel no meio aquoso. A nanoemulsao foi feita pelo método
de inversdo de fases descrito por Sousa et al. (2024). Cujos principios ativos utilizados foram:
extrato bruto dos frutos de S. terebinthifolia. Para a fase aquosa: agua ultrapura. Os tensoativos
para fase oleosa: 6leo de girassol. E os tensoativos ndo idnicos: BRIJ S2 (Ester de &cidos graxos
de poli(6xido de etileno)): 2% (p/p); RH 400 (PEG-40 Oleo de Ricino Hidrogenado): 3% (p/p).

Primeiro, o principio ativo e o 0leo de girassol foram dissolvidos em uma mistura de
tensoativos ndo idnicos (BRIJ S2 e RH 400). Em seguida, essa mistura foi emulsificada em
agua ultrapura. A nanoemulsao foi composta por 2% de principio ativo, 3% de 6leo de girassol,
88% de agua ultrapura, 2% de BRIJ S2 e 3% de RH 400. Tanto a fase oleosa quanto 0s
tensoativos foram aquecidos a 75 £ 2 °C, assim como a fase aquosa. Com ambas as fases
aquecidas, a fase aquosa foi adicionada gradualmente a fase oleosa, agitando por 1 minuto a
600 rpm com um agitador mecéanico (Fisaton, modelo 713D, Séo Paulo, Brasil). Depois de 1

minuto, a emulsdo foi transferida para um agitador magnético (Fisaton, Sao Paulo, Brasil) até
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esfriar completamente. ApGs 24 horas, foram feitas anélises macroscopicas e microscopicas

para avaliar a aparéncia e a homogeneidade.

4.4 Caracterizagdo das formulacoes

A caracterizacdo das particulas da formulacdo foi feita pelo indice de polidispersdo, o
didmetro e a carga das particulas foram determinados pelo método de espectrometria de
correlacdo de fotons (ECF) utilizando o Zetasizer® Nano Series (Malvern, EUA). Para isso, as
formulac6es foram diluidas em agua ultrapura (1:1000), transferidas para cubetas de quartzo e
as medidas foram realizadas a temperaturas de 25°C e em angulo 90°, 1, 7, 14, 21, 28 e 60 dias
apos o desenvolvimento. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em média

+ desvio padréo.

4.5 Teste de estabilidade da formulacao

A estabilidade da formulacdo foi averiguada apés a estocagem da formulagdo com o
extrato bruto da S. terebinthifolia & temperatura 25°C, protegidas da luz. Sendo suas
caracteristicas como tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta avaliados ao longo de 0,
7, 14, 21, 28 e 60 dias por meio do Zetasizer® Nano Series (Malvern, EUA). Para isso, as
formulagdes foram diluidas em agua ultrapura (1:1000) e aplicadas em uma célula capilar semi-
descartavel com o auxilio de uma seringa para fazer a leitura de potencial zeta, ja para as leituras
de tamanho e indice de polidisperséo foi utilizada uma cubeta de quartzo. As medidas foram
realizadas a temperaturas de 25°C e em angulo 90°, decorridos 1, 7, 14, 21, 28 e 60 dias ap0s 0
desenvolvimento. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em média +
desvio padréo.

A avaliagdo do comportamento reoldgico das nanoemulsbes também foi avaliada
utilizando um redmetro rotacional modelo MCR 102 (Anton Paar, Graz, Austria), equipado
com geometria cone-placa (diametro de 50 mm, angulo de 1°, gap de 0,049 mm). As amostras
foram mantidas a 25 °C, protegidas da luz, e analisadas no periodo de 1 dia ap6s o preparo.
Antes das medicGes, as formulacdes foram homogeneizadas suavemente. Para cada analise,
aproximadamente 0,5 mL da amostra foi aplicada diretamente na placa do rebmetro. O perfil
reoldgico foi determinado por meio de uma varredura de taxa de cisalhamento (shear rate) de

0,1 a 100 s, com registro da viscosidade aparente em fun¢do da taxa de cisalhamento, a 25 °C.
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As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como media + desvio

padréo.

4.6 Citotoxicidade das formulacdes e do extrato da S. terebinthifolia

Cardiomidcitos de rato (linhagem H9C2), cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foram distribuidas em uma placa de microtitulacdo de 96 pogos
usando uma densidade de 5 x 10° células/poco e incubadas a 37 °C com 5% de CO; por 24h.
As células foram tratadas com amostras dissolvidas em RPMI 1% DMSO por 24h, em
concentragdes variando de 3,91 a 250,00 pg/mL para o extrato bruto (EB), e Benznidazol (BZ).
Ja para as formulacGes branco (Branco), e formulacdo extrato bruto (FEB), as células foram
tratadas em concentragdes variando de 1,000 a 0,016% v/v. A viabilidade celular foi avaliada
pelo ensaio da sulforodamina B (SRB). Apos 24h de incubacdo, o0 meio foi removido e as
células foram fixadas com &cido tricloroacético a 20% durante 1 h a 4°C. A placa de
microtitulacdo foi lavada com agua destilada e seca. Depois disso, as células fixadas foram
coradas durante 30 min com SRB a 0,1% dissolvido em &cido acético a 1%. A placa foi lavada
novamente com acido acético a 1% e deixada secar antes de serem adicionados 200uL de
tampao TRIS 10mM (pH 10,5). Isto foi feito a temperatura ambiente durante ~ 30 min. A
absorbancia da amostra foi lida em 490 nm no espectrofotdmetro Tecan i-control do laboratério
multiusuario do Programa de Péds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - UFOP e os resultados

expressos em porcentagem de viabilidade celular utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1.

4.7 Avaliacdo da atividade tripanocida

Das sete concentracdes avaliadas no ensaio de citotoxicidade, foram escolhidas as Gltimas
duas concentragcfes que apresentaram menos citotoxicidade ou com viabilidade préxima ou
acima de 70%.

As células H9C2 foram usadas como modelo de infecdo para avaliacdo de inibicdo de
amastigotas intracelulares. E para tal, foram distribuidas em placas de 16 pogos (chamber
slides), numa densidade de 1x10* células/pogo e incubadas a 37 °C com 5% de CO2 por 24h.

Apos o periodo de adesdo das células, os parasitos na forma tripomastigota de cultura da
cepa Y foram gquantificados utilizando a cAmara de Neubauer, garantindo uma taxa de infeccéao

de 30:1 (trinta parasitos por célula). O meio de cultura foi removido e substituido por meio
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contendo os parasitos na proporcao estabelecida, sequido de incubacdo por 48h nas mesmas
condigoes.

Apos a infecgdo, o meio foi removido e substituido por meio RPMI contendo as amostras
dissolvidas em DMSO a 1% v/v. As células foram tratadas por 24h, partindo das duas
concentragdes menos citotdxicas e mais quatro (4) concentragdes de divisor 2 (diluicdo seriada
com fator %2) para as nanoemulsdes Branco e FEB (concentragdes variando de 0,03125 a
0,00098%V/V).

Fim do periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e os pogos foram lavados
duas vezes com PBS 1X e deixadas secar. Apos a secagem, as laminas do chamber slide foram
coradas com pandptico rapido por 10 s; 30 s e 2 s para os corantes 1, 2 e 3 respetivamente em
ordem de corante 1 a corante 3.

Apos a coloracdo, foram montadas as laminas e em seguida fez-se a contagem de celulas
infectadas por 100 células viaveis para determinar a taxa de infectividade e a contagem do
numero de amastigotas nas células infectadas em 100 células para determinar a taxa de inibicao
de crescimento, utilizando o microscopio 6tico na objetiva de 100x, com 6leo de imerséo e 0s

resultados foram tabulados e posteriormente analisados no software GraphPad Prism 8.0.1.

4.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o apoio instrumental do software
GraFHPad Prism 8.0.1®. (Prism Software, Irvine, CA, USA). Todos os dados foram
submetidos ao teste de normalidade, Shapiro-Wilk, sendo os dados considerados parametricos.
Para determinar as diferencas estatisticas entre os grupos avaliados, foram utilizados o teste de
variancia Anova OneWay e pos-teste de Dunnet. Em todos os casos, as diferencas foram

consideradas significativas quando valores de p foram inferiores a 0,05 (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise fitoquimica

Para avaliagdo dos compostos metabdlicos secundarios, foi feito uma andlise
fitoquimica do EB. Esta analise se baseou nas mudancas de cor do extrato e suas particdes em
contato com os reagentes padrdo. O estudo fitoquimico qualitativo revelou a presenca de
fendis/taninos, flavondides e terpendides no EB, como descrito na Tabela 1. De acordo com
Leite et al. (2023), 0 extrato etandlico obtido das sementes e cascas de S. terebinthifolia também
apresentou compostos secundarios, como flavonoides e taninos. Outro estudo envolvendo
extrato hidroalcodlico de folhas e frutos de S. terebinthifolia evidenciaram predominéancia de
flavonoides e terpenoides (OLIVEIRA et al. 2020). Nossos dados, corroboram com dados
encontrados na literatura, no qual, o EB apresentou positivo para flavonoides, taninos e

terpenoides.

Tabela 1: Analise fitoquimica do extrato bruto etanélico de S. terebinthifolia

Teste fitoquimico EB

Alcaloides -

Antraquinonas -

Carboidrato -

Fendis/Taninos +
Flavonoides +
Saponinas -
Terpenoides +

+ detectado; — ndo detectado

5.2 Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular do EB, foi definido como referéncia a diretriz da
normal 1SO 10993-5:2009, no qual preconiza que as amostram sejam consideradas
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citotoxicas quando a viabilidade celular apresenta valor inferior a 70%. Assim, foi

possivel determinar dosagens seguras para aplicacao deste trabalho. Foram estabelecidas

as

seguintes concentrages: 1000pg/mL; 500pg/mL; 250pg/mL; 125ug/mL;

62,50pg/mL; 31,25ug/mL; 15,62ug/mL; 7,81pg/mL. Os testes de viabilidade foram
feitos em células H9C2 nos tempos de 24 e 48h apds tratamento.

Para as células H9C2, no tempo de 24h ap6s tratamento, os resultados indicaram

uma baixa citotoxicidade em todas as concentracOes testadas (Figura 3A). Ja no tempo de

48h apls tratamento, apenas as concentracbes de 62,50ug/mL; 31,25ug/mL;

15,62ug/mL; 7,81ug apresentaram baixa citotoxicidade (Figura 3B).
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Figura 3: Avaliacdo da viabilidade celular em células HIOC2 tratadas no tempo de 24h. Extrato bruto
etandlico 95% de frutos de S. terebinthifolia (EB). A) 24h apds tratamento; B) 48h apds tratamento. Linha
pontilhada representacdo uma viabilidade de 70% (1SO 10993-5:2009). Os dados estdo representados como
Média + Erro Padrdo. *diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo a linha pontilhada (70%); # diferenga

significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT.
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Embora ndo exista um padrao especifico para testes in vitro, foram utilizadas células
H9c2, cardiomidcitos de origem murina, por representarem de forma mais fiel o tecido
cardiaco, principal 6rgdo acometido na doenca de Chagas. Diferentemente das células
VERO, derivadas do epitélio renal de macaco e amplamente empregadas em estudos por
sua facil manutencdo, as H9C2 oferecem maior especificidade para o contexto da
infeccdo. Os resultados de citotoxicidade mostraram que concentracGes do extrato bruto
(EB) iguais ou inferiores a 62,50 pg/mL apresentaram baixa toxicidade, mantendo alta
viabilidade celular, o que indica um bom indice de seletividade do extrato.

5.3 Taxa de infectividade

Com base nos resultados obtidos de viabilidade foram escolhidas as seguintes
concentragdes: 62,50ug/mL; 31,25ug/mL; 15,62ug/mL; 7,81ug/mL, para analise de
infectividade em cepa Y do T. cruzi, com EB nos tempos de 24 e 48 horas apés tratamento.
Foram feitas duas analises: niUmero de células infectadas em 100 células avaliadas e o
nimero de amastigotas encontradas. No tempo de 24h foi observado uma reducao
significativa do numero de células infectadas tratadas com EB em relacdo ao grupo de
células infectadas ndo tratadas (NT) em todas as concentragdes avaliadas (Figura 4A). O
mesmo perfil foi observado no tempo de 48h apds tratamento (Figura 4B).
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Figura 4: Avaliacdo da infectividade de células H9C2 com cepa Y do Trypanosoma cruzi. A) 24 horas. B)
48 horas. Extrato bruto etandlico 95% de frutos de S. terebinthifolia (EB). Os dados estdo representados
como Media + Erro Padrdo. (a) diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a EB; (b) diferenca

significativa (p < 0,05) em relagdo a BZ; (c) diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo a NT.

Em relacdo a analise do numero de amastigotas, no tempo de 24h foi
observado uma reducéo significativa nos grupos tratados com EB em relacdo ao
grupo de células infectadas e nao tratadas (NT) em todas as concentracdes avaliadas

(Figura 4A). O mesmo perfil foi observado para o tempo de 48h (Figura 4B).
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Figura 5: Avaliacdo nimero de amastigotas em células H9C2 com cepa Y do Trypanosoma cruzi. A) 24
horas. B) 48 horas. Extrato bruto etandlico 95% de frutos de S. terebinthifolia (EB). Os dados estdo
representados como Média = Erro Padrdo. (a) diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a EB; (b)

diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a BZ; (c) diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo a NT.

Esses achados corroboram com resultados prévios da literatura, como o estudo de
MORAIS et al. (2014), que identificou atividade antiparasitaria significativa para triterpenoides
isolados e derivados semi-sintéticos de pimenta rosa em modelos in vitro de Leishmania e T.
cruzi, apontando esses compostos como fontes promissoras para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. SARTORELLI et al. (2012) também demonstraram que terpenos de
Oleo essencial de frutos maduros de S. terebinthifolia apresentaram atividade tripanocida
comparavel a do BZ em formas tripomastigotas.

A avaliacdo da atividade tripanocida e da citotoxicidade dos compostos EB, juntamente
com o controle positivo BZ, permitiu uma analise comparativa da eficacia e seletividade dessas

substancias frente a cepa Y. Os parametros analisados foram a concentracdo inibitéria média
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(ICso0), a concentragdo citotoxica média (CCso) € o indice de seletividade (IS), calculado pela

razao entre CCso ¢ ICso (tabela 2).

Tabela 2: Valores de CCso, ICso € indice de seletividade (IS) dos compostos EB e do controle Benznidazol (BZ)

Tempo (h) CCso(pg/mL)  ICso (ng/mL) IS (CCso/ ICso)
EB 24 h 1000 7,517 132,99
48 h 190,6 24,49 7,78
BZ 24 h 135,00 1,541 87,58
48 h 135,00 2,73 49,45

O EB apresentou excelente seletividade no tempo de 24 horas, com um CCso de

1000 pg/mL e ICso de 7,517 pg/mL, resultando em um indice de seletividade (IS) de

132,99. No tempo de 48 horas, embora tenha ocorrido uma redugéo na viabilidade celular

(CCso = 190,6 ug/mL), o composto ainda manteve um IS de 7,78 com ICso de 24,49

pg/mL. Ja 0 BZ apresentou CCso em ambos 0s tempos de 135 pg/mL, sendo ICso de 1,541

ug/mL em 24h e 2,73 ug/mL em 48h. Com isso, o IS do BZ reduziu em relagdo ao tempo
avaliando, sendo de 87,58 em 24h e 49,45 em 48h.
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5.4 Caracterizacdo das formulagdes

5.4.1 Tamanho da particula, Potencial Zeta e Indice de polidispersdo

A escolha pela formulagdo nanoemulsionada permite aumentar a solubilidade, a
estabilidade e a biodisponibilidade dos compostos ativos deste estudo, facilitando sua aplicacéo
e potencializando sua atividade biologica. Apds o desenvolvimento das formulagdes: BRANCO
(excipientes) e FEB (extrato bruto de pimenta rosa). Ao avaliar estabilidade da formulagéo, 0s
resultados mostraram que o tamanho médio das particulas permaneceu estavel durante o
periodo avaliado, indicando manutengdo da integridade fisica da formulagcdo. O indice de
polidispersdo manteve-se abaixo de 0,3 em todas as analises, o que indica uma distribuigéo
homogénea e monodispersa das particulas, enquanto valores acima de 0,7 indicam ampla
dispersdo no tamanho das particulas (CHANG et al., 2015; MIRSHARIFI et al., 2023). O
potencial zeta apresentou valores absolutos superiores a 30 mV, sugerindo alta estabilidade
eletrostatica da nanoemulsdo, 0o que minimiza a tendéncia de agregacdo e floculagcdo das
particulas. As formulacbes nanoemulsionadas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
desejaveis, como diametro medio de particula inferior a 150nm, indice de polidispersao (PDI)
inferior a 0,3 e potencial zeta absoluto superior a 30mV ap6s 60 dias de armazenamento,
indicando elevada estabilidade, assim como previamente demonstrado por Lin et al. (2021) em
nanoemulsdes de Oleos essenciais. Tal estabilidade é requisito fundamental para aplicacéo
farmacéutica, conforme discussdo de Donsi e Ferrari (2016), que enfatizam a importancia

dessas propriedades para garantir consisténcia bioldgica e seguranca das formulagdes.
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Figura 6: Anélise de tamanho da particula, indice de polidisperséo e potencial zeta. A) Formulacéo branco; B)

Formulagdo com extrato bruto 95% de pimenta rosa (FEB). Os dados estdo representados como Média + Erro

Padrao.
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5.4.2 Comportamento reolégico da formulagéo

A avaliacdo do comportamento reoldgico permitiu identificar o comportamento
pseudoplastico das formulagdes, além de monitorar possiveis alteracdes na viscosidade ao
longo do tempo de estocagem, indicando a estabilidade fisica da nanoemuls&o.

As anélises reoldgicas realizadas nas duas formulacdes de nanoemulsbes (Branco e
FEB) — evidenciaram que todas apresentaram comportamento pseudoplastico, caracterizado
pela diminuicdo da viscosidade a medida que a taxa de cisalhamento aumentava. Esse perfil é
tipico de sistemas coloidais como as nanoemulsdes (SOUSA et al., 2024). Observou-se que
FEB apresentou viscosidades iniciais mais elevadas, com valores variando aproximadamente
de 118 a 360 mPa-s nas menores velocidades, indicando maior resisténcia ao fluxo. Esse
aumento da viscosidade pode ser atribuido a presenca de compostos bioativos e particulas do
extrato, que promovem interagdes mais intensas entre as fases da nanoemulsdo (SOLANS;
SOLE, 2012) (SILVA; CUNHA, 2017). A formulagio controle Branco exibiu viscosidades
iniciais intermediarias, variando de 17 a 122 mPa-s, com valores geralmente inferiores aos
observados na FEB.

De modo geral, a viscosidade mais elevada da FEB sugere que os componentes do
extrato influenciam de forma significativa a estrutura interna do sistema, aumentando sua
resisténcia ao fluxo em baixas taxas de cisalhamento. A Branco apresentou viscosidade menor,
indicando menor interacdo entre as fases. Assim, os resultados apontam que a adi¢do do extrato
bruto confere maior viscosidade e estrutura a nanoemulsdo, o que pode impactar positivamente
a estabilidade e a aplicacdo do produto final. Os dados reoldgicos obtidos demonstram,
portanto, a influéncia dos componentes da formulacdo sobre as propriedades fisicas das

nanoemuls@es, sendo fundamentais para o desenvolvimento e otimizacdo do sistema proposto.
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5.5 Viabilidade Celular

Para a interpretacdo dos resultados, foi adotado como referéncia o critério estabelecido
pela norma 1ISO 10993-5:2009, que considera amostras citotdxicas quando a viabilidade celular
é inferior a 70%. Com base nesse parametro, foi possivel determinar concentragdes seguras
para aplicacdo, estabelecendo-se as seguintes faixas para 0s ensaios:

Com relacdo as formulagdes, tanto a nanoemulsdo contendo extrato bruto FEB quanto a
nanoemulsdo controle Branco apresentaram perfis de viabilidade celular semelhantes.
Conforme ilustrado na Figura 8, observou-se que, nas concentragdes mais baixas (< 0,016%
v/v), as formulagOes tenderam a viabilidade celular acima de 70%, ndo sendo consideradas
citotoxicas segundo a norma 1SO. Sendo citotoxicas nas concentragdes mais elevadas (>0,031%

v/v). Os dados mostram assim, um perfil citotoxico da nanoemulsdo de maneira geral.

Viabilidade celular das formulacdes em H9C2 - 24h

140 =

105=

taa
Lh
1

Bl BRANCO
HN FEB
mm NT

Viabilidade celular (%)
=
1

=
L

1.0000 0.5000 0.2500 0.1250 0.0625 0.0313 0.0156

Concentracio % (v/v)
Figura 8: Avaliacdo da viabilidade celular em células H9C2 tratadas no tempo de 24h com as
diferentes formulacGes. Nanoemulsdo do extrato bruto etandlico 95% de frutos de S.
terebinthifolia (FEB); Nanoemulsdo branco (Branco). Linha pontilhada representacdo uma
viabilidade de 70% (ISO 10993-5:2009). Os dados estdo representados como Média + Erro
Padrdo. *diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo a linha pontilhada (70%); # diferenca

significativa (p < 0,05) em relacdo ao grupo NT.

5.6 Atividade tripanocida

A selecdo das concentragdes testadas para a avaliacdo da atividade tripanocida foi

fundamentada nos resultados do ensaio de viabilidade celular em cardiomiécitos H9C2,
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conforme recomenda a norma ISO 10993-5:2009. Assim, partindo das duas concentracGes
menos citotoxicas de 0,03125 e 0,01563% v/v, e mais quatro (4) concentragcfes de divisor 2
(diluicéo seriada com fator %) de 0,00781; 0,00391; 0,00195 e 0,00098% v/v das nanoemulsdes
de FEB e BRANCO foram escolhidas por estarem mais préximas da viabilidade celular
adequada.

Apos definicdo dessas concentracdes, procedeu-se a analise da atividade tripanocida das
formulacbes. A avaliacdo considerou dois parametros. O primeiro, percentual de células
infectadas em 100 células avaliadas, refletindo a taxa de infectividade. O segundo, nimero de
amastigotas por celula infectada em cada amostra, indicador de replicacdo intracelular do
parasito.

No intervalo de 48h, observou-se que as formulagdes de FEB e BRANCO apresentaram
um namero significativamente menor de células infectadas em relagdo ao controle de células

infectadas ndo tratadas (NT), com diferenca estatistica relevante.
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Z| 100
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(=]
=| 80+ mm FEB
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£ 60=
2| 40 e :
= 204 - : : .
g
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4 0.03125 0.01563 0.00781 0.00391 0.00195 0.00098

Concentracio (v/v)

Figura 9: Avaliagdo da infectividade de células HOC2 com cepa Y do Trypanosoma cruzi. Formulacéo
contendo extrato bruto etandlico 95% de frutos de pimenta rosa (FEB) Formulagdo contendo polimeros
(BRANCO). Células infectadas e ndo tratadas (NT). Os dados estdo representados como Média + Erro

Padrdo. (*) diferenca significativa (p < 0,05) em relagéo ao grupo NT.

Em relacdo a analise do nimero de amastigotas, foi observado um padrdo semelhante
para 0 numero de amastigotas nos grupos tratados com FEB e BRANCO em relagéo as células

infectadas ndo tratadas (NT), no tempo de 24h.
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Figura 10: Avaliacdo do nimero de amastigotas por 100 células H9C2 com cepa Y do Trypanosoma cruzi.
Formulacdo contendo extrato bruto etandlico 95% de frutos de pimenta rosa (FEB) Formulacéo contendo
polimeros (BRANCO). Células infectadas e ndo tratadas (NT). Os dados estéo representados como Média

+ Erro Padrdo. (*) diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo NT

Estes resultados corroboram achados de estudos prévios que evidenciam a eficacia de
extratos e fracOes de S. terebinthifolia contra diferentes fases do ciclo de vida do T. cruzi,
reforcando seu potencial como fonte de moléculas bioativas para desenvolvimento de farmacos
antiparasitarios. Além disso, a formulacdo em sistemas como nanoemulsdes proporciona
melhor solubilidade, estabilidade e entrega dos principios ativos, favorecendo a seletividade
contra o parasito e a reducao da toxicidade as células hospedeiras (SILVA et al., 2017; DURO
et al., 2022; COURA & CASTRO, 2020)
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6 CONCLUSAO

O presente estudo contribuiu para ampliar o conhecimento sobre a atividade tripanocida
in vitro do extrato bruto dos frutos de S. terebinthifolia, reforcando o potencial de compostos
naturais como fonte de novos agentes farmacoldgicos, especialmente no combate ao T. cruzi.
Os achados demonstraram que, apesar da eficécia significativa observada contra o parasita, a
formulacdo apresentou toxicidade o que constitui uma limitacdo relevante para sua aplicacéo
direta. Nesse sentido, destaca-se a necessidade de novos estudos que busquem estratégias de
formulacdo capazes de conciliar eficécia terapéutica e seguranca toxicoldgica, de modo a
viabilizar o uso desse recurso natural como alternativa promissora no tratamento da doenca de

Chagas.
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