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RESUMO

A 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H- naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona ou B-lapachona (B-lap)
destaca-se dentre as naftoquinonas devido as suas numerosas propriedades bioldgicas,
principalmente no que diz respeito ao seu potencial anticancer. Entretanto, sua limitada
solubilidade em meio aquoso é um obstaculo a ser transposto para que a mesma torne-se
um farmaco aplicavel a terapéutica. Objetivando amplificar a solubilidade de moléculas
lipossollveis a tecnologia farmacéutica faz uso de mdaltiplos recursos, entre eles a
complexacdo em ciclodextrinas (CDs), oligossacarideos ciclicos capazes de solubilizar
em meio aquoso moléculas organicas praticamente insollveis. Estudos preexistentes
apontam que B-lap apresenta potencial esquistossomicida: impedindo a penetracdo de
cercarias na pele; inibindo a glicolise aerdbica e alterando a motilidade de vermes
adultos; causando descamacdo, bolhas e ruptura do tegumento. Estima-se que 250
milhdes de pessoas distribuidas em 78 paises e territorios estejam infectadas pelo
schistosoma em todo o mundo. O surgimento de cepas resistentes ou tolerantes ao
praziquantel (PZQ), bem como a sugestiva atuagdo esquistossomicida da B-lap, nos
impeliram a avaliar a atuacdo in vivo desta naftoquinona complexada em 2-O-metil-f-
ciclodextrina (MBCD) sobre o S. mansoni (modelo murino). Os camundongos foram
infectados com 50 cercarias (cepa BH), posteriormente tratados com B-lap:MBCD por
via oral com 50 mg/kg/dia ou 100mg/kg/dia por 5 dias consecutivos, iniciando-se a
terapia no 1° (esquistossomulo de pele), 14° (esquistossémulo pulmonar), 28° (vermes
jovens) e 45° (vermes adultos) dia pés-infeccdo. Também foi formado um grupo
controle ndo tratado, controle MBCD e um grupo PZQ. Todos os animais foram
eutanaziados no 55°dia pés-infeccdo. A analise estatistica foi realizada com auxilio do
GraphPad Prism 6.0., utilizando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA, através da
andlise de variancia (Tukey). Os dados foram expressos como a média + DP. Em todos
0s casos, os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. B-lap:MBCD
causou reducdo significativa no nimero de vermes em comparagdo ao grupo controle:
33,56%, 35,7%, 35,45% e 36,45%, quando a dose administrada foi 50mg/kg/dia, e
65,00%, 60,342%, 52,721% e 65,007%, quando a dose administrada foi 100mg/kg/dia,
no 1°, 14°, 28° e 45°, respectivamente. Nessa mesma fase evolutiva ainda foi possivel
observar reducdo percentual significativa no nimero de ovos imaturos e aumento no
namero de ovos maduros e mortos. Nossos dados mostram que complexar B-lap em
MPBCD incrementou sua solubilidade, absorc¢ao e biodisponibilidade oral, resultando na
atividade esquistossomicida encontrada neste estudo. B-lap inibe a oviposi¢do e,
consequentemente, reduz os danos causados pelos antigenos do ovo ao tecido do
hospedeiro. Ainda atribuimos a reducdo do volume médio dos granulomas ao potencial
imunomodulador de B-lap. Este trabalho servird como precedente para que futuras
pesquisas sejam feitas com novas formulacGes alternativas, bem como estudos que
visem delinear os mecanismos de agdo da B-lap. Além disso, também oferece a
possibilidade de que esta naftoquinona torne-se um prot6tipo para novos farmacos
esquistosomicidas aplicaveis a terapéutica.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Naftoquinonas. Ciclodextrinas. Granuloma.



ABSTRACT

The 3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-b]pyran-5,6-dione or PB-lapachone (j-
lap) stands out among the naphthoquinones due to its numerous biological properties,
especially with regard to its potential anticancer. However, its limited solubility in water
Is an obstacle to be overcome for it to become an applicable to therapeutic drug. Aiming
to amplify the solubility of liposoluble molecules, pharmaceutical technology makes use
of of multiple resources, including complexation in cyclodextrins (CDs), cyclic
oligosaccharides capable of solubilizing in water practically insoluble organic
molecules. Previous studies show that B-lap displays schistosomicidal activity:
preventing the penetration of cercariae into skin; inhibiting aerobic glycolysis; changing
the motility of adult worms; and causing flaking, blistering and rupture of the
integument. It is estimated that 250 million people distributed in 78 countries and
territories are infected with schistosoma worldwide. The emergence of resistant strains
or tolerant praziquantel (PZQ) and suggestive schistosomicidal activity of B-lap,
impelled us to evaluate in vivo performance of this naphthoguinone complexed in 2-O-
methyl-B-cyclodextrin (MBCD) on S. mansoni (mouse model). Mice were infected with
50 cercariae (BH strain), subsequently treated with B-lap: MBCD orally with 50
mg/kg/day or 100mg/kg/day for 5 consecutive days, starting the treatment on the 1°
(schistosomulum skin), 14° (lung schistosomulum), 28° (juvenile worms) and 45 °
(adult worms) day post-infection. It was also formed an untreated control group, MBCD
control and a PZQ group. All animals were euthanized the 55th day post-infection.
Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 6.0., using the
nonparametric One-way ANOVA by analysis of variance (Tukey). Data were expressed
as mean x SD. In all cases, the results were considered significant when p <0.05. B-lap:
MPBCD caused a significant reduction in the number of worms: 33.56%, 35.7%, 35.45%
and 36.45% when the dose was 50mg/kg/day, and 65.00%, 60.342%, 52.721% and
65.007%, when the dose was 100 mg/kg/day, 1 °, 14 °, 28 ° and 45 °, respectively. In
this same evolutionary stage it was still possible to observe significant percentage
reduction in the number of immature eggs and increase the number of mature eggs and
dead. Our data show that complex B-lap in MBCD increased the solubility, absorption
and oral bioavailability, resulting schistosomicidal activity found in this study. B-lap
inhibits oviposition and hence reduces the damage caused by egg antigens to the host
tissue. We still attribute the reduction in the average volume of granulomas to
immunomodulatory potential of B-lap. This work will serve as a precedent for future
research are made with new alternative formulations, as well as studies aimed at
delineating the mechanisms of action of B-lap. It also offers the possibility that this
naphthoquinone become a new prototype schistosomicidal drugs applicable to therapy.

Keywords: Schistosoma mansoni. Naphthoquinones. Cyclodextrins. Granuloma.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, mais de 250 milhdes de pessoas no mundo encontram-se infectadas
por parasitos do Schistosoma e, aproximadamente, 800 milhGes vivem em areas de risco
para a infecdo, distribuidas entre 78 paises e territorios subdesenvolvidos ou em
processo de desenvolvimento social, econémico e cultural (WHO, 2014). O Brasil ainda
faz parte do grupo de paises que apresentam parte significante da populacdo acometida
pela esquistossomose. O Schistosoma mansoni € a espécie predominante no pais. A
regido Nordeste apresenta a maior prevaléncia para essa parasitose, sendo Pernambuco
0 estado nordestino com maior numero de notificagdes para a doenga, englobando 103
municipios endémicos (PERNAMBUCO, 2014; WHO, 2014).

O praziquantel (PZQ) ¢é o Unico farmaco eficaz contra todas as espécies do
Schistosoma, possui elevada taxa de cura, apresenta baixa toxicidade e baixo custo
(DOENHOFF et al., 2008); desse modo, a WHO preconiza seu uso como medicamento
de escolha para o tratamento da esquistossomose (WHO,1993; 2014). Entretanto, Fallon
e Doenhoff (1994), Abdul Ghani et al. (2009), Couto et al. (2011) e Babula (2014)
mostram em seus trabalhos o aparecimento de cepas resistentes ou tolerantes, apontando
a necessidade do advento de novos farmacos que possam prevenir, tratar e erradicar essa
parasitose.

O potencial esquistossomicida das naftoquinonas vem atraindo a atencdo de
diversos grupos de pesquisa, 0s quais mostram por meio de suas publicacdes que esses
compostos demonstram atividade in vitro e in vivo sobre o S. mansoni (EDINGL,
TERSAN, WAITE, 1947; LORSUWANNARAT et al., 2013; AIRES et al., 2013;
2014; MAGALHAES et al., 2014).

A B-lapachona (B-lap) é uma molécula cada vez mais estudada no meio
cientifico, sendo uma forte candidata a novo farmaco. Trata-se de uma naftoquinona
com potencial terapéutico explorado em diversos estudos. Muitos deles, inclusive,
enfatizam seu potencial anticancer e como agente anti-inflamatério (PARK et al., 2005;
SUZUKI et al., 2006; BEY et al., 2007; MOON et al., 2010; SITONIO et al., 2012;
TSENG, 2013; MOORE, 2015). Além do futuro promissor no tratamento contra o
cancer, diversos trabalhos também mostram a atuacdo da B-lap sobre pandemias
modernas como a obesidade, o diabetes e doencas cardiovasculares (DONG et al., 2009;
HWANG et al., 2009; KIM et al., 2009). Demais estudos ainda apontam sua acao
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antibacteriana (DA SILVA, MESQUITA, XIMENES, 2009; COELHO et al., 2010;
LOURENCO et al., 2011; KENNETH et al., 2012), antifungica (MEDEIROS et al.,
2010) e na inibicdo da replicacdo do HIV-1 (LI et al., 1993). Também ¢é reportada a f3-
lap acdo sobre o Trypanosoma cruzi (MENNA-BARRETO et al., 2007;. SALAS et al.,
2008; FERREIRA et al., 2011) e atividade antimalarica (ANDRADE-NETO et al.,
2004; PEREZ-SACAU et al., 2005).

A atuacdo da B-lap no combate a esquistossomose mansénica foi demostrada por
Pinto et al., em 1997, quando os mesmos observaram que a administracéo topica de p-
lap tem como resultado o bloqueio da penetracdo das cercarias na pele de camundongos.
Lima et al. (2002) também mostraram acédo cercaricida da p-lap. Além disso, in vitro B-
lap apresentou atividade sobre vermes adultos do S. mansoni quando submetidos a
incubacdo por 24 h (AIRES et al., 2014). Recentemente, demonstrou-se sua atuacao in
vivo sobre diferentes estagios evolutivos do S. mansoni (esquistossomulo de pele,
esquistossomulo pulmonar, vermes jovens e vermes adultos) (AIRES et al., 2013).

E provéavel que p-lap seja uma molécula com multiplos alvos farmacoldgicos,
apesar do seu mecanismo de acdo ainda ndo ter sido claramente elucidado. Porém, ha
algumas hipdteses sobre seus alvos farmacoldgicos: é possivel que B-lap origine
espécies reativas de oxigénio (EROS) e intermediarios bioalquilantes, assim como
outras naftoquinonas (SILVA et al., 2012); suprima as enzimas topoisomerase | e 1l
(SILVA, FERREIRA, SOUZA, 2003); seja capaz de inibir a COX-2 (LEE 2005 et al.;
DONG-OH et al., 2007); e bloquei os canais de Ca** voltagem dependente, levando &
inibicdo do influxo Ca?* (CAVALCANTE et al. 2008). Além disso, 0 acesso a sua
solubilidade é um grande desafio, tendo em vista que se trata de uma molécula de dificil
dissolucdo em meio aquoso (KIM et al., 2015). Aumentar sua solubilidade é
extremamente importante para que p-lap venha a se tornar um farmaco, especialmente,
presente em formulagdes orais. Para tanto, a tecnologia farmacéutica oferece recursos,
como o uso de ciclodextrinas no incremento da solubilidade de moléculas com baixo
potencial de dissolucdo (SZEJTLI, 1994). O satisfatorio resultado da complexacgéo de -
lap em ciclodextrinas foi evidenciado por meio do aumento da solubilidade em solucéo
aquosa, maior biodisponibilidade e, consequentemente, acdo terapéutica (FREITAS
NETO, 2012).

Os avancos tecnoldgicos e cientificos tornam inaceitavel que a esquistosomose
ainda seja responsavel pela morte de milhGes de pessoas ao redor do mundo. Fica

evidente a urgente necessidade de novas terapias para tratar essa enfermidade. Na busca



18

de farmacos que possam debelar essa parasitose, esse trabalho se propds a avaliar a
atividade esquistossomicida, in vivo (modelo murino), da B-lapachona complexada em
2-O-metil-B-ciclodextrina (B-lap:MBCD) sobre Schistosoma mansoni. Assim, pretende-
se contribuir para o surgimento de um novo farmaco com potencial esquistossomicida e,

adicionalmente, subsidiar o surgimento de novas formulagGes terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

2.1.1 Epidemiologia e distribui¢do geografica da esquistossomose.

A esquistossomose € uma das doencas tropicais negligenciadas mais
devastadoras do mundo, sendo a segunda doenca infecto-parasitaria que mais mata,
ficando atras, apenas, da maléria. Estima-se que mais de 250 milhdes de pessoas sejam
portadoras dessa parasitose, além disso, aproximadamente 800 milhdes encontram-se
em areas de risco, distribuidas entre 78 paises e territorios com perfis climaticos e
socioeconémicos semelhantes, como pode ser visto na Figura 1. (STEINMANN P. et
al., 2006; WHO, 2014).

Essa parasitose é prevalente em areas tropicais e subtropicais, com déficit de
agua potavel e saneamento basico, o que justifica os altos indices de infecdo e morte em
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (CHITSULO et al., 2000;
STEINMANN et al.,, 2006). As trés principais espécies do Schistosoma sdo o
Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium e Schistosoma mansoni, sendo essa
Ultima a Unica espécie prevalente no Brasil. Schistosoma mekongi, Schistosoma
guineensis e Schistosoma intercalatum apresentam distribuicdo epidemioldgica limitada

e ndo acometendo faixas territoriais extensas (WHO, 2014).

Figura 1 — Distribuicéo da esquistosomose no mundo de acordo com seus indices de prevaléncia.
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No Brasil, aproximadamente 25 milhGes de pessoas vivem em areas susceptiveis
a infecdo e 2,5 a 6 milhGes estdo infectadas (WHO, 2009; BRASIL, 2015). Pontos
focais e areas endémicas abrangem 18 estados e o Distrito Federal, sendo os estados da
regido Nordeste e Sudeste os mais afetados (Fig. 2). A ocorréncia da doenca esta
diretamente relaciona com presenga do molusco transmissor na regido (BRASIL, 2014;
2015). Porém, é importante ressaltar que a falta de saneamento bésico e educacédo
sanitaria sdo fatores primordiais para a ocorréncia da esquistossomose.

Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose no Brasil, de acordo com a faixa de positividade por
municipio.
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Entre 2004 e 2013 houve diminuicdo de 80% na taxa de internagcdes causadas
pela esquistossomose mansonica no pais. Neste mesmo periodo foi registrada uma
média anual de 431 6bitos (BRASIL, 2015). De acordo com o estudo de Martins Melo
et al. (2014) , no Brasil, entre 2000 e 2011 as taxas mais altas de mortalidade foram

oriundas do Nordeste do pais. Também foi observado que, apesar da reducdo da
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mortalidade no Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, a esquistossomose ainda é um grave
problema de saude publica, mesmo havendo meios de prevencao e sendo uma doenca
tratavel.

Com intuito de combater o S. mansoni, entre 1975 e 1993, o Programa de
Controle da Esquistossomose foi implantado no Brasil, acarretando uma significativa
diminuicdo da prevaléncia, além de reduzir o aparecimento de formas mais graves da
doenca (TEIXEIRA, 1990; FAVRE, 2001). Quanto a rastreabilidade, em 25 de janeiro
de 2011 foi criada a portaria n° 104 do MS, a qual inclui a esquistossomose na Lista de
Notificagdo Compulsoria. Entretanto, acredita-se que nem todos 0s casos Sejam
notificados (BRASIL, 2011).

Dentre as unidades federativas brasileiras, Pernambuco é o estado com maior
nimero de notificacdes para a esquistossomose. Existem 103 municipios de seis
Regides de Saude endémicos para a doenca. Estes municipios estdo concentrados no
Litoral, Zona da Mata e parte do Agreste (PERNAMBUCO, 2014). Na Figura 3 estdo
em destague os 30 municipios prioritarios para o enfrentamento da esquistossomose
segundo o Programa de Enfrentamento as Doencas Negligenciadas — SANAR
(PERNEMBUCO, 2013). Novas areas de transmissdo ativa da doenca vém sendo
detectadas em localidades proximas as praias e na Regido Metropolitana do Recife,
porém, faltam dados confirmatorios do aparecimento de formas graves da doenca nesses
focos (SILVA; DOMINGUES, 2011).

Figura 3 - Mapa do estado de Pernambuco com destaque para os 30 municipios prioritarios para o

enfrentamento da esquistossomose segundo o Programa de Enfrentamento as Doengas Negligenciadas —
SANAR.

Fonte: Pernambuco (2013).
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Pernambuco também representa 0 estado com maior taxa de mortalidade
causada pela esquistosomose, registrando mais de 30% dos Obitos nacionais
relacionados a esta parasitose. Segundo dados do SANAR, a prevaléncia média nas
localidades hiperendémicas, do estado, em 2010 era de 17%, caindo para 4,4% em
2014. Nesse periodo também houve diminuicdo de 205 para 175 Obitos por ano. Os
dados desse programa ainda mostram reducdo na positividade da esquistossomose no
estado a partir de 2009, possivelmente ndo s6 como consequéncia da implantagdo do
tratamento coletivo nas localidades hiperendémicas, mas também pela intensificacéo do
tratamento nas unidades de salde em areas de baixa a moderada transmissdo
(PERNAMBUCO, 2014).

2.1.2 Formas evolutivas e ciclo bioldgico do Schistosoma mansoni.

Numerosas e complexas adaptacdes precisam ser feitas ao longo da vida dos
parasitos que apresentam ciclo biolégico em habitats extremamente diversos, como a
agua e o meio interno de seus hospedeiros. Nesse contexto, enquadra-se o S. mansoni. O
género Schistosoma € composto por platelmintos trematédeos, didicos, com ciclo
evolutivo heteroxéno, os quais possuem diferentes estagios de desenvolvimento (vermes
adultos, ovos, miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossdmulos). Cada forma exibe
caracteristicas peculiares que permitem a sobrevivéncia no meio em que habitam (Fig.
4) (SIQUEIRA-BATISTA, 1998; MELO, COELHO, 2005)

Figura 4: Formas evolutivas do Schistosoma mansoni.

Miracidio

Vermes adultos Esauistossomulo Cercaria

Fonte: Science Photo Library (2007). A) ovo; B) miracidio; C) Esporocisto; D) Cercaria; E)
esquistossdmulo e F) vermes adultos macho e fémea.
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Hospedeiro Intermediario

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni sdo moluscos hermafroditas
pertencentes a familia Planorbidae e ao género Biomphalaria, caracterizados por
apresentarem concha enrolada em espiral plana e, por essa razdo, conhecidos como
planorbideos (Fig. 5) (LUTZ, 1918). Sdo habitantes de &gua doce encontrados em
barragens, areas de irrigacdo, rios, lagos e brejos. Também colonizam habitats
temporarios em localidades urbanas: canais de drenagem de &guas pluviais, valas,
terrenos alagadicos e corregos (BARBOSA, 2012).

O género Biomphalaria possui 37 espécies catalogadas no mundo. No Brasil,
sdo registradas 11 espécies, com destaque para Biomphalaria glabrata, Biomphalaria
straminea e Biomphalaria tenagophila, espécies envolvidas na disseminacdo da
esquistossomose (PEPE et al., 2006). Ao menos uma dessas trés espécies ja foi
notificada em 25 dos 27 estados brasileiros, sendo 0 Amapé e Rondbnia os estados onde

ndo consta a presenca desses moluscos (BRASIL, 2008).

Figura 5: Morfologia da concha de Biomphalaria glabrata em trés angulos distintos. Hospedeiro
intermediério do S. mansoni.

Fonte: Pernambuco (2008).

A espécie B. glabrata é hospedeiro intermediario mais importante do S. mansoni
no Brasil e demais paises da América. Esse fato se da em decorréncia de sua extensa
distribuicdo geogréfica, altos indices de infeccdo e eficiéncia na transmissdo da
esquistossomose (REY, 1993; COUTO, 2005; GUIMARAES et al., 2007).

Os miracidios sdo as formas evolutivas responsaveis por infectar o B. glabrata
com o S. mansoni. Apresentam forma cilindrica, tendo em média 180um de
comprimento e 64um de largura. Sao estruturas ciliadas, o que possibilita a
movimentacdo em meio aquatico; além disso, apresentam glandulas adesivas e de

penetracdo que facilitam a infecgdo do molusco (MELO, COELHO, 2005). Ao penetrar
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no B. glabrata, os miracidios perdem seus cilios e demais estruturas, restando apenas
células envoltas por uma membrana, passando a se chamar esporocisto primario e,
posteriormente, por meio de reproducdo assexuada originam 0S esporocistos
secundarios, o0s quais migram para as glandulas digestivas do planorbideo,
transformando-se em inUmeras cercérias. Um Unico miracidio pode dar origem a mais
de 100.000 cercérias. A fase no hospedeiro intermediario dura de quatro ou seis
semanas (PRATA, 2007; BARBOSA, 2012; GRYSEELS, 2012).

As cercarias tem comprimento corpéreo total aproximado de 500um, cauda
bifurcada medindo 230 por 50um, apresentam ventosas e glandulas de penetragdo
(MELO, COLEHO, 2005). Saem do caramujo incitadas por estimulos luminosos e de
temperatura, comumente nos horarios mais quentes e iluminados do dia. A
luminosidade é essencial para que o processo ocorra (REY, 2001; RESSURREICAO et
al., 2015). Na agua, as cercarias nadam por até 72 horas e podem penetrar em variadas
membranas, porém sé se desenvolverdo no hospedeiro definitivo adequado. O homem é
o principal hospedeiro definitivo, no qual o parasito chega a sua forma adulta e se
reproduz sexuadamente. Outras espécies, como marsupiais (gambd), ruminantes,
roedores e lagomorfos (lebres e coelhos), sdo hospedeiros permissivos ou reservatorios
capazes de eliminar ovos nas fezes; porém, ainda ndo esta clara a participacdo desses
animais na transmissdo e epidemiologia da doenca (SOUZA, LIMA, 1997;
GRYSEELS, 2012).

Figura 6 - Ciclo Biologico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: Centro de Controle de Doencas e Prevencao — Esquistossomose.
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Hospedeiro Definitivo

As cercarias sdo responsaveis por infectar o homem com o S. mansoni, sendo
capazes de penetrar na pele e mucosas do hospedeiro definitivo. Ao atingir a pele do
homem, fixam-se com auxilio das duas ventosas, liberam substancias liticas como
hialuronidase, colagenases, entre outras proteases pelas glandulas de penetracdo e fazem
movimentos vibratdrios e rotatorios intensos. Quando penetram na pele do hospedeiro,
as cercarias perdem a sua cauda bifurcada e o corpo cercariano permanece na derme por
dois ou trés dias, dando origem aos esquistossomulos de pele. Estes séo levados
passivamente ao pulmao via coracédo direito, também hé a possibilidade de migragéo por
via linfatica e transtissular. No pulmdo passam a se chamar esquistossdmulos
pulmonares (REY, 2001; 2002; LENZI et al., 2008).

Os esquistossdmulos pulmonares migram para circulacdo sistémica através dos
capilares pulmonares e sdo levados para as veias porta, onde ocorrera 0 amadurecimento
sexual e a transformacdo em vermes adultos. No sistema porta hepatico, a fémea
acomoda-se no canal ginecoforo do macho e, acasalados, migram para as veias
mesentéricas (GRYSEELS, 2012).

Os vermes adultos do S. mansoni apresentam dimorfismo sexual evidente. O
corpo do macho é dividido em uma regido anterior cilindrica e uma posterior plana, de
cor esbranquicada, medindo cerca de 1 cm. A fémea apresenta corpo cilindrico,
medindo de 1,2 a 1,6 cm de comprimento, sendo transparente, porém comumente € vista
com coloracao castanho-escuro oriunda da ingestéo de sangue e quebra de hemoglobina
em hemozoina no ceco (REY, 2001).

Ao chegarem as veias mesentéricas do plexo hemorroidario superior e,
principalmente, inferior, as fémeas acasaladas iniciam a postura dos ovos. Uma fémea é
capaz de colocar centenas de ovos por dia; cada ovo leva de seis a sete dias para tornar-
se maduro quando, finalmente, havera em seu interior um miracidio formado.
Aproximadamente 50% dos ovos alcancam a luz intestinal e sdo expelidos juntamente
com o bolo fecal para 0 meio ambiente. Caso 0s ovos ndo atinjam a luz intestinal, em
um periodo médio de 20 dias ap0s a maturacdo, 0os miracidios morrem. Esses ovos
podem permanecer encalhados na parede intestinal ou serem arrastados para o figado.
Quando os ovos atingem o meio aquético, em condicbes adequadas de temperatura,
luminosidade e oxigenagédo da agua, eclodem e liberam os miracidios (PESSOA, 1988;
MELO, COELHO, 2005; SOUZA, 2011).
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Os miracidios livres na dgua penetram ativamente no hospedeiro intermediario,
0 B. glabrata. Em seguida, dardo continuidade ao ciclo bioldgico reproduzindo-se
assexuadamente. Os miracidios podem penetrar em moluscos ndo vetores, girinos entre
outras espécies, porém ndo se desenvolverdao (COELHO, 1957; MOURA et al., 2005)

O ciclo biolégico do S. mansoni encontra-se esquematizado de modo
simplificado na Figura 6.

2.1.3 Patogenia

A patogénese da esquistossomose mansonica depende da interacdo entre o
homem e o helminto (CAVALCANTI et al.,1998). A evolucdo da doenca e a
sintomatologia estdo subordinadas a fatores inerentes ao homem, como o perfil
gendmico, 6rgdo predominantemente lesado, estado nutricional, etnia, idade, reinfecdes,
tratamentos especificos, infec¢cbes concomitantes associadas, como: 0 acometimento por
Enterobacteriaceae; virus das hepatites B e C, dentre outros; e, principalmente, o perfil
imunolégico antes e durante a infeccdo. No que diz respeito ao parasito, sdo importantes
a cepa, a fase evolutiva e a carga parasitaria (BUTTERWORTH et al., 1985; LOPES et
al., 1998; PEARCE, MACDONALD, 2002; SOUZA, 2011).

As lesbes causadas pelo S. mansoni ao organismo parasitado sdo decorrentes
tanto da agresséo direta do parasito ou de seus elementos, quanto da resposta imune do
hospedeiro a tais agressdes (PRATA, 1996; KLAVER et al., 2015).

As caracteristicas patogénicas e o quadro clinico da doenca podem ser divididos
em duas fases: aguda (inicialmente) e cronica. Esta Gltima pode apresentar-se de trés
formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (REY, 2001). Na fase
aguda o homem pode apresentar uma reacao inflamatoria (hipersensibilidade) dérmica e
subdérmica, mediada por anticorpos IgE, a dermatite cercariana. E a primeira forma de
defesa contra a infeccdo, sendo capaz de destruir importante quantitativo de cercérias e
esquistossomulos ainda na pele (LICHTENBERGOVA et al., 2008; VITORINO et al.,
2012). As manifestacBGes clinicas sdo caracterizadas por formacdes micropapulares,
eritematosas e pruriginosas, com intensidade e duracdo geralmente transitorias
(LAMBERTUCCI; SILVA; VOIETA, 2005; ROSS et al., 2007).

A medida que os esquistossémulos migram, adquirem inimeras proteinas do
hospedeiro, como antigenos eritrocitarios, imunoglobulinas, antigenos principais de

histocompatibilidade de classe | (MHC- classe 1) e componente do complemento,
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mascarando sua estranheza perante o sistema imunoldgico (LENZI et al., 2008).
Aproximadamente duas semanas apés a infecgdo ocorre o desaparecimento dos sinais
cutaneos. Porém, é possivel haver aparecimento de febre, mal estar, astenia, urticaria,
tosse ndo produtiva, anorexia, nauseas, vomitos, mialgias, cefaleia, diarreia e infiltrados
irregulares de eosinofilos visiveis na radiografia pulmonar (DOMINGUES e
DOMINGUES, 1994; GRYSEELS et al., 2006; ROSS et al., 2007). Esses sintomas
caracterizam outras doencas infecciosas e parasitarias; assim, o quadro clinico nédo
possibilita o fechamento do diagnoéstico de infec¢do por S. mansoni.

Os sintomas regridem e a maioria dos pacientes permanece assintomatico.
Alguns individuos desenvolvem manifestagdes clinicas predominantemente intestinais,
caracterizando a forma intestinal. A fase aguda pode durar, em média, de trinta a
sessenta dias, desaparecendo quando o paciente € submetido a tratamento especifico ou
podendo evoluir para a fase cronica, caso ndo haja tratamento (KATZ, ALMEIDA,
2003; VITORINO et al., 2012). As manifestacbes agudas da esquistossomose
mansénica sdo comuns entre individuos expostos pela primeira vez a infeccdo, porém
raras em populacdes de areas endémicas (GRYSEELS et al., 2006; ROSS et al., 2007).

Apds a maturacao no sistema porta hepatico, 0s vermes migram acasalados para
as veias mesentéricas, onde ocorre a postura dos ovos. Uma parte dos ovos vai ser
langada para 0 meio externo juntamente com o bolo fecal; os demais ficardo retidos na
mucosa intestinal, serdo arrastados para o figado ou, com menor frequéncia, para outros
Orgdos, onde causardo as principais lesdes da fase crbnica (REY, 2001; HAMS;
AVIELLO, FALLON, 2013). Na forma intestinal, a resposta imunoldgica
granulomatosa ao redor dos ovos encalhados na submucosa intestinal leva a
microulceragfes, sangramento superficial e formacdo de pseudopélipos. Os sintomas
caracterizam-se por dor abdominal crénica ou intermitente, desconforto, falta de apetite
e diarreia contendo sangue oculto, o que, muitas vezes, leva o individuo infectado a
apresentar anemia (ROSS et al., 2007; CARVALHO, 2008; SOUZA, 2011).

Os ovos arrastados para o figado dardo origem ao quadro mais caracteristico da
esquistossomose: a reacdo inflamatdria granulomatosa hepética (REY, 2001). Na fase
aguda, mais precisamente no periodo prepatente, a resposta imune Thl aparece como
perfil imunoldgico predominante, com aumento de IL-2, TNF-a e INF-y. Entretanto, no
periodo pdspatente ha inverséo da resposta imune para o tipo Th2, com secrecéo de IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Quando encalham no tecido hepético, os ovos liberam

antigenos miracidiais chamados de SEA (Soluble egg antigens — Antigenos sollveis do
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0vo0), 0s quais levam a liberacdo de citocinas especificas pro-inflamatorias. Ao longo do
processo inflamatorio granulomatoso, as células inflamatérias véo sendo substituidas
por células semelhantes a fibroblastos, as quais se organizam em camadas concéntricas
e fabricam grandes quantidades de colagenos, estimulados, principalmente, pelas
citocinas IL-4 e IL-13, caracteristicas da resposta imunoldgica Th2 (HANG et al., 1974;
WYLER et al., 1978; HAMS, AVIELLO, FALLON, 2013).

Em contrapartida, estudos mostram que a auséncia de citocinas da resposta Th2
suprimem a formacdo do granuloma, levando a forma hepatotoxica da doenca e, por
conseguinte, & morte (WYNN et al., 1995. FALLON et al., 2000). Em 1997, Brunet e
colaboradores mostraram que a deficiéncia de IL-4 em camundongos infectados com S.
mansoni levou a ndo formacéo do granuloma, o que acarretou uma expressao aguda e
letal da doenca (BRUNET et al., 1997).

Na fase cronica da infeccdo os diversos pontos de fibrose podem se unir levando
a fibrose periportal, perda da elasticidade e oclusdo parcial ou total da luz dos vasos
sanguineos, ocorrendo, assim, um aumento da pressdo portal e, consequentemente, as
alteracdes patologicas caracteristicas da fase cronica (Fig.7B). A oclusdo da veia porta
leva ao desenvolvimento da hipertensdo portal, esplenomegalia, ascite (Fig.7A), varizes
gastresofagicas (Fig.7C) e sangramento gastrointestinal, 0s quais que podem ser fatais
(DAVIS, KRESINA, 1996; ROSS, 2002; GRYSEELS et al., 2006; BURKE, 2009).

Figura 7: Achados clinicos caracteristicos da esquistossomose mansonica.
o o e SN U
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Fonte: Lambertucci (2006). A) homem apresentando abdome distendido devido a hepatoesplenomegalia;
B) Figado de humano apresentando fibrose exacerbada evidenciada por setas; C) varizes esofagicas

(asterisco).

L Y



29

2.1.4 Tratamento

O tartarato de emetina foi o primeiro quimioterapico a ser usado no tratamento
da esquistossomose, em 1918 (CHRISTOPHERSON, 1918). Qutras substancias
também surgiram nessa mesma época: o tartarato de potéssio e antiménio; seguido pelo
dimercaptosuccinato de sédio e antiménio; e o di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de
sodio e antimonio, conhecido como estibofeno; porém, todos apresentavam muitos
efeitos colaterais, alta toxicidade (podendo levar a morte), fazendo com que caissem em
desuso (KATZ, COELHO, 2008).

Posteriormente, a lucantona, cloridrato de 1-N-b-dietil-amino-etil-amino-4-
metil-9-tioxantona foi usada por via oral no tratamento do S. mansoni e S.
haematobium. A hicantona, 1-N-b-dietil-aminoetil-amino-4-(hidroximetil)-9-
tioxantona) analogo da lucantona, foi empregada por sua eficacia contra o S. mansoni e
0 S. haematobium, apesar de apresentar baixa atividade sobre vermes adultos fémeas e
formas evolutivas jovens. O niridazol, 1-(5-nitro-2-tiazolil) imidazolidina-2-ona
também foi utilizado no tratamento da esquistossomose, ndo sendo eficaz contra o S.
mansoni, mas atuando sobre S. haematobium e o S. japonicum. Esses farmacos foram
descontinuados devido aos seus efeitos colaterais, tais como problemas no sistema
cardiovascular e gastrointestinal, lesbes hepéaticas e renais, psicoses, convulsGes,
alucinactes e outros efeitos danosos ao sistema nervoso central (CIOLI et al., 1995;
COLES, 2002; KATZ, COELHO, 2008).

Na década de 70 surgiram a oxamniquina e o praziquantel, farmacos com baixa
toxicidade e eficazes no tratamento da esquistossomose. A oxamniquina (Mansil®), (x)-
1,2,3,4 — tetraidro- 2-[(isopropilamino)metil]-7-nitro-6-quinolinometanol (PARISE-
FILHO et al., 2001) apresenta poucos efeitos colaterais, boa tolerancia e indice curativo
de aproximadamente 80% para adultos e 70% para criancas com menos de 15 anos,
agindo sobre as formas intestinal e hepatesplénica de infeccBes causadas pelo S.
mansoni; porém, € inativa contra S. japonicum e S. haematobium, restringindo seu uso
a determinadas areas geograficas (TZISIN, BRONSHTIN, 1986; SANTOS, 2006;
KATZ, 2008).

Oxaminiquina teve sua producdo encerrada recentemente devido a sua acao
restrita a0 S. mansoni. O protocolo terapéutico deste farmaco consiste em sua
administracao oral em dose Unica (KATZ, 2004). Vermes machos sao mais susceptiveis
ao farmaco, segundo estudo feito em camundongos infectados pelo S. mansoni e

tratados com oxamniquina. O mesmo estudo também observou que o tratamento leva a
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producdo de edema, aparecimento de bolhas e necrose do tegumento (CIMERMAN,
2001). E provavel que o mecanismo de acdo da oxamniquina esteja relacionado com a
inibicdo irreversivel da sintese de acidos nucléicos dos vermes (CIOLI et al.,1995).
Alguns estudos sugerem que a oxamniquina €& convertida por uma quinase ou
sulfotransferase em éster, o qual seria responsavel por alquilar o DNA desse helminto,
causando danos irreversiveis (CIOLI, PICA-MATTOCCIA, ARCHER, 1993).

O prazingquantel (Cestox®) (Fig.8) é a droga de escolha para o tratamento da
esquistossomose, sendo a estratégia de tratamento prioritaria em quase todos os paises
endémicos para esta parasitose (WHO,1993; 2014). Apresenta espectro de acdo mais
amplo gue a oxamniquina, age contra todas as espécies de Schistosoma que infectam os
seres humanos, mantém uma elevada taxa de cura, além de ter baixa toxicidade e baixo
custo (CAFFREY, 2007; DOENHOFF et al., 2008). Em 1978, os primeiros ensaios
clinicos foram realizados em regi6es endémicas para S. mansoni, S. haematobium, S.
japonicum e S. intercalatum (KATZ et al., 1999; DAVIS et al., 1979). Nesse estudo foi
observado que o0 PZQ é bem tolerado por pacientes de diversas idades, com diferentes
formas clinicas da doenca (FROHBERG, 1984). Posteriormente, outros estudos
apontaram a baixa toxicidade e auséncia de potencial mutagénico (FROHBERG, 1984).
Trabalhos recentes mostraram a eficacia do PZQ no tratamento em massa de criangas
moradoras de areas endémicas (COULIBALY et al., 2012; ERKO et al., 2012; GARBA
etal., 2012).

Figura 8 — Estrutura quimica do Praziquantel.

O

Fonte: Cioli (1998).

Praziquantel apresenta-se como po branco cristalino com sabor amargo,
quimicamente chamado de (z)- 2- ciclo- hexilcarbonil-1, 2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-
pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona. A preparagdo comercial consiste em comprimidos

contendo 600mg de PZQ. O composto é estdvel armazenado em condi¢des normais de



31

temperatura e umidade. Praticamente insolivel em &gua, porém solluvel em alguns
solventes organicos (DOENHOFF et al., 2008). Apresenta rapida absorcao (Tmax 2 a 2,6
horas) com o tempo de meia vida (t,,) entre 2,2 a 8,9 horas. A biodisponibilidade do
praziquantel é significativamente aumentada quando administrado concomitantemente
com refei¢Oes gordurosas (CASTRO, 2000; OLLIARO, 2014).

Apesar das muitas pesquisas feitas, 0 mecanismo de a¢do do PZQ ainda ndo esta
completamente definido (CIOLI, 2004). No entanto, ha indicios que o PZQ atue na
subunidade B dos canais de Ca?* voltagem-dependente causando rapido influxo de Ca*",
0 que levaria a contracdo espasmodica do masculo liso e, por fim, a paralisia e morte do
verme. O surgimento de bolhas e a vacuolizagdo do tegumento compGem um
mecanismo de acdo secundaria atribuida ao PZQ (JEZIORSKI, GREENBERG, 2006;
DOENHOFF et al.,, 2008; GREENBERG, 2013; 2014). Os efeitos colaterais mais
comuns ao PZQ sdo as dores abdominais, diarreia, ndusea, vomito, cinetose, anorexia,
cefaleia, tonteiras, sonoléncia, palpitacdo, prurido, urticéria, hiporreflexia, distarbio
visual e tremor (SANTOS et al., 1979; JERNIGAN, PEARSON, 1995).

Ensaios pré-clinicos mostraram que o PZQ é eficaz quando administrado entre a
5% e 6% semana apos a infeccdo, entretanto, o tratamento é falho em casos de infec¢do
entre a 12 a 52 semana (GONNERT, ANDREWS 1977; XIAO et al., 1985; SABAH et
al., 1986). A maior limitacdo do PZQ no tratamento da esquistossomose é sua baixa
eficacia contra as formas evolutivas jovens (GRYSSELS et al., 2001) e vermes fémeas
(PICA-MATTOCIA, CIOLI, 2004).

Ainda que PZQ seja seguro e eficaz, é preocupante que um Unico medicamento
apresente plena eficacia no tratamento de uma doenca que afeta milhdes de pessoas no
mundo, especialmente com o surgimento de cepas do Schistosoma pouco sensiveis e/ou
resistentes ao PZQ (ABDUL-GHANI et al., 2009). Fallon e Doenhoff (1994) foram os
primeiros a mostrar que camundongos submetidos a tratamento com subdoses levaram
ao desenvolvimento de cepas de S. mansoni resistentes ao PZQ. Ismail et al. (1994)
também demostraram que o uso de PZQ em dose subcurativa leva a cepas resistentes.
Mais recentemente, Couto et al. (2011) mostraram que tratando-se B. glabrata
infectados com S. mansoni é possivel induzir resisténcia ao PZQ em laboratério. Em
2014, Bubula também conseguiu induzir resisténcia do S. mansoni ao PZQ em
laboratorio.

Além das cepas resistentes ao PZQ induzidas em laboratério, uma

susceptibilidade reduzida ao farmaco tem sido amplamente encontrada em muitos focos
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endémicos, em paises como o0 Egito e Senegal (FALLON et al., 1994; ISMAIL et
al.,1996; . BONESSO- SABADINI, de SOUZA DIAS, 2002; DANSO - APPIAH, DE
VLAS 2002; LAWN et al., 2003; MELMAN et al., 2009). E evidente que falhas no
tratamento de individuos infectados tornam pertinente o aparecimento de resisténcia ao
PZQ em &reas endémicas, porém os altos indices de reinfeccdo podem estar mascarando
inimeros casos de resisténcia em campo (DOENHOFF, 1998; DANSO-APPIAH, 2002;
DOENHOFF, CIOLI, UTZINGER, 2008).

O método ideal para prevencdo e erradicacdo da esquistossomose mansdnica
seria 0 surgimento de uma vacina profilatica (BERGQUIST et al., 2005). Este fato
levou a descoberta de antigenos capazes de induzir protecdo contra a infeccdo, como a
paramiosina (HIRSCH et al., 1997), o Sm14 (RIBEIRO et al., 2002), o Sm28GST
(PANCRE et al., 1994) e P11 (GUSTAVSON et al., 2002). Diante disso, muitos grupos
de pesquisa estdo estudando estes antigenos e buscando novas possibilidades que
corroborem para o surgimento de uma vacina eficaz.

Tendo em vista a auséncia de vacinas disponiveis e a ineficacia dos programas
de salde publica, a quimioterapia apresenta-se como Unico recurso imediato para
minimizar a prevaléncia e incidéncia da esquistossomose no mundo (CIOLI, PICA-
MATTOCCIA, ARCHER, 1995). Além disso, relatos de cepas do Schistosoma pouco
sensiveis e/ou resistentes ao PZQ deixam clara a necessidade da pesquisa, planejamento

e desenvolvimento de novos farmacos capazes de debelar essa parasitose.

2.2 p - LAPACHONA

As quinonas compdem uma vasta e variada familia de metabolitos secundarios
de ocorréncia natural que despertam o interesse dos pesquisadores devido as suas
propriedades bioldgicas e, principalmente, farmacoldgicas (GROLIG E WAGNER,
2005; FERREIRA, 2010). Diversos estudos destacam o potencial das quinonas:
propriedade antimicrobiana (KENNETH, 2012), tripanocida (MENNA-BARRETO et
al. 2007), antifungica (MEDEIROS, 2010), leishmanicida (TEIXEIRA et al., 2001)
antiviral (SCHUERCH, WEHRLI 1978), antitumoral (MOON et al., 2010; MOORE,
2015), antidepressivo (MOSTERT, 2016), na inibicdo do reparo celular (SILVA et al.,
2003), dentre outras propriedades.

Com base na estrutura molecular, considerando o sistema aromatico que sustenta

o0 anel quinondidico, as quinonas podem ser divididas em trés grupos: as benzoquinonas
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(um anel benzénico); naftoquinonas (um anel naftalénico); e antraquinonas (um anel
antracénico) (SILVA et al., 2003). A B-lapachona (B-lap), 3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-
naftol [1,2-b] pirano-5,6-diona (B-lap) € uma orto-naftoquinona que apresenta as
carbonilas do anel naftalénico nas posicdes 1,2 (Fig. 9B) (FERREIRA, 2010). Esta
naftoquinona natural foi descoberta em 1882 por Paterno, sendo definida
estruturalmente e sintetizada pela primeira vez em 1892 por Hooker. Esse ultimo
também foi responsavel por definir a estrutura de outra importante naftoquinona, o
lapachol (Fig.9A), em 1896 (RAO, 1968).

Figura 9. Estrutura quimica do lapachol e da B-lapachona, respectivamente.
A O B
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Fonte: Ferreira et al.(2010).

2.2.1 Obtencao e propriedades fisico-quimicas da p-lapachona.

A B-lap é encontrada como componente minoritario no cerne de espécies de
Tabebuias (SILVA et al., 2003), como na Tabebuia avellanedae, uma Bignoneaceae
popularmente conhecida como Ipé Roxo ou Pau d’arco roxo (Fig. 10A) (DO CAMPO et
al., 1977).
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Figura 10. Ipé Roxo e Branco.

Fonte: Ferreira et al.(2010).

Em 1998, Boothman e colaboradores descreveram detalhadamente o processo de
semi-sintese da B-lap. Tal processo é descrito como a metodologia mais simples para a
sintese da B-lapachona (SILVA et al., 2003).

Em laboratorio, a B-lap é sintetizada a partir do lapachol, o qual pode ser
naturalmente extraido, ou sintetizado a partir da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (Lausona)
(CLAESSENS et al., 2010). Os protocolos comumente empregados para sintese sao
baseados na ciclizacdo catalitica do lapachol em é&cido sulfdrico, havendo um ataque
nucledfilo do oxigénio da cadeia lateral isoprenila (Fig. 11). A B-lap é obtida por
purificacdo mediante recristalizacbes (HOOKER, 1892; 1896). O produto final séo
cristais aciculares, laranja-avermelhados e visiveis a olho nu (HOOKER 1936;
D'ALBUQUERQUE 1968; SUN, GEISER, FRYDMAN, 1998).
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Figura 11. Esquema simplificado da sintese da B-lapachona a partir do lapachol por catélise &cida.
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Fonte: Ferreira et al.(2010).

A B-lap apresenta peso molecular de 242,3 g/mol sendo estruturalmente estavel
em pH variando entre 3 e 9 (SIMOES et al., 2003). Mostra elevado grau de pureza e
baixa solubilidade em meio aquoso (NASONGKLA et al., 2003; FREITAS NETO et
al., 2012). A disposicdo de suas moléculas forma um reticulo cristalino rigido bem
definido, resultando num alto ponto de fusdo e baixa solubilidade, isso porque
moléculas com esse tipo de arranjo estrutural apresentam uma superficie de contato
bastante reduzida, dificultando sua interacdo com as moléculas de agua (AULTON,
2005; BRANDAO et al., 2008).

Sua elevada permeabilidade, associada a limitada solubilidade, a classificaria
como um farmaco tipo Il na classificacdo Biofarmacéutica (CUNHA FILHO, 2007),
implicando, também, na baixa dissolu¢do nos fluidos gastrointestinais, sendo este um
ponto critico, pois, para que ocorra a absorcédo, distribui¢do e acdo terapéutica de uma
substancia administrada por via oral, é imprescindivel que ela esteja solubilizada
(FREITAS NETO, 2012). Kim et al. (2015), apontam a baixa solubilidade da B-lap
como causa da baixa biodisponibilidade oral encontrada em seu estudo.
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2.2.2 Mecanismo de acao da p-lapachona

O mecanismo de acdo da B-lap ainda ndo foi bem definido, porém estudos
apontam que B-lap age produzindo espécies reativas de oxigénio- EROS (O,e-, HOe,
10, e H,0,), assim como outras quinonas (SILVA et al., 2012). Supde-se que B-lap
sofre redugcdo de um elétron pelas enzimas NADPH-citocromo P450 redutase,
citocromo b5 redutase, xantina oxidoredutase e ubiquinona oxidoredutase, resultando
numa semiquinona (Q-) in situ (SANTOS, 2004). A reducdo de dois elétrons é
catalisada por NADPH/dihidronicotinamidaribosideo (NRH): quinona oxidoredutase
(NQOs), e tem como produto final hidroquinonas relativamente mais estaveis (NIOI,
HAYES, 2004). Na presenca de oxigénio molecular (O,), essa semiquinona (Q-)
transfere um elétron e produz o radical superéxido (O;-"). O radical superoxido (O;-)
sofre a acdo da superdxido desmutase, originando o perdxido de hidrogénio (H,O);
paralelamente, uma reacdo de Fenton catalisada por Fe*? resulta na producdo do radical
hidroxila (OH") (MAKIN, 2001). Os EROS e intermediérios bioalquilantes oriundos do
ciclo redox das quinonas causam estresse oxidativo celular, peroxidacdo lipidica, danos
as proteinas e acidos nucléicos, além da fragmentacdo do DNA (PINTO, CASTRO,
2009; FERREIRA, 2010).

Figura 12. Esquematizacgdo simplifica do ciclo redox das quinonas.
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2010). CAT- Enzima catalase; FAD- Enzima flavina; SOD- Enzima
superoxido desmutase.

Lee et al. (2005) observaram que PB-lap diminui a sintese dos RNAm de
ciclooxigenase (COX-2) sem alteragOes significativas nos niveis de COX-1, além de
diminuir a expressdo da prostaglandina PGE2 sintetase. Dong-oh et al. (2007) também

mostraram a inibicdo da COX-2 em seu estudo, sugerindo o bloqueio a niveis de
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transcrigdo. Além disso, B-lap ainda mostrou-se capaz de atenuar a expressdo de RNAm
de proteinas e citocinas pré-inflamatorias, tais como a interleucina IL-6 e fator de
necrose tumoral (TNF-a), de forma dose-dependente, sugerindo seu potencial anti-
inflamatorio.

Outros estudos sugerem que B-lap é capaz de inibir as topoisomerases | e I,
enzimas cruciais para a replicagéo, transcricédo e reparo do DNA (SILVA, FERREIRA,
SOUZA, 2003). A topoisomerase | (TOP I) promove a quebra de uma das fitas de
DNA, permitindo o giro da fita quebrada sobre a fita integra, de modo que a tensao
torcional da molécula sendo transcrita ou replicada é reduzida. Por sua vez, a
topoisomerase 11 (TOP I1) complexa-se com o DNA induzindo a quebra das duas fitas,
e, posteriormente, ambas as enzimas religam as fitas inicialmente quebradas
(EFFERTH, 2007; BRANDAO, 2010). Estas duas enzimas tém funcdes reciprocas
reversas; assim, uma é expressa quando a outra é inibida (WHITACRE, 1997). Ambas
sdo criticas para 0 bom funcionamento celular, atacam pontos de unidades tirosinicas do
DNA, quebram a ligacdes fosfodiéster e as refazem quando a tensdo na fita é
amenizada. Caso haja algum impedimento e as fitas ndo sejam reconectadas as
extremidades livres do DNA, a célula entra em apoptose. Alguns antitumorais existentes
no mercado agem impedindo a reconexdo das fitas (MANN, 2002; BRANDAO et al.,
2010; CHEN et al., 2013).

Alguns inibidores da TOP I, como as camptotecinas, estabilizam a ligacdo da
enzima a fita de DNA apds a clivagem, impedido a ligagdo da fita quebrada e induzindo
a morte celular. Outros inibidores da TOP ndo atuam sobre o complexo TOP-DNA,
mas, sim, na atividade catalitica da enzima e sdo chamados de inibidores cataliticos
(MATHIJSSEN, 2002; POMMIER, 2006; BRANDAO et al. , 2010). Em 1993, Shiang
et al. demonstraram que a B-lap inibe o relaxamento da molécula de DNA induzido pela
TOP I. Neste estudo foi observado que a inibicdo da TOP | foi significativamente
aumentada por pré-tratamento desta enzima com f -lap, antes da adicdo do substrato de
DNA. Este fato sugere que B-lap seja um inibidor catalitico da TOP I, diferentemente da
captotecina.

Em 2008, Cavalcante et al. concluiram que B-lap causa espasmos nas células da
musculatura lisa do intestino de cobaias por meio da inibicdo dos canais de Ca®*
voltagem dependente. Havendo, assim, inibi¢do da contractilidade da musculatura lisa
levando o tecido muscular & paralisia flacida. No estudo, houve inibi¢do das contra¢es

fisicas induzidas tanto por carbacol, quanto por histamina. B-lap também foi capaz
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relaxar o ileo pré-contraido com KCI, carbacol ou histamina de maneira dependente da
concentragdo. No mesmo estudo, a-lapachona e lapachol também demostraram efeito

espasmolitico.

2.2.3 Propriedades biologicas da B-lapachona

Diversas aplicagOes terapéuticas sao atribuidas a B-lap. Nesse sentido, estudos
apontam acdo antibacteriana (KENNETH, 2012), antifungica (MEDEIROS, 2010),
antiviral (MULLER et al., 1999), antiartritica (MOON et al., 2007), anti-inflamatdria
(SITONIO at al., 2012; TSENG, 2013), tripanocida (MENNA-BARRETO et al., 2007),
esquistosomicida (AIRES, 2013; 2014), na inibicdo da replicagdo do virus HIV
(SCHUERCH, WEHRLLI, 1978) e contra diferentes linhagens de células neoplésicas
(PARK et al., 2005; SUZUKI et al., 2006; MOON et al., 2010; MOORE, 2015). A
citotoxicidade sobre células cancerigenas atrai o interesse de muitos pesquisadores e
resulta em inumeras publicagdes sobre esta atividade. Todo esse potencial torna
crescente 0s estudos sobre os mecanismos de agdo da B-lap.

No que diz respeito a atividade da B-lap no combate ao Schistosoma mansoni,
Pinto et al. (1997) demostraram os efeitos tdpicos desta naftoquinona e de alguns de
seus derivados no blogueio da penetracdo de cercarias em camundongos. A infeccdo
depende de uma penetracdo plena das cercarias (PINTO et al., 1997). Anteriormente,
em 1947, Edingl, Tersan e Waite afirmaram que derivados naftoquindnicos sdo capazes
de inibir a glicolise aerdbica em vermes adultos de S. mansoni. Outros estudos apontam
atividade moluscicida sobre o B. glabrata (hospedeiro intermediario de S. mansoni) e
seus ovos, além da atividade sobre cercérias (de S. mansoni) (LIMA et al. 2002,
CAMARA et al. 2008;).

Em 2013, Aires et al. avaliaram em camundongos a atividade esquistossomicida
da B-lap 50mg/kg/dia, por via intraperitoneal, sobre os vermes do Schistosoma mansoni
e observaram uma atividade moderada. Houve diminui¢cdo do nimero de vermes em
29,78%, 37,2 %, 24,2 % e 40,22% quando administrada durante as fases de
esquistossomulo de pele, esquistossémulo pulmonar, vermes jovens e vermes adultos,
respectivamente. Além disso, em todos os grupos houve diminuicdo do numero e
didametro dos granulomas hepaticos em relagdo ao grupo controle. Posteriormente, 0
mesmo grupo de pesquisa avaliou a atividade da B-lap sobre o tegumento dos vermes do

S. mansoni. Foi possivel observar que em 24h de incubacédo, a exposicdo a diferentes
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concentragdes de B-lap levou a morte de 67% a 100% dos vermes. Também foram
observadas altera¢cBes na motilidade dos vermes, além da descamacdo, formacdo de
bolhas e ruptura do tegumento (AIRES et al., 2014).

B-lap também apresenta propriedade anti-inflamatoria que corrobora ainda mais
para seu uso no tratamento da esquistossomose (LEE et al., 2005; DONG-OH et al.,
2007; SITONIO et al., 2012; TSENG, 2013), tendo em vista que esta parasitose
caracteriza-se como uma doenca imunoinflamatoria e que as lesdes teciduais mais
graves sdo decorrentes da resposta inflamatoria contra os antigenos dos ovos.

Considerando os estudos preexistentes sobre p-lap é possivel observar que se
trata de uma molécula promissora, apesar de sua limitada solubilidade, o que pode ser
facilmente revertido por meio do uso de adjuvantes farmacéuticos. Estudos
demonstrando suas diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas levam a crer que -
lap merece ter seu potencial explorado por meio de estudos mais detalhados, inclusive,
com uma abordagem mais ampla do seu potencial antiparasitario. Assim, a necessidade
de novos compostos esquistossomicidas atrelada as valorosas caracteristicas da fB-lap

impulsionaram esta pesquisa.

2.3 CICLODEXTRINAS

Ao longo dos anos, as ciclodextrinas (CDs) vém despertando grande interesse da
comunidade cientifica, atraindo a atencdo de pesquisadores e industrias das mais
diversas areas, principalmente do setor farmacéutico (D’SOUZA, LIPKOWITZ, 1998;
LYRA et al. 2010; dos SANTOS, 2011). As CDs sdo oligossacarideos ciclicos
formados por unidades de D-glicopiranose (glicose), possuem cavidade interna com
carater hidrofobico e superficie exterior hidrofilica. Essa caracteristica possibilita que as
CDs sejam capazes de hospedar em seu interior uma grande variedade de moléculas,
enquanto seu exterior confere solubilidade em meio aquoso (BUHA et al., 2012; BEIG,
AGBARIA, DAHAN, 2013)

Em 1891, Villiers observou que a degradacdo enzimatica bacteriana do amido da
origem a oligossacarideos ciclicos. Posteriormente, Schardinger isolou Bacillus
macerans produtores da enzima ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase) capazes de
sintetizar CDs. Em 1936, Freundenberg postulou sobre a estrutura ciclica das CDs. Ate
a década de 70 as CDs eram produzidas em baixas proporcOes e apresentavam alto
custo, o que dificultava sua utilizacdo (LOFTSSON, DUCHENE, 2007). Hoje em dia,
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as CDs sdo produzidas a partir de processos biotecnolégicos em larga escala e com
precos acessiveis, 0 que vem possibilitando estudos cientificos e sua aplicacdo na
indUstria (BARRETO, FILHO, 2008).

Atualmente, as CDs sdo amplamente usadas pela industria farmacéutica,
particularmente devido as suas propriedades complexantes que permitem: aumentar a
solubilidade e dissolucao dos farmacos pouco soluveis; aumentar sua biodisponibilidade
e estabilidade; diminuir a irritacdo gastrica, dérmica ou ocular causada por determinados
farmacos; diminuir ou eliminar odores e sabores desagradaveis; prevenir interacdes

entre farmacos distintos ou entre o fArmaco e excipientes (SZEJTLI, 1994).

2.3.1 Estrutura e sintese das ciclodextrinas

As CDs sdo compostas por unidades de D-glucopiranose unidas por ligagdes a-
1,4. Em decorréncia da conformacdo do carbono C; dos residuos de D-glicopiranosil e
da auséncia de rotacdo livre em torno das ligacbes glicosidicas, as CDs ndo sao
moléculas perfeitamente cilindricas, apresentando estrutura macroscopica tronco-conica
(Fig. 12) (AHSAN et al., 2001; XIE et al., 2014).

As hidroxilas primarias e secundarias das CDs estdo direcionadas para o exterior
da molécula, conservando um perfil hidrofilico em sua superficie externa. J& os pares de
elétrons livres dos oxigénios envolvidos nas ligagcdes glicosidicas estdo direcionados
para a por¢do interna da molécula, acarretando uma elevada densidade eletronica e,
consequentemente, o perfil hidrofébico (Fig. 13) (LYRA et al., 2010, RODRIGUES et
al.,, 2011). A forma cbnica e a orientacdo dos grupos hidroxilicos para o exterior
conferem a estes oligossacarideos ciclicos propriedades fisico-quimicas singulares,
dissolvendo-se em meio aquoso e, ainda, sendo capaz de encapsular em sua cavidade
interna moléculas hidrofobicas (CUNHA-FILHO et al., 2007).
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Figura 13 — Estrutura tronco-conica da B-CD evidenciando as hidroxilas primérias e secundarias.
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Fonte: Uekama et al. (1998).

As CDs sdo naturalmente sintetizadas a partir da degradacdo do amido pela agéo
das enzimas glicosiltransferases (CGTases). As CGTases sdo responsaveis pelo quebra
das ligacGes glicosidicas do amido e sdo produzidas por alguns microrganismos como
Baccillus macerans, Baccillus alcalofilico, Baccillus circulans e Klebsiella pneumoniae
(SICARD, SAINEZ,1987; JUN et al., 2007; DEORSOLA et al., 2014). Dependendo do
tipo de microrganismo envolvido no processo e das condi¢cbes de reacdo, sdo
sintetizados diferentes tipos de CDs (VEIGA, PERCORELLLI et al. ,2006). Os avancos
biotecnoldgicos na descoberta da sequéncia e clonagem da maioria dos genes das
CGTase fez com que essas enzimas passassem a ser disponibilizadas a reduzido custo,
promovendo um aumento na producdo das CDs naturais e contribuindo decididamente

para a producdo em larga escala (GUEDES et al., 2008).

2.3.2 Ciclodextrinas naturais e sintéticas.

As CDs naturais obtidas com maior rendimento sio a-CD, B-CD e y-CD
(Fig.14), constituidas por seis, sete e oito unidades de D-glicopiranose, respectivamente,
apresentando diametro e peso molecular crescentes (CANNAVA et al.,2008; LYRA,
2010; YANG et al., 2012). No que diz respeito a solubilidade B-CD, é menos soltvel
que as demais devido a ocorréncia de ligacfes intramoleculares fortes que tornam a
estrutura mais rigida. O nimero impar de unidades de glicopiranose leva a formacéao de
ligagbes hidrogénio intramoleculares entre o0s grupos hidroxila, tornando-os
indisponiveis para interagir com as moléculas de agua circundantes (LOFTSSON,
BREWSTER, 2010).
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Figura 14 — Estrutura das principais ciclodextrinas naturais.
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Fonte: Davis, Brewster (2004). A) a-ciclodextrina; B) B-ciclodextrina; C) y-ciclodextrina.

Devido as alteracdes das propriedades fisico-quimicas originais, os derivados
sintéticos das CDs oferecem maior capacidade de inclusdo, solubilidade aquosa,
estabilidade e menor toxicidade. Assim, as CDs naturais vém sendo gradativamente
substituidas ao longo dos anos, principalmente, nas formulagGes farmacéuticas (DE
LIMA GUEDES et al., 2008; DOS SANTOS, BUERA, MAZZOBRE, 2012)

As modificacdes estruturais das CDs geralmente sdo feitas por reaces de
substituicdo nos grupos hidroxilicos priméarios e secundarios por diversos grupos
funcionais, como grupos metil, hidroxipropil, acetil, etil e derivados i6nicos (VEIGA et
al., 2006). Desse modo, surgiram promissores derivados semi-sintéticos com elevada
capacidade de reconhecimento molecular e solubilidade aquosa, como a hidroxi-propil-
B-CD (HPBCD), a hidroxi-propil-y-CD (HPyCD), a sulfo-butil-éter-p -CD (SBBCD) e a
metil-B-CD randomizada (RMPBCD), ampliando suas possibilidades de utilizacdo
(MOSHER, THOMPSON, 2002; de LIMA GUEDES et al., 2008 ).

As propriedades fisico-quimicas das B-CD metiladas sdo significativamente
alteradas quando comparadas com o precursor natural (SZEJTLI, 1991). Esses
derivados s&o obtidos por metilagdo seletiva como o caso da 2-O-metil-B-ciclodextrina
(MBCD). A metilagdo em C2 e C6 favorecem a cavidade hidrofébica e a maior
solubilidade em agua da MBCD (VEIGA et al., 2006). CDs metiladas sdo capazes de
incrementar a solubilidade das drogas inclusas, fornecer protecdo a hidrdlise e a luz,
além de promover aumento da biodisponibilidade (LOFTSSON, BREWSTER, 1996;
KAUKONEN, KILPELAINEN, MANNERMAA, 1997; MANNILA et al., 2005;
CUNHA-FILHO, MARTINEZ-PACHECO, LANDIN, 2013; MATHIRON et al., 2013)
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2.3.3 Complexo de inclusio pB-lapachona em 2-O-metil-g-ciclodextrina

Como exposto anteriormente, as CDs podem formar complexos nédo especificos
com uma grande variedade de substratos. A principal condicdo para que haja a
complexacdo de modo eficiente é a capacidade do substrato em adaptar-se a cavidade
das CDs (LIPKOWITZ, 1998; VALENTE, STODERMAN, 2013). Dessa forma,
moléculas pequenas sdo capazes de formar complexos com a- ¢ B-CD mais facilmente
do que com y-CD devido a compatibilidade entre o volume do substrato e da cavidade
da CD. Também ¢ sabido que o fenbmeno de reconhecimento molecular entre o
substrato e a CDs envolve interaces ndo covalentes, sendo mediadas ligagcdes de
hidrogénio, interacOes eletrostaticas, forcas de van der Waals, efeito hidrofébico,
interacdes dipolo-dipolo, transferéncias de cargas e efeitos estéreos. Em suma, nenhuma
interacdo fraca sozinha é capaz de levar a interacdo especifica de duas moléculas. Tal
fato s6 ocorrerd através da cooperacdo de diversas interacbes fracas simultaneas
(VENTURINI, 2008; TIWARI, TIWARI, RAI, 2010).

De modo sintético, o mecanismo de complexacdo pode ser organizado
sequencialmente da seguinte forma: saida das moléculas de agua que solvatam a
cavidade interna das CDs e a por¢do apolar do substrato, as quais formam interacdes
energeticamente desfavoraveis; mudancas conformacionais do receptor e do substrato;
interacdo receptor/substrato; reorganizagdo do solvente em torno e no interior da
cavidade; e relaxamento estrutural do complexo (CRAMER, SAENGER, SPATZ,
1967; VENTURINI, 2008; TIWARI, TIWARI, RAI, 2010).

B-lap ¢ uma molécula apolar, pouco soluvel e relativamente pequena, visivel
macroscopicamente, com cristais aciculares bem definidos de tamanho regular
(Fig.15A) (HOOKER 1936; SUN, GEISER, FRYDMAN, 1998; KIM et al., 2015). As
particulas de MBCD apresentam-se como particulas esféricas, com superficies lisas,
relativamente ocas de carater ndo cristalino (Fig.14B). Quando analisadas por
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), observa-se que a mistura meramente
fisica mantém as propriedades fisicas de ambas, ndo havendo interacéo entre a B-lap e a
ciclodextrina no estado solido (Fig.15C). Porém, quando submetidas a atomizacéo,
originam um produto heterogéneo de aparéncia ndo cristalina com a presenca de
particulas na forma tipicamente esférica, completamente distinta das particulas isoladas
dos compostos iniciais (Fig.15D). Assim, pode-se inferir que a perca da estrutura
cristalina leva ao aumento da solubilidade da B-lap (FREITAS NETO, 2012).
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Figura 15 — Eletromicrografias de MEV da B-lapachona e MBCD, mistura fisica e complexo formado.

e ~ -

Fonte: Adaptado de Freitas Neto (2012). (A) B-lapachona (B) 2-O-metil-B-Ciclodextrina, (C) Mistura
fisica, (D) Complexo (Spray-drying).

Em seu estudo sobre as propriedades fisico-quimicas da B-lap complexada em
CDs, Freitas Neto (2012) também mostrou que a solubilidade da B-lap aumenta
linearmente em funcdo da concentragdo de MBCD, admitindo uma estequiometria de
1:1 (mol:mol), B-lap:MCBD para a obtencdo dos complexos de inclusdo (HIGUCHI et
al., 1965). Outros estudos também apontam o incremento da solubilidade de B-lap
guando complexada em CDs (NASONGKLA, 2003; WANG, 2006; CAVALCANTI,
2011; TEIXEIRA, 2013).

Sabendo que a complexacdo leva ao aumento da solubilidade de drogas
lipofilicas, amplificando a biodisponibilidade e, consequentemente, a eficacia
terapéutica (BEIG, AGBARIA, DAHAN, 2013), nos propusemos a testar (in vivo) o
potencial esquistossomicida da p-lap quando complexada por atomizacdo a 2-O-metil-f-
ciclodextrina (MBCD).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade esquistossomicida in vivo (modelo murino) da B-lapachona

complexada em 2-O-metil-B-ciclodextrina (B-lap:MBCD) sobre Schistosoma mansoni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade esquistossomicida da B-lap:MBCD, in vivo, em diferentes
estagios evolutivos do Schistosoma mansoni (esquistossémulo de pele,
esquistossomulo pulmonar, vermes jovens e vermes adultos).

e Quantificar vermes recuperados apds perfusdo em todos os camundongos.

e Analisar o padrdo de ovoposicdo de todos os camundongos — oograma.

e Quantificar ovos em tecido hepatico de todos os camundongos.

e Andlise patologia: analisar o perfil patolégico do tecido hepético de
camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni, tratados e néo tratados.

e Andlise histomorfométrica: mensurar 0 nidmero e o volume médio de
granulomas hepaticos em camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni,
tratados e ndo tratados.

e Fazer a andlise estatistica dos dados coletados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os experimentos foram iniciados ap6s aprovacdo do  processo
n°23076.041381/2014-11 pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE. Foram
utilizados 140 camundongos Swiss webster (Mus musculus) (BRENER, 1959)
fornecidos e mantidos no Biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA/UFPE). Os animais foram alojados em gaiolas, em grupos de 10 animais, sobre
cama de maravalha previamente autoclavada, mantidos a temperatura ambiente de 25°C
e fotoperiodos de 12 horas de claro e 12 horas de escuro com livre acesso a ragdo
(Labina®/Purina, S&o Paulo-SP) e agua estéril ad labitum.

Utilizou-se a cepa de S. mansoni, Belo Horizonte — Minas Gerais (BH), sensivel
ao PZQ, mantida através de sucessivas passagens entre caramujos - da espécie
Biomphalaria glabrata, abrigados no Departamento de Medicina Tropical da UFPE - e
camundongos Swiss webster, abrigados no Laboratério de Esquistossomose

Experimental do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA.

4.2 MANUTENCAO DA CEPA DE Schistososma mansoni: INFECCAO DE
CARAMUJOS, OBTENCAO DAS CERCARIAS E |INFECCAO DOS
CAMUNDONGOS.

Os caramujos foram infectados com miracidios obtidos a partir das fezes de
camundongos (camundongos de manutencdo) parasitados pelo S. mansoni. As fezes
foram coletadas e tratadas de acordo com a técnica de sedimentacdo espontanea
(HOFFMAN, 1934). O material fecal foi submetido a sucessivas lavagens em agua
destilada, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento distribuido em placas de Petri.
As placas foram expostas a iluminacdo artificial (lampadas elétricas), a temperatura de
28°C por, aproximadamente, 50 minutos, tempo necessario para liberacdo dos
miracidios. Com auxilio de uma lupa, os miracidios foram visualizados. A suspensao
contendo os miracidios (n=8) foi colocada nos pocos da placa com 16 pocos.
Posteriormente, os caramujos foram postos, individualmente, em contado com o0s

miracidios, permanecendo expostos a luz artificial e a temperatura de 28°C por,
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aproximadamente, duas horas. Em seguida, os moluscos foram transferidos para
aquarios contendo agua mineral e ao abrigo da luz (STANDEN, 1952).

A cada ciclo infeccioso 80 moluscos foram infectados, a fim de obter
homogeneidade entre os sexos do parasito (PELLEGRINO, KATZ, 1968).

Decorridos 30 dias apo6s infeccdo, visando & obtencdo de cercarias, 0s moluscos
foram expostos a luz e a temperatura de 28°C por, aproximadamente, 50 minutos, em
recipientes de vidro contendo agua destilada (STIREWALT, 1954). Aliquotas da
suspensdo cercariana contendo 50 cercérias foram usadas para infectar por via
percutanea os camundongos (OLIVIER, STIREWALT, 1952), os quais haviam sido
previamente anestesiados por via intramuscular, com Dopalen® (Ketamina) e
Anasedan® (Xilazina) na proporcdo de 1:2. Em seguida, sedados e com os olhos
vendados foram expostos a luz por 60 minutos, depois foram devolvidos as suas gaiolas

e acomodados em ambiente adequado.

4.3 COMPOSTOS

B-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) (MM =
242,3g/mol) complexada em ciclodextrina 2-O-Metil-B-ciclodextrina (MBCD;
CRYSMEB®, MM = 1190g/mol e DS = 0,5) foi gentilmente cedida pelo Laboratério de
Tecnologia dos Medicamentos (LTM) do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco- UFPE. Praziquantel foi adquirido da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

4.4 FORMACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO

Camundongos fémeas Swiss com 30 dias de idade (~30g) foram infectados e
distribuidos aleatoriamente em subgrupos com 10 animais. Cada subgrupo teve sua
terapia iniciada no 1°, 14°, 28° e 45° dias ap0s infeccdo. As administraces foram feitas
durante 5 dias consecutivos, via oral, por gavage. Doses de 50mg/kg/dia ou
100mg/kg/dia de B-lap complexada em MBCD foram administradas. O complexo foi
solubilizado em solucéo salina a cada administracdo. Esse esquema possibilitou avaliar
a eficacia do complexo B-lap/ MBCD contra diferentes estagios de desenvolvimento de
S. mansoni: esquistossémulo de pele, esquistossémulo pulmonar, vermes jovens (antes

de oviposicdo) e vermes adultos (ap6s a oviposi¢do). Também foi formado um grupo
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Controle livre de tratamento, um grupo que recebeu MBCD (Gupro MBCD) e um grupo
controle que recebeu Praziquantel (PZQ) 50mg/Kg/dia.
Todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical 55 dias apds a

infeccdo.

Figura 16. Esquema de formacdo dos grupos experimentais.

1° ao 5° 14° ao 19° 28° ao 32° 45° ao 49°
dia dia dia dia
Esquistossémulo Esquistossémulo Vermes jovens Vermes adultos
de pele pulmonar
= 3 =
/ .
Praziquantel 50mg/Kg/dia
[ B-lapachona 50mg/Kg/dia
[ B-lapachona 100mg/Kg/dia ]
Infecgao Eutanasia

55° dia

Fonte: Do autor (2016). A figura apresenta o esquema simplificado dos protocolos terapéuticos seguidos
neste experimento. Mostra desde a infeccdo dos camundongos até a eutanasia no 55° dia pés-infeccéo.
Cada seta em preto aponta na dire¢do dos trés subgrupos que receberam PZQ, B-lap:MBCD 50mg/Kg/dia
ou B-lap:MBCD 100mg/Kg/dia nos estados evolutivos a que fazem mencéo.

4.4.1 Parametros parasitoldgicos.

Recuperacéo dos vermes

Ap0s eutanasia dos camundongos foi feita uma incisdo inicial na parte inferior
do abddbmen dos animais estendendo-se até a caixa toracica. Seguidamente, com auxilio
de pinca e tesoura cirargicas foi feita a perfusdo injetando-se solucédo salina (cloreto de
sodio a 0,85% e citrato de sbédio 1,5%) na veia cava inferior (PELLEGRINO;
SIQUEIRA, 1956). Solucdo salina também foi injetada na aorta descendente,
procedendo-se a perfusdo das veias mesentéricas (DUVALL; DE WITT, 1967). Ao

final, foi feita a contagem dos vermes recuperados em cada camundongo.
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A percentagem de reducdo do nimero de vermes apds o tratamento foi calculado
como segue:

% de reducdo =C -V / C x 100.

Onde:

C = o0 numero médio de vermes obtidos a partir de animais infectados ndo
tratados.

V = numero médio de vermes obtidos a partir de animais tratados.

Oograma

Foram removidos trés fragmentos (1cm cada) da porcdo média do intestino
delgado e lavados com solucdo salina para remocdo das fezes remanescentes, em
seguida, os tecidos foram postos em lamina para microscopia e recobertos por laminula.
Com auxilio do microscopio 6ptico, observou-se 10 campos por ldamina (objetiva 10X).
Os ovos encontrados foram contados e classificados em maduros, imaturos ou mortos
(PELLEGRINO et al., 1962).

Quantificacao de ovos em tecido hepatico

Um fragmento (0,3 gramas) da parte central do I6bulo direito de cada figado foi
removido e processado individualmente, segundo técnica de digestdo hepéatica em
hidréxido de potéssio 4% (KOH) descrita por Cheever (1968). A estimativa do nimero
de ovos por grama de tecido hepatico foi feita apos contagem dos ovos, com auxilio de

microscopio Otico (objetiva 4X).

4.4.2 Estudo histopatologico e histomorfometria do tecido hepéatico — Técnica de
Cheever

Amostras de tecido hepatico da parte central do lobo lateral esquerdo foram
coletadas de todos os camundongos e, posteriormente, fixadas em solugdo de formalina
10% tamponada com PBS. Apo0s fixacdo, os tecidos foram desidratados, diafanizados e
incluidos em parafina. Os cortes foram feitos a espessura de 5um, corados com
Hematoxilina/Eosina (HE) e observados ao microscopio 6tico. Dez campos aleatorios

por amostra histoldgica foram empregados para a contagem do nimero médio de



50

granulomas e avaliacdo histopatoldgica. Vinte granulomas (contendo um Unico ovo
central) por lamina foram selecionados aleatoriamente e empregados para determinar o
didmetro meédio dos granulomas (PHILLIPS et al., 1977). As imagens foram obtidas
usando um microscopio otico Eclipse E200 da Nikon® acoplado a uma camera digital
Moticam 2300 3.0 Mega pixels USB 2.0 e programa de computador Imagens Motic
Plus 2.0 MLTM.

4.4.3 Critérios de interpretacdo dos resultados

Recuperacéo dos vermes

Todos os vermes (acasalados ou ndo) recuperados durante a perfusdo dos vasos
mesentéricos e hepaticos dos camundongos foram contabilizados.

Consideramos que, quanto menor 0 numero de vermes recuperados em um
subgrupo mais eficaz é o farmaco sobre a referida fase evolutiva do S. mansoni: tratados
no 1° pos-infeccdo (esquistossdmulo de pele); 14° poés-infeccdo (esquistossdmulo

pulmonar; 28° pds-infeccdo (verme jovem;) e 45° pos-infeccdo (verme adulto).

Oograma

Todos os ovos maduros, imaturos e mortos encontrados na investigacdo do
tecido intestinal foram contabilizados.

Os ovos foram considerados maduros quando o embrido estava ocupando toda
sua area interna; quando havia em seu interior um miracidio completamente formado;
auséncia de células mitéticas; com envelope de von Lichtenberg delgado
(PELLEGRINO et al., 1962; JURBERG et al., 2009).

Foram considerados ovos imaturos, independentemente do estadio, aqueles que
ndo continham embrido visivel em seu interior ou 0 embrido ndo ocupava toda a area
interna do ovo; embrido em formato discoide ou alongado; quando células vitelinicas
eram visiveis, as vezes organizadas em nucleos nos polos embrionarios; e o envelope de
von Lichtenberg apresentando-se mais espesso. Em alguns casos, a parte mais central do
0VO mostrava-se como uma massa clara desorganizada e as extremidades mais escuras
(PELLEGRINO et al., 1962; JURBERG et al., 2009) .
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Os ovos foram considerados mortos quando havia retracdo do embrido ou do
miracidio. Podendo apresentar-se granular, parcialmente ou completamente enegrecido,
com contornos irregulares e até mesmo calcificado (PELLEGRINO et al., 1962;
JURBERG et al., 2009) .

Consideramos que, quanto maior a quantidade de ovos maduros e mortos
encontrados em relacdo ao nimero de ovos imaturos, maior a interferéncia do farmaco

sobre o padrdo de oviposicao.

Quantificacao de ovos em tecido hepatico

Apds digestdo do tecido hepatico com KOH 4% todos 0s ovos encontrados na
aliquota analisada foram contabilizados.
Consideramos que, quanto menor o numero de ovos encontrados no fragmento

analisado maior a interferéncia do farmaco sobre a oviposicéo.

Analise histopatologica e histomorfometrica do tecido hepatico

Para andlise do nimero de granulomas esquistossomaéticos distribuidos ao longo
do parénquima hepético foram contabilizadas todas as formacfes granulomatosas que
continham ovo do S. mansoni. Formagdes granulomatosas sem vestigio de ovo do S.
mansoni ndo foram incluidas na contagem.

Na estimativa do volume médio do granuloma esquistossomético foram
considerados passiveis de mensuracdo os granulomas que continham o ovo do S.
mansoni centralizado, resultando numa formacdo granulomatosa esférica. O diametro
médio desses granulomas foi obtido e o raio aplicado a féormula do volume da esfera

a__ 3
v = =Tr",
l

4.4.4 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do GraphPad Prism 6.0.,
utilizando o teste ndo paramétrico One-way ANOVA através da andlise de variancia
(Tukey). Os dados foram expressos como a média + DP. Em todos os casos, 0S

resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADO

5.1 EFEITO DO COMPLEXO DE INCLUSAO B-lap:MBCD EM DIFERENTES
ESTAGIOS EVOLUTIVOS DO S. mansoni

O Grupo MBCD apresentou nuimero médio de vermes recuperados de
32,25+6,475; valor estatisticamente semelhante ao grupo Controle livre de tratamento,
qual seja, 32,15+2,853 vermes. Assim sendo, observamos que in vivo MBCD mostra-se
terapeuticamente inerte sobre os diferentes estagios evolutivos do S. mansoni.

A B-lap:MBCD reduz significativamente a carga total de vermes quando
comparada ao Controle e Grupo MBCD, causando diminuicdo de 33,56%, 35,7%,
35,45% e 36,45%, quando a dose administrada foi 50mg/kg/dia, e 65,00%, 60,34%,
52,72% e 65,00%, quando a dose administrada foi 100mg/kg/dia, no 1°
(esquistossomulo de pele), 14° (esquistossomulo pulmonar), 28° (verme jovem) e 45°
(verme adulto) dias, respectivamente. Reducdo semelhante foi observada no nimero de
vermes fémeas recuperadas nos subgrupos tratados com B-lap:MBCD, como pode ser
visto na tabela 1. A maioria dos vermes recuperados estavam acasalados e encontravam-
Se Nos vasos mesentéricos.

N&o houve variacdo percentual significativa quando a mesma dose foi
administrada em estagios evolutivos distintos.

As comparagdes entre subgrupos tratados no mesmo estagio evolutivo
submetidos a protocolos terapéuticos distintos mostraram que houve redugéo
significativa na carga total de vermes e vermes fémeas recuperados nos grupos que
receberam 100mg/kg/dia nas fases de esquistossomulo de pele, esquistossomulo
pulmonar e vermes adultos quando comparados aos subgrupos do mesmo estagio
evolutivo que receberam 50mg/kg/dia. Os animais tratados na fase de verme jovem, aos
quais foram administrados 100mg/kg/dia de pB-lap, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa na carga parasitaria, em comparacao ao grupo que recebeu
a metade da dose nesta mesma fase.

N&o existiu diferenca significativa entre a reducdo causada pelo PZQ e
100mg/kg/dia de B-lap:MPBCD sobre a carga parasitaria total dos subgrupos que
receberam as administracdes no 1° e 28° dias. Logo, houve reducdo da carga parasitaria

estatisticamente equivalente nestes dois estagios evolutivos. Os resultados ainda
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mostraram que a dose de 50mg/kg/dia de PZQ reduziu em 100% o namero de vermes
recuperados no subgrupo tratado na fase de vermes adultos, como expresso na tabela 1.

Também foi possivel notar que os animais tratados com [-lap:MBCD
apresentaram numero de ovos por grama de tecido hepatico significativamente menor
que os animais do grupo Controle e Grupo MBCD. O percentual de reducédo foi de
40,66%, 42,30%, 35% e 50,95% nos subgrupos tratados com 50mg/kg/dia, e 50,45%,
51,11%, 43,81% e 54,39% nos subgrupos tratados com 100mg/kg/dia, quando a dose
foi administrada nos 1°, 14°, 28° e 45° dias pds-infecgdo, respectivamente (Tabela 1).
Ainda dentro desta andlise, observamos que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa na reducdo de ovos por grama de tecido hepatico, quando a dose de -
lap:MBCD foi duplicada de 50mg/Kg/dia para 100mg/kg/dia nos quatro estagios
evolutivos (Tabela 1).

A andlise do oograma mostrou modificacbes percentuais significativas (p
<0,001) no numero de ovos imaturos, maduros e mortos, quando as doses de
50mg/kg/dia ou 100mg/kg/dia foram administradas na fase de vermes adultos. Todos 0s
subgrupos deste experimento continham ovos de S. mansoni, porém, vale ressaltar, que
no subgrupo tratado com PZQ, no 45° pos-infeccdo, ndo foram encontrados ovos
imaturos.

O grupo MPCD apresentou numero de ovos imaturos, maduros e mortos
semelhantes ao grupo Controle, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas
entre os dois grupos.

O ndmero de ovos imaturos, maduros e mortos dos subgrupos tratados com
50mg/kg/dia ou 100mg/kg/dia de B-lap:MBCD no 45° dia pds-infeccdo mostraram
modificacdes percentuais estatisticamente significativas, quando comparados ao grupo
Controle e Grupo MBCD, como pode ser visto na Figura 17. Nesta mesma fase, PZQ
causou inversdo do oograma. Nos subgrupos tratados na fase de vermes adultos com
50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia, a média de ovos mortos foi de 20,005,372 e 24,43+3,50,
respectivamente; enquanto que no grupo Controle foi de apenas 6,41+1,46 e no Grupo
MPBCD de 5,69+1,43. Nos demais estagios evolutivos (1°, 14° e 28° dias p6s-infec¢édo)
B-lap:MBCD e PZQ nédo foram capazes de modificar de modo expressivo 0s percentuais

de ovos imaturos, maduros e mortos em ambas as dosagens testadas
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Tabela 1. Efeitos da p-lapachona complexada em 2-O-metil-p-ciclodextrina sobre a carga de vermes, ovos no tecido hepatico e nimero médio de granulomas em camundongos albergando
diferentes estagios de desenvolvimento do S. mansoni, eutanaziados no 55° dia p6s-infeccéo.

Administrago: dias Numero médio de vermes Namero de ovos/g de tecido Granuloma esquistossomotico hepatico

pos-infeccédo/ estagios de

desenvolvimentos e grupos Total Reducéo Fémeas Reducéo (%) Hepatico x10° Reducdo (%) NGmero médio Reducéo (%)
(%)
Controle 32,15+2,85 14,82+1,62 - 6,09+ 0,31 - 5,97£0,56 -
MBCD 32,25+6,47 15,63+3,20 - 6,65+1,00 - 5,20+1,23 -
1o dia/ esquistossdmulo de pele
B-lapachona 50mg/kg/dia 21,36+3,04*2 33,56 10,36+1,50*2 30,09 3,61+0,58*° 40,66 3,92+0,34* 34,19
B-lapachona 100mg/kg/dia 11,25+0,95* 65,00 5,20+0,44* 64,91 3,02+0,38* 50,459 3,62+0,34* 39,29
PZQ 50mg/kg/dia 9,50+5,09* 70,45 5,00£2,12* 66,26 2,21+0,29* 63,63 3,85+0,64* 35,52
14- dia/ esquistossdbmulo pulmonar
B-lapachona 50mg/kg/dia 20,67+2,59*° 35,70 9,55+1,81*° 35,51 3,51+0,69* 42,30 4,45+1,20*** 25,47
B-lapachona 100mg/kg/dia 12,75+1,89*° 60,34 5,75+£0,95* 61,53 2,98+0,53* 51,11 3,15+0,19* 48,08
PZQ 50mg/kg/dia 20,33£2,94* 36,76 7,83+1,32* 47,14 2,90+0,33* 52,42 4,00+0,38* 35,52
28 dia/verme jovem
B-lapachona 50mg/kg/dia 20,75+£3,41* 35,45 9,37+1,92* 36,74 3,96+0,95* 35,00 4,28+1,30%*"° 28,32
B-lapachona 100mg/kg/dia 15,20+2,16* 52,72 6,80+1,30* 54,11 3,42+0,40* 43,81 2,58+0,34*° 56,74
PZQ 50mg/kg/dia 21,25+2,49* 33,90 8,75+1,16* 40,95 3,59+0,14* 41,10 4,12+0,62** 30,91
45 dia/verme adulto
.c,f
p-lapachona 50mg/kg/dia 20,433,26*%¢ 3645  9,42+1,81*>¢ 36,37 2,9920,39* 50,95 4,43+0,37¢ 25,82
B-lapachona 100mg/kg/dia 11,25+1,89*¢ 6500  5,66+1,21%¢ 61,76 2,78%0,14* 54,39 2,44+0,26* 58,71
PZQ 50mg/kg/dia 0.0+0.0% 100 0.0+0.0* 100 1,9940,32* 67,32 3,06£0,53* 48,75

*p<0,001 **p<0,01 ***p<0,05 diferenca significativa em comparagdo ao grupo Controle.

¥p<0,001 diferenca significativa entre subgrupos no mesmo estagio evolutivo, quando comparado a -lap100mg/kg/dia e PZQ.
Pp<0,01diferenca significativa entre subgrupos no mesmo estagio evolutivo, quando comparado a p-lap 100mg/kg/dia.
°p<0,05 diferenca significativa entre subgrupos no mesmo estagio evolutivo, quando comparado a PZQ 50mg/kg/dia.
9p<0,001 diferenca significativa entre subgrupos no mesmo estagio evolutivo, quando comparado a PZQ50mg/kg/dia.

®p<0,05 diferenca significativa entre subgrupos no mesmo estagio evolutivo, quando comparado a p-lap 100mg/kg/dia.
f1<0,001diferenca significativa entre subgrupos no mesmo estagio evolutivo, quando comparado a p-lap 100mg/kg/dia.
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Figura 17. Grafico da percentagem de ovos imaturos, maduros e mortos do S. mansoni a partir da analise
do oograma.
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Fonte: Da autora (2016). A figura mostra o efeito da B-lap:MBCD e PZQ sobre o oograma de
camundongos infectados pelo S. mansoni, quando administrados do 45°dia pés-infecgdo. *p<0,05 quando
comparado ao grupo Controle.

5.2 EFEITO DO COMPLEXO DE INCLUSAO B-lap:MBCD SOBRE O
GRANULOMA ESQUISTOSSOMOTICO.

A B-lap:MBCD reduziu significativamente o nimero de granulomas distribuidos
no parénquima hepatico nos subgrupos tratados com ambas as doses testadas. Houve
reducdo de 34,198%, 25,473%, 28,320% e 25,824% no numero de granulomas
hepéaticos quando a dose administrada foi de 50mg/kg/dia, e 39,289 %, 48,082 %,
56,740 % e 58,712% quando a dose administrada foi de 100mg/kg/dia, na fase de
esquistossomulo de pele, esquistossomulo pulmonar, verme jovem e verme adulto,
respectivamente. Esses resultados encontram-se organizados na Tabela 1.

N&o houve reducdo estatisticamente significativa no nimero de granulomas
hepaticos quando a mesma dose foi administrada em estagios evolutivos distintos.

A duplicacdo da dose de B-lap:MBCD nas fases iniciais da infec¢do ndo causou
reducdo estatisticamente significativa no numero de granulomas presentes no
parénquima hepatico dos camundongos, quando comparados aos animais que receberam
50mg/kg/dia. Porém, B-lap:MBCD 100mg/Kg/dia administrada no 28° e 45° dias pos-

infeccdo apresentou reducdo evidente e estatisticamente significativa, quando
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comparada a redugdo causada pela dose de 50mg/Kg/dia administrada nesses dois
estagios evolutivos.

PZQ 50mg/kg/dia foi capaz de reduzir significativamente o numero de
granulomas, quando administrado nos quatro estagios evolutivos, como pode ser visto
na Tabela 1. Quando comparamos B-lap:MBCD com o PZQ, notamos que, apds ambas
as doses de B-lap:MBCD serem administradas no 1° e 14° dias pés-infecgdo, houve
eficacia equivalente ao do PZQ. Logo, B-lap:MBCD (50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia)
reduz o nimero de granulomas do tecido hepéatico de modo semelhante ao PZQ nesses
dois estagios evolutivos. Vale ressaltar que pB-lap:MBCD 100mg/Kg/dia foi
significativamente mais eficaz que PZQ na reducdo do nimero de granulomas, quando

administrada no 28°dia pds-infeccao.

Figura 18. Grafico do volume médio dos granulomas hepéticos encontrados nos sub-grupos tratados no
45° dia p6s-infecgdo com MBCD, B-lap:MBCD (50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia) e PZQ.
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Fonte: Do autora (2016). A figura mostra a redugdo no volume médio dos granulomas esquistosomaticos
presentes no parénquima hepatico de camundongos tratados com B-lap:MBCD ou PZQ no 45°dia pos-
infeccdo. *p<0,0001 quando comparado ao grupo B-lap:MBCD.

O Grupo MBCD apresentou numero meédio de granulomas estatisticamente
semelhante ao grupo controle.

No que diz respeito as dimensdes dos granulomas presentes no parénquima
hepéatico dos camundongos tratados, pudemos observar que B-lap:MBCD 50mg/kg/dia e
100mg/kg/dia, administrada na fase de vermes adultos, reduziu em 38,68% e 37,12% o
volume médio dos granulomas quando comparados ao grupo MPBCD, respectivamente.

PZQ administrado no 45° dia pos-infec¢cdo causou 44,88% de reducdo no volume médio
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dos granulomas quando comparado ao grupo MPCD. Esses dados podem ser
visualizados na Figura 18. As redugdes causadas pelas duas doses de B-lap:MBCD
avaliadas nesse experimento foram estatisticamente equivalentes. Nos demais estagios
evolutivos, a administracdo de pB-lap:MBCD ou PZQ ndo causou diminuicdo
significativa no volume médio dos granulomas.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o volume médio dos
granulomas hepaticos presentes no grupo Controle e o grupo MBCD.

A andlise histopatologica do tecido hepatico nos permitiu observar que em todos
0s grupos tratados e ndo tratados havia granulomas tipicos, caracteristicos da reacao
inflamatoria granulomatosa exsudativa comum a esta parasitose, com ovo do S. mansoni
comumente centralizado, em sua maioria degenerado e rodeados por multiplas células
do sistema imune (Fig. 19A). Ainda foi possivel notar que a capsula do figado manteve-
se preservada em todos 0s grupos.

Os grupos controle e MBCD apresentaram perfis semelhantes entre si, com
presenca de granulomas em padrdes distintos distribuidos ao longo do parénquima
hepéatico, isolados ou formando coalescéncias. Intensa resposta inflamatoria
granulomatosa com focos de necrose profunda e edema parenquimatoso hepatico (Fig.
19B e C). Vestigios de pigmento esquistossomotico foram visualizados. Exsudagao de
eosindfilos, neutrofilos e células mononucleares circundando o ovo, fibrocitos e fibras
colagenas delicadas, além da intensa presenca de linfécitos ativos, também visualizados
nas imediacOes dos vasos hepaticos. Os subgrupos tratados com ambas as doses de f-
lap:MBCD ou PZQ no 1° (esquistossdmulos de pele), 14° (esquistossomulo pulmonar) e
28° (vermes jovens) dias pos-infeccdo apresentaram o mesmo perfil histopatolégico do
grupo controle, exceto pela ndo visualizacdo de pigmento esquistossomotico.

Apesar de ndo ter havido reducdo no volume médio dos granulomas encontrados
nos grupos tratados no 1°, 14°e 28° dias pés-infeccdo, pdde-se notar que 0s subgrupos
tratados no 45° dia apds infeccdo, com ambas as doses de B-lap:MBCD e PZQ,
apresentaram perfil histopatolégico distinto dos demais subgrupos tratados nos estagios
evolutivos iniciais da infeccdo. Apresentando granulomas mais fibroticos, com aumento
de fibloblastos e fibrécitos quando comparados aos demais grupos, bem como uma
maior deposicdo de fibras coldgenas mais densas do centro para a periferia do
granuloma (Fig. 19D e F). Estes subgrupos também mostraram visivel reducdo do
infiltrado de linfocitos rodeando os vasos hepéaticos e na periferia do granuloma

esquistossomotico (Fig.19G e H).
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Figura 19. Fotomicrografias de seccdes do tecido hepatico de camundongos infectados ha 55

dias com S. mansoni e corados com hematoxilina-eosina (HE): ndo tratados (A-C); tratados com [-
lap:-MBCD 50mg/kg/dia (D e G) e 100mg/kg/dia (E ¢ H); tratados com PZQ 50mg/kg/dia (F e I). Imagens

capturadas com auxilio do Microscopio Image.M2m Axio.

Fonte: Da autora (2016). A — Controle - granuloma hepético contendo ovo centralizado de S. mansoni,
com reagdo necrotica-exudativa periovular contendo multiplas células do sistema imune, intenso
infiltrado linfocitario e fibras colagenas delgadas (200X). B - Controle- numerosos granulomas
distribuidos ao longo do parénquima hepatico (setas) e vasos circundados por infiltrado de células do
sistema imune (50X). C- Controle- extensa area de necrose no parénquima hepatico (asteriscos) e intenso
infiltrado linfocitario (pontas de setas), além de formacdes granulomatosas (50X). D- B-lap:MBCD
50mg/kg/dia- granuloma em fase produtiva com ovo centralizado, células do sistema imune distribuidas
em sua extensdo e fibras colagenas mais densas ocupando as areas necréticas (200X). E- B-lap:MBCD
100mg/kg/dia- granuloma em fase produtiva com perfil semelhantes ao da figura D (200X). F- PZQ
50mg/kg/dia- granuloma com limites bem definidos, ovo centralizado, pouco infiltrado linfocitéario,
extensa deposicdo de fibras coladgenas concéntricas bem organizadas, densas e distribuidas na area de
necrose (200X). G - B-lap:-MBCD 50mg/kg/dia- imagem evidencia a reducdo no nimero de granulomas
guando comparado ao grupo Controle e parénquima hepatico mais preservado com reducédo do infiltrado
linfocitario quando comparado as imagens B e C (50X). H- B-lap:MBCD 100mg/kg/dia- imagem
evidencia reducdo no nimero de granulomas, parénquima hepatico mais preservado e reducdo do
infiltrado linfocitario quando comparado as imagens B, C e G (50X). I-PZQ 50mg/kg/dia- imagem mostra
redugdo no namero de granulomas, parénquima hepatico mais preservado e redugdo do infiltrado
linfocitario quando comparado as imagens B, C, G e H (100X) “p<0,0001diferenca significativa entre
subgrupos no mesmo estagio evolutivo quando comparado a B-lapachona 100mg/kg..
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6 DISCUSSAO

6.1 EFEITO DO COMPLEXO DE INCLUSAO B-lapMBCD EM DIFERENTES
ESTAGIOS EVOLUTIVOS DO S. mansoni.

O tratamento da esquistossomose esta diretamente atrelado ao PZQ, atual
farmaco de escolha no combate ao S. mansoni e demais espécies do género. O uso quase
que exclusivo de uma Unica droga evidencia um grave problema, tendo em vista a
disseminacdo da doenca, os ineficazes programas de prevengdo e a ameaga do
surgimento de cepas resistentes e/ou sensiveis ao medicamento (ABDUL-GHANI et al.,
2009). O primeiro trabalho a mostrar o surgimento de cepas resistentes ao PZQ foi feito
por Fallon e Doenhoff (1994), os quais relataram que doses subcurativas desse farmaco
levam ao surgimento de cepas resistentes. Recentemente foram compilados em um
unico trabalho estudos que mostram o aparecimento de resisténcia ao PZQ em campo e
em laboratorio (WANG, WANG, LIANG, 2012). Esses achados e a eminente ameaca
que PZQ torne-se ineficaz contra o Schistosoma fizeram com que a WHO incentivasse a
pesquisa e desenvolvimento de novos agentes esquistossomicidas (BERTAO et al.,
2012). Além disso, PZQ nao mostra eficacia plena quando administrado nas fases
iniciais da infeccdo (GRYSSELS et al., 2001; PICA-MATTOCIA, CIOLI, 2004),
Portanto, nota-se que o surgimento de novos farmacos destinados ao combate da
esquistossomose sdo de grande urgéncia no presente contexto. Ainda nessa conjuntura,
Drescher et al. (1993) mostram que PZQ € bastante eficaz quando administrado na fase
evolutiva de vermes adultos, este corrobora com nossos resultados visto que ndo foram
encontrados vermes no subgrupo que recebeu PZQ no 45° p6s-infeccao.

Trabalhos preexistentes que tratam das novas terapias contra a esquistossomose
e estudos que exploram o potencial esquistossomicida das naftoquinonas foram usados
na fundamentacdo teodrica desse trabalho, entre eles: o estudo de Magalhdes et al.
(2014), que analisou a atuacdo das naftoquinonas sobre os vermes adultos do S. mansoni
(in vitro) e p6de perceber que 52,6% dos compostos testados - dentre eles extratos e
moléculas isolados - levaram a morte de 100 % dos vermes quando incubados por 24h;
Aires et al. (2013;2014), que mostraram a agdo in vitro e in vivo da B-lap sobre os
vermes do S. mansoni; o estudo de Edingl, Tersan e Waite, em 1947, demonstrou a
inibicdo da glicolise anaerdbica em vermes adultos quando expostos a compostos

naftoquinonicos; bem como a demonstracdo que B-lap e seus derivados sdo capazes de
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bloguear a penetragdo das cercérias na pele de camundongos, feita por Pinto et al., em
1997; entre outros trabalhos que seguiram esta linha de pesquisa.

Os grupos experimentais formados nesse trabalho foram elaborados com base
em trabalhos cientificos que analisaram a atividade de farmacos com potencial
esquistossomicida em diferentes fases do desenvolvimento do S. mansoni. (EL-RIDI et
al., 1997; BARBOSA et al., 1978; BOTROS et al., 2003; MARTINEZ et al., 2003; LI
etal., 2011; VIMIEIRO et al., 2013).

Notamos que B-lap:MBCD interfere diretamente no ciclo de vida do S. mansoni,
atuando sobre os quatro estagios evolutivos: esquistossomulo de pele, esquistossémulo
pulmonar, vermes jovens e vermes adultos. Além de reduzir a carga total de vermes, ela
também foi capaz de reduzir o nimero de vermes fémeas em proporcdes semelhantes. E
de suma importancia que novas moléculas esquistossomicidas sejam capazes de atuar
em diversos estagios da infeccdo. B-lap:MBCD (50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia) mostrou-
se mais eficaz nos subgrupos tratados no 45° dia pés-infec¢do, porém, nas fases iniciais,
também demonstrou significativa reducdo da carga parasitaria. E interessante que, além
de causar a morte de vermes adultos - o que caracteriza um perfil curativo -, a droga
também seja profilatica (matando os esquistossdmulos) e supressiva, inibindo a
oviposi¢do (MORAES et al., 2011).

A atividade esquistossomicida da PB-lap ndo complexada foi anteriormente
testada in vitro (AIRES et al., 2014), porém, testes in vivo permitem que a atividade da
molécula seja avaliada perante a complexidade do metabolismo de um organismo vivo,
diferentemente do que ocorre em testes in vitro, onde as condi¢des ambientais podem
ser moldadas e, por isso, muitas vezes servem como modelo de triagem na selecdo de
moléculas que podem vir a ser farmacos em potencial (RAMIREZ et al., 2007). Além
do mais, quando se trata de um possivel farmaco esquistossomicida, testando-se a acdo
de um protdtipo em uma cobaia parasitada, € possivel avaliar sua acdo sobre as
diferentes formas evolutivas, reducdo do numero de ovos e inibicdo do processo
inflamatério granulomatoso.

A grande maioria dos vermes recuperados estavam acasalados e encontravam-se
nos vasos mesentericos, podendo-se inferir que B-lap ndo interfere no processo de
acasalamento desse parasito. Ao completar a maturacdo sexual, os vermes do S.
mansoni migram acasalados para 0s vasos mesentéricos, sendo comum que 60 a 70%
dos helmintos recuperados na perfusdo sejam encontrados nos vasos entéricos. Quando

desacasalados, mudancas bioquimicas e fisioldgicas acontecem, principalmente, na
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fémea, havendo regressdo do ovério, da glandula vitelinica e diminuicdo do seu
tamanho corpéreo. (PELLEGRINO, KATZ, 1968). Desacasalar os casais de vermes
seria um interessante mecanismo de acdo para um farmaco esquistossomicida, por
interferir no ciclo reprodutivo do verme.

Além da quantificacdo de vermes recuperados nos grupos tratados, nossa analise
levou em consideracdo alguns critérios sugeridos por Pellegrino e Katz (1968), como o
nimero de ovos por grama de tecido hepatico, nUmero de ovos retidos no tecido
intestinal (oograma), presenca de granulomas no figado e o volume médio desses. Tais
critérios sdo fundamentais para avaliacdo da atividade esquistossomicida de um novo
farmaco, segundo estes autores. Com base nesses requisitos, observamos que p-
lap:MBCD causa diminuigdo no nimero de ovos por grama de tecido hepético, alteragdo
do padrdao de oviposicdo e reducdo do numero de granulomas presentes no tecido
hepético, como exposto na tabela 1 e figura 17.

A B-lap:MBCD  foi capaz de alterar o padrio de oviposi¢do, quando
administrada no 45° dia pos-infecgdo. A partir da analise microscopica de fragmentos do
intestino delgado, foram observados os estagios de desenvolvimento e maturacdo dos
ovos de S. mansoni (PELLEGRINO et al. 1962). Essa modificacdo no oograma
relaciona-se a interferéncia da pB-lap: MPCD sobre os vermes fémeas, quando
administrada no 45° dia poés-infeccdo, impedindo que novos Ovos Sejam postos e
causando o aumento no percentual de ovos maduros oriundos de posturas anteriores ao
tratamento, estando de acordo com o trabalho de Mantawy et al. (2011). Também houve
reducdo no nimero de ovos por grama de tecido hepatico, sendo este um provéavel
reflexo da interferéncia dessa molécula sobre a postura dos ovos. Resultado relevante
quando partimos do pressuposto de que os ovos encalhados no figado desencadeiam as
complicacdes patoldgicas mais graves da esquistossomose.

Imediatamente apdés a postura, 0S ovos mantém-se imaturos por
aproximadamente 6 dias (1° a 4° estadios). A partir dai atingem a maturidade e sao
eliminados juntamente com as fezes ou morrem (tornam-se inviaveis) em
aproximadamente 12 dias (SAVEL et al., 2006). A postura mais acentuada acontece do
45° ao 72° dia pés-infeccdo (Martinez et al., 2003). O oograma consiste em um dos
parametros mais relevantes para demostrar a eficacia de uma droga esquistossomicida,
ainda que a mudanca hepética ndo seja 6bvia (Pellegrino et al., 1977).

A diminuicdo da oviposicdo mostra-se como importante pardmetro para o

surgimento de um novo farmaco esquistossomicida, ja que o ovo é responsavel por
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disseminar o parasito e manter seu ciclo de vida. Além disso, as principais lesdes
causadas pelo S. mansoni ao organismo parasitado sao decorrentes da presenca dos ovos
anuidos nos tecidos do hospedeiro, desencadeando reacdes inflamatorias e a formacéo
dos granulomas (GRYSEELS et al., 2006; KLAVER et al., 2015).

N&o podemos afirmar precisamente qual a molécula alvo presente no S. mansoni
que interage primaria ou secundariamente com p-lap, tendo em vista que seu
mecanismo de acdo ainda ndo foi devidamente explanado. Porém, é possivel fazer
inferéncias baseadas na literatura existente. Estudos sugerem que B-lap € responsavel
pela producdo de espécies reativas de oxigénio. Os EROS e intermediarios
bioalquilantes provenientes do ciclo redox das quinonas podem causar estresse
oxidativo celular, peroxidacdo lipidica, danos as proteinas e fragmentacdo do DNA
(PINTO, CASTRO, 2009; FERREIRA, 2010). A reducdo na carga de vermes
encontradas nos grupos tratados em nosso estudo pode esta ligada a atuagdo da B-lap
sobre o ciclo redox das numerosas mitocondrias presentes no tegumento dos vermes do
S. mansoni, causando lesdes profundas e consequente morte do verme. Estudo recente
indica que o plumbagina, outra naftoquinona, elimina vermes adultos do S. mansoni
agindo sobre seu tegumento, mais precisamente sobre suas mitocondrias
(LORSUWANNARAT et al. 2013).

O tegumento € a interface entre 0 meio e o parasito, desempenha funces vitais
para 0 verme, como a absor¢do de nutrientes, excrecdo, protecdo contra o sistema
imunolégico do hospedeiro. Ainda, apresenta proteinas reparadoras de danos, além de
ser seletivo para absorcdo de farmacos e lipideos. Dessa maneira, tal estrutura é
considerada importante alvo farmacoldgico para novas drogas esquistossomicidas
(LIMAet al., 2011; BERTAO et al., 2012)

Outra possibilidade ¢ a interagdo da B-lap com os canais de Ca®* voltagem-
dependente presentes na musculatura do helminto. Cavalcante et al. (2008) observaram
que a musculatura lisa do intestino de cobaias ¢ relaxada quando interage com [-lap.
Esses pesquisadores chegaram a essa conclusdo apds notarem que esta molécula inibe a
contragdo da musculatura causada pelo carbacol e pela histamina. Essa interagéo
acarretaria a inibicdo da contractilidade e o consequente relaxamento da musculatura
lisa do verme, levando a paralisia flacida e posterior morte. Dessa forma, B-lap seria um
possivel antagonista ao PZQ, ja que esse farmaco atua na subunidade B dos canais de

Ca®* voltagem-dependente, aumentando o influxo de Ca** na musculatura lisa do
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helminto, ocasionando uma contragdo permanente que leva a paralisia espasmadica e
subsequente morte do verme (DOENHOFF, CIOLI, UTZINGER, 2008).

B-lap apresenta baixa capacidade de dissolucdo em meio aquoso, fato atribuido
por Branddo et al. (2008) a sua disposicdo estrutural em forma de reticulo cristalino,
dificultando, assim, a interacdo de suas moléculas com a 4gua. Sua limitada solubilidade
implica uma baixa dissolucdo perante os fluidos gastrointestinais e elevada capacidade
em permear membranas (CUNHA FILHO, 2007). Recentemente, Kim mostrou que -
lap apresenta biodisponibilidade oral de 15,5%. O mesmo apontou que essa baixa
biodisponibilidade € decorrente da sua precéria solubilidade e ampla metabolizagdo
hepética e intestinal sofrida pela molécula (KIM, 2015).

Em nosso experimento, B-lap foi complexada em MBCD, o que, segundo Freitas
Neto (2012), resulta no incremento da solubilidade, possibilitando uma maior absorcao,
distribuicdo e consequente melhora da biodisponibilidade, viabilizando sua atuagéo
sobre os vermes do S. mansoni. Neste mesmo trabalho foi mostrado que, na forma
cristalina, B-lap dissolveu-se, em média, 7,60%, enquanto a forma complexada por
atomizagdo em MBCD apresenta dissolucdo média de 98,87%. Esse dado no leva a
concluir que pB-lap complexada em MBCD podde ser melhor absorvida e atingiu uma
biodisponibilidade oral maior que o valor mostrado no trabalho de Kim (2015).

Em 2013, Aires et al. administraram 50mg/kg/dia de B-lap (ndo complexada)
em camundongos, por via intraperitoneal, seguindo o mesmo protocolo terapéutico
usado no presente trabalho para analisar o potencial esquistossomicida dessa molécula
sobre diferentes estagios evolutivos do S. mansoni. Eles obtiveram uma reducdo na
carga parasitaria de 29,78%, 37,2%, 24,2% e 40,22%, quando o tratamento foi feito no
1°, 14°, 28° e 45° dias pos-infeccdo, respectivamente. Tendo em vista que a
administracdo por via parenteral ndo precisa ser absorvida no trato gastrointestinal,
como na acontece por via oral, e ndo sofre interferéncia direta do metabolismo de
primeira passagem, devemos ressaltar que a complexacdo com MBCD incrementou a
solubilidade de p-lap, surtindo efeitos satisfatorios sobre o seu potencial
esquistossomicida. Por sua vez, nossos percentuais de reducdo, quando a mesma dose
foi administrada oralmente, foram de 33,56%, 35,7%, 35,45% e 36,45% nos respectivos
dias pos-infecdo citados acima; porém, por uma via de administracdo que oferece mais
infortinios, como a extensa metabolizacdo hepatica. Além do mais, segundo Kim
(2015), B-lap apresenta tempo de meia vida no plasma, quando administrada por via

oral, 4,6 vezes maior do que quando administrada por via endovenosa, sugerindo que
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seu uso em formulagbes orais é vidvel. Ainda vale ressaltar que um farmaco
administrado por via oral oferece mais comodidade por ndo se tratar de uma via
invasiva e ndo tornar necessaria a internacdo do enfermo.

As CDs sao oligossacarideos derivados do amido e estdo cada vez mais sendo
usadas como adjuvantes em formulagfes farmacéuticas. Em nosso estudo, o nimero de
vermes recuperados, bem como os demais pardmetros analisados mostraram que 0
grupo MBCD foi estatisticamente semelhante ao grupo controle, sendo possivel afirmar
que MBCD mostrou-se terapeuticamente inerte sobre o S. mansoni. As CDs sdo capazes
de formar complexos ndo especificos com uma grande variedade de substratos. Na
atualidade, elas vém sendo cada vez mais empregadas pela inddstria farmacéutica
devido a sua capacidade complexante, que possibilita a reducdo de odores e sabores
desagradaveis, impede interacdes entre medicamentos e excipientes da mesma
formulagdo e, principalmente, aumenta a solubilidade de farmacos pouco soluveis,
juntamente com o incremento da biodisponibilidade e estabilidade (SZEJTLI, 1994).

Outros trabalhos confirmam nossas observacdes a respeito do aumento da
solubilidade da B-lap quando complexada em CDs (NASONGKLA, 2003; WANG,
2006; CAVALCANTI, 2011; TEIXEIRA, 2013). O trabalho de Freitas Neto (2012)
também expde que a solubilidade da B-lap aumenta linearmente em funcdo da
concentragdo de MPCD, admitindo-se uma estequiometria de 1:1 (mol:mol), B-

lap:MCBD.

6.2 EFEITOS DO COMPLEXO DE INCLUSAO B-lapMBCD SOBRE O
GRANULOMA ESQUISTOSSOMOTIVO: ANALISES HISTOMORFOMETRICA E
CONTAGEM DE GRANULOMAS

Na esquistossomose mansoni as principais intercorréncias clinicas séo
consequéncia das formacg6es granulomatosas que circundam os ovos do S. mansoni
depositados nos tecidos do hospedeiro, principalmente no tecido hepético e intestinal,
apesar de formas ectdpicas serem descritas na literatura (DELMONDES et al., 2014;
LAMBERTUCCI, SILVA, DO AMARAL, 2007; PEREGRINO et al., 2002
TRANQUILLINI et al., 2011). Assim, é de suma importancia que, além do surgimento
de novas drogas esquistossomicidas, também surjam moléculas capazes de diminuir o
numero e a dimensdo dos granulomas, sem que haja uma polarizacdo da resposta imune,

0 que acarretaria danos teciduais ainda mais graves.
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O PzQ, atual farmaco de escolha no combate ao Schistosoma, ndo é capaz de
modular diretamente a resposta imunoldgica na infeccdo pelo S. mansoni e,
consequentemente, diminuir os danos causados pelas formacgfes granulomatosas.
Porém, age de forma indireta, pois, apds a morte dos vermes, a estimulacdo antigénica
proveniente desse é interrompida, resultando na aceleracdo da cicatrizacdo do
granuloma (AIRES et al., 2012; BOTELHO et al., 2010)

Além das positivas modificacbes sobre os parametros parasitolégicos, este
estudo demostrou que o complexo B-lap:MBCD, administrado por via oral, também atua
sobre 0 granuloma esquistosomético, reduzindo-o em numero (Tabela 1) e em
dimensdo. Isso implica reducéo da fibrose hepatica periportal comumente formada no
decorrer da infeccdo (CARVALHO, MARTINS FILHO, OLIVEIRA, 2008). Uma
droga capaz de abrandar a oviposi¢cdo consequentemente ira interferir no nimero de
formacbes granulomatosas, ja que 0 ovo e seus antigenos sdo indispensaveis para que
haja a formacao do granuloma esquistossomotico.

A reducdo no volume médio dos granulomas pode ser um indicio de que B-lap é
capaz de modular a resposta imune inflamatoria na esquistossomose, alterando a
secregdo de citocinas e acelerando o processo de cicatrizagdo do granuloma, como pode
ser visto nos subgrupos tratados com B-lap:MBCD no 45° dia pés-infecgdo (Fig- 19D e
E), os quais apresentaram modificacdo no perfil estrutural e celular, quando comparados
ao controle. Estudos preexistentes mostram que B-lap atua reduzindo a sintese de IL-6,
TNF-a e NO, além de reduzir o recrutamento de neutréfilos (LIU et al., 1999; TZENG
et al., 2003; SITONIO et al., 2012); porém, é interessante que sejam feitas pesquisas
mais detalhadas sobre o perfil imunoldgico da esquistossomose em um cenario onde a
B-lap apresenta-se como agente esquistossomicida e possivel imunomodulador.

A dexametasona, glicocorticoide com potencial imunomodulador, por vezes é
usada como adjuvante no tratamento da esquistossomose. Na esquistossomose
experimental, a dexametasona reduz niveis de 1L-12, IL-4 INF-y e aumenta os niveis de
IL-10. Associada ao PZQ, pode evitar lesbes graves ao hospedeiro, porém ndo atua
como farmaco esquistosomicida (PYRRHO et al., 2002). Contrariamente, em nosso
trabalho B-lap apresenta-se como imunomodulador e agente esquistosomicida.

Os ovos maduros do S. mansoni depositados nos tecidos do hospedeiro contém
miracideos em seu interior que liberam antigenos essenciais a formacdo da resposta
inflamatdria granulomatosa aguda. Esses antigenos sdo proteinas glicosiladas e lipideos

conhecidos, de forma generica, por SEA (Soluble egg antigens), que atravessam 0s



66

tecidos recrutando celulas e citocinas pré-inflamatdrias, as quais, subsequentemente,
acarretam a formacdo do granuloma (HAMS, AVIELLO, FALLON, 2013). As
principais células componentes do granuloma séo linfocitos, macrofagos, eosindfilos,
fibroblastos, fibrdcitos e fibras colagenas (LENZI, KIMMEL, SCHECHTMAN, 1998).
Podemos observar na Figura 19 os perfis dos granulomas hepéticos encontrados nas
analises do nosso experimento. Foi possivel notar de forma clara a distingdo entre o
grupo Controle e os subgrupos tratados no 45° dia pos-infeccdo com B-lap:MBCD ou
PZQ.

Ao longo da infeccdo pelo S. mansoni podem ser observados dois perfis
imunolodgicos distintos, os quais podem se apresentar de forma mais evidente ou
secundaria, dependendo do periodo pés-infeccdo, da resposta imunoldgica do
hospedeiro, entre outras caracteristicas da relagdo parasito-hospedeiro. No periodo
prepatente da fase aguda ha predominancia das citocinas IL-2, TNF-a e INF-y, secre¢do
de citrulina e 6xido nitrico (NO), os quais compdem o perfil da resposta imune Thil.
Apo0s a postura dos ovos hd uma inversdo da resposta imune para o tipo Th2, com a
secrecdo de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, havendo estimulacdo da producdo de
anticorpos, principalmente IgE, aumento de eosinofilos e fibroblastos, com producéo e
deposicdo de proteinas na matriz extracelular (WYNN, CHEEVER, 1995; ABATH,
2006 et al.) As citocinas mediadoras da resposta Th2 estimulam a producédo de colageno
e a fibrogénese, resultando na producdo de tecido fibroso que culmina com a
cicatrizacao do granuloma (CHEEVER et al., 1992).

A deposicdo do tecido fibroso na matriz extracelular pode causar graves danos
ao hospedeiro, a exemplo do achado clinico mais importante da esquistossomose
mansoni: a fibrose periportal associada a perda da elasticidade e bloqueio da luz dos
vasos resultando no aumento da pressdo portal (JACOBS et al., 1999; CARVALHO,
MARTINS FILHO , OLIVEIRA, 2008). Todos esses fatores resultam no panorama
clinico mais grave da fase cronica da esquistossomose mansoni, qual seja, a hipertensdo
portal, a qual pode levar a esplenomegalia, ascite, varizes gastroesofagicas e
sangramentos gastrointestinais, sendo este responsavel pelo aumento das taxas de
morbidade e mortalidade entre os hospedeiros dessa verminose (GRYSEELS et al.,
2006)

As graves intercorréncias clinicas decorrentes da formacdo do granuloma ao
redor do ovo do S. mansoni, no tecido hepatico, reforcam a importancia de trabalhos

como este, o qual visa o desenvolvimento de novos farmacos esquistosomicidas e com
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potencial imunomodulador na esquistossomose. Porém, é interessante frisar que uma
forte inibicdo da resposta imune Th2 pode levar a danos tdo graves quanto a
exacerbacdo dessa resposta (HAMS, AVIELLO, FALLON, 2013). O fato é que, ao
mesmo tempo em que o granuloma causa danos ao tecido hepatico, ele também protege
0 hospedeiro das lesdes causadas pelas toxinas do ovo do S. mansoni.

A B-lap:MBCD administrada na fase de vermes adultos foi capaz de minimizar
0s danos causados pelo S. mansoni ao parénquima hepatico, em comparagdo ao grupo
controle, como notamos nas Figuras 18B, 18G e 18H. A diminuicdo das lesdes
presentes no parénquima hepatico pode ir além da atuacdo durante a fase pos-postural,
pois estudos mostram que animais infectados em laboratdrio apenas por vermes machos
do schistosoma mostraram dilatacdo da veia porta e fibrose periportal, além de
parénquima hepéatico com presenca de macrdfagos, eosinéfilos difusos, fibroblastos e
pigmento esquistossomotico (GRZYCH et al.,1991; MUTAPI et al., 2007; BOTELHO
et al., 2010). Logo, a morte dos vermes também seria um importante atenuante para as

lesGes acarretadas pela infeccdo.
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7 CONCLUSAO

MPBCD ndo apresentou atividade sobre o S. mansoni, logo, mostrou-se inerte
como agente esquitosomicida.

B-lap:-MBCD 50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia apresentou agdo esquistossomicida
sobre esquistossomulo de pele, esquistossomulo pulmonar, verme jovem e verme
adulto. A duplicacdo da dose mostrou reducdo significativa na carga total de vermes e
vermes fémeas quando ambas as doses de B-lap:MBCD foram administradas no 1°, 14°,
e 45° dia pos-infeccdo. Logo, duplicar a dose surtiu efeito satisfatorio nessas trés fases
evolutivas, havendo uma relacéo dose dependente neste resultado.

Vale ressaltar que B-lap:MBCD 50mg/kg/dia ¢ 100mg/kg/dia administrada na
fase de vermes jovens mostrou-se mais eficazes que o PZQ neste estagio evolutivo.

B-lap:MBCD foi capaz de reduzir o nimero de ovos por grama de tecido
hepéatico nos quatros estagios evolutivos quando ambas as doses foram administradas.
Também foram observadas alteracbes no oograma dos animais tratados no 45° pos-
infeccdo, havendo aumento no nimero de ovos maduros e mortos, e reducdo no numero
de ovos imaturos, nos permitindo inferir que esta molécula atua sobre as vermes fémeas
do S. mansoni, interferindo na oviposigéo.

Foi possivel evidenciar que em todos 0s estagios evolutivos ambas as dosagens
de B-lap:MBCD levaram a reducéo significativa no niamero de granulomas presentes no
tecido hepético e a consequente reducdo do dano tecidual. Deste modo, chegamos a
conclusdo que este achado também é consequéncia da interferéncia desta naftoquinona
sobre a oviposicdo.

Ficou evidente que B-lap:MBCD causa modificagdes no perfil histopatologico
do tecido hepético dos camundongos infectados pelo S. mansoni, reduzindo o infiltrado
linfocitério, as areas de necrose tecidual, além de aumentar a deposicdo de fibras
colagenas, acelerando o processo de cicatrizacdo das formacBes granulomatosas.
Também concluimos que B-lap:MBCD 50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia administrada na
fase de vermes adultos, reduz significativamente o volume médio dos granulomas nao
sendo este resultado dose dependente. Assim, podemos atribuir estas alteracdes a
propriedade imunomoduladora desta naftoquinona.

Por fim, nossos dados mostram que complexar B-lap em MBCD incrementou
sua solubilidade e, subsequentemente, a biodisponibilidade desta molécula,

possibilitando a administracdo por via oral e resultando na atividade esquistossomicida
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encontrada neste estudo. Ao mesmo tempo, este trabalho serve como precedente para
que futuras pesquisas sejam feitas com novas formulagdes alternativas, bem como
estudos que visem delinear os mecanismos de agdo da PB-lap. Além disso, também
oferece a possibilidade de que esta naftoquinona torne-se um protétipo para o

surgimento de novos farmacos esquistosomicidas aplicaveis a terapéutica.
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