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RESUMO

A busca por novos farmacos vem sendo amplamente discutida, a fim de investigar alternativas terapéuticas
para o controle e tratamento da esquistossomose, doenca parasitaria crénica, causada por parasitas do
género Schistosoma que coloca em risco cerca de 780 milhGes de pessoas e infecta cerca de 240 milhdes a
cada ano. Rhizophora mangle L., conhecida como mangue vermelho, é uma das espécies encontradas nos
manguezais e é usada na medicina popular no tratamento de processos infecciosos, antiparasitarios,
inflamatorios e cicatrizantes, sem relatos de efeitos colaterais ou nocivos ao ser humano. Neste estudo, foi
realizado o screening fitoquimico e a avaliacdo da atividade esquistossomicida (in vitro) do extrato
metanolico de folhas frescas de R. mangle. A coleta do material vegetal foi realizada no manguezal do
municipio de Itamaraca-PE, Brasil, e o extrato foi preparado a partir de 1kg de folhas, utilizando o
equipamento Pulverisette 14 Classic Line (Fritsch), produzido em extrator Dionex ASE 350 (Thermo
Scientific) pelo método Low Bubble Point de extracdo de fluxo constante, utilizando o metanol como
solvente, sob pressdo por hidrogénio (H,) e em duplicata. O perfil fitoquimico foi realizado através da
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC do inglés — High Performance Liquid
Chromatography), que passou por analise no Detector de Arranjo de Diodo (DAD) por um tempo total de
27 min. Casais de vermes foram recuperados de camudongos previamente infectados com cepas de
cercérias de S. mansoni e incubados em meio RPMI-1640 suplementado e expostos as concentragdes de 25,
50, 100, 200 e 400 ug/mL do extrato. Os vermes foram monitorados a cada 24hs durante 120hs para
avaliacdo da motilidade e mortalidade. A analise fitoquimica mostrou que o composto principal do extrato
é um flavondide do tipo rutina. Na avaliacdo da atividade esquistossomicida do extrato de R. mangle houve
100% de descasamento de vermes em todas as doses testadas. A dose de 400ug / mL mostrou redugao de
75% na atividade motora, com movimento apenas nas extremidades, auséncia de peristaltismo e
movimento de ventosas. Portanto, o principal metabdlito secundario encontrado no extrato metanélico de
folhas frescas de R. mangle L. apresentou caracteristicas cromatograficas de um composto do tipo rutina e
0 extrato apresentou atividade esquistossomicida in vitro em casais de vermes adultos de Schistosoma

mansoni.

Palavras-chave: Atividade esquistossomicida. Rhizophora mangle. Extrato metandlico. Screening

fitoquimico.



ABSTRACT

The search for new drugs has been widely discussed in order to investigate therapeutic
alternatives for the control and treatment of schistosomiasis, a chronic parasitic disease caused
by parasites of the genus Schistosoma, which puts at risk about 780 million people and infects
about 240 million each year. Rhizophora mangle L., known as a red mangrove, is one of the
species found in mangroves and is used in folk medicine in the treatment of infectious,
antiparasitic, inflammatory and healing processes, without reports of side effects or harmful to
humans. In this study, the phytochemical screening and the evaluation of schistosomicidal
activity (in vitro) of the methanolic extract of fresh leaves of R. mangle were carried out. The
material was collected in the mangrove of Itamaraca-PE, Brazil, and the extract was prepared
from 1 kg of leaves using the Pulverisette 14 Classic Line (Fritsch) equipment produced in
Dionex ASE 350 (Thermo Scientific) by Low Bubble Point method of constant flow extraction,
using methanol as solvent, under pressure by hydrogen (H2) and in duplicate. The
phytochemical profile was performed through High Performance Liquid Chromatography
(HPLC), which was analyzed by the Diode Array Detector (DAD) for a total time of 27 min.
Worm casts were recovered from previously infected S. mansonicercariae and incubated in
supplemented RPMI-1640 medium and exposed to the 25, 50, 100, 200 and 400 pg / mL doses
of the extract. The worms were monitored every 24 hours for 120 hours for evaluation of
motility and mortality. Phytochemical analysis showed that the main compound of the extract is
a routine type flavonoid. In the evaluation of the schistosomicidal activity of the extract of R.
mangle there was 100% of worm mismatch in all the doses tested, the dose of 400 pug / mL
showed a reduction of 75% in the motor activity, with movement only in the extremities,
absence of peristalsis and movement Of suction cups. Therefore, the main secondary metabolite
found in the methanolic extract of fresh leaves of R. mangle L. presented chromatographic
characteristics of a rutin-like compound and the extract showed schistosomicidal activity in

vitro in couples of adult worms of Schistosoma mansoni.

Key words: Schistosomicidal activity. Rhizophora mangle. Methanolic extract. Phytochemical

screening.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por parasitas do género
Schistosoma que coloca em risco cerca de 779 milhdes de pessoas distribuidas em 78 paises e
territérios, onde existem cerca de 239 milhdes de pessoas infectadas (WHO, 2016). Destas, 20
milhGes desenvolvem a forma cronica da infec¢do e cerca de 280.000 evoluem para 6bito
todos os anos. Este cenario fez a esquistossomose ser incluida na lista de doencas
negligenciadas que precisam ser urgentemente controladas (GRIMES et al. 2014; WHO,
2016). Somado ao grande impacto socioecondmico e a auséncia de vacina segura e eficaz,
atualmente, o tratamento e controle da esquistossomose é realizado apenas com Praziquantel
(PZQ) (CHEN et al., 2016). Além disto, a literatura relata uma possivel resisténcia e/ou
tolerancia de cepas, tanto de laboratério, quanto selvagens de Schistosoma resistentes ao PZQ
(GABA et al. 2014). Assim, h&d uma necessidade urgente na pesquisa e desenvolvimento de
novas drogas de origem sintética, semi-sintética e natural com potencial esquistossomicida.

Nosso grupo de pesquisa vem explorando o potencial bioldgico, farmacoldgico e
fitoquimico da Rhizophora mangle, também conhecida como mangue vermelho. Sendo o
manguezalum ambiente biodiverso e hostil, diversas adaptacbes em seus processos
fisiologicos resultam na sintese de metabdlitos secundarios, compostos organicos que além de
auxiliarem na protecdo contra predadores e acdes adaptativas ao ambiente, que sdo
responsaveis por suas propriedades biologicas e farmacoldgicas (CHEN et al., 2015;
CISNEROS-ZEVALLOS, 2003; EDREVA et al., 2008; REYES;).

Folhas, caule, raizes e frutos de R. mangle apresentam amplo uso na medicina popular,
sendo empregada em tratamentos de diabetes, hemorroidas, dor de dente e problemas
estomacais (CARNEIRO et al. 2010 ). Estudos comprovaram atividades em Ulceras gastricas
(DE-FARIA et al., 2012, PERERA et al., 2010), anti-inflamatéria (MARRERO et al., 2006),
cicatrizante (FERNANDEZ et al., 2002), antioxidante (SANCHEZ et al., 2006), antidiarréico
(WENDEL et al., 2013) e antimicrobiana (MELCHOR et al., 2001). Além de apresentar
eficacia contra larvas de Anophelesgambiae (TARIWARI, 2014) e Trichostrongylusspp
(ALEMAN et al., 2011), mosquito Culexquinquefasciatus e Anophelesstephensi
(NAGARAJAN, 2015).

Assim, nosso objetivo é contribuir com a pesquisa de novas alternativas terapéuticas
no controle da esquistossomose, ao explorar o potencial esquistossomicida in vitro, do extrato
metandlico de folhas frescas de Rhizophora mangle, bem como, elucidar a fitoquimica deste

extrato empregando o HPLC.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Epidemiologia

As esquistossomiases sdo doengas causadas por trematédeos do género Schistosoma.
Afigura 1 ilustra a distribuicdo geogréfica das diferentes espécies que apresentam importancia
na medicina humana: S. japonicumencontrado na China e no Sudeste Asiatico; S. mansoni nas
populacbes da Africa, Arabia e América do Sul; S. haematobium encontra-se restrito a
populacéo da Africa e da Arabia; S. intercalatumé encontrado na Africa Ocidental e Central;
S. mekongi é encontrado apenas no Delta do rio Mekong, localizado no sudeste da Asia; e S.
malayensis € restrito a Malasia. Destas, 0s S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium séo as
principais espécies responsaveis por transmitir a infec¢cdo no mundo (GRYSEELS, 2012).

A esquistossomose é uma preocupacao global em salde publica, principalmente nas
areas endémicas, por debilitar homens e mulheres durante seus anos mais produtivos.
Atingem as populacbes mais pobres que vivem em condi¢Ges de auséncia ou escasso
saneamento e que favorecam a transmissdo e ndo tém acesso a cuidados adequados ou
medidas eficazes de prevengdo (ENGELS et al., 2002).

Figura 1 - Distribuicdo mundial das diferentes espécies de Schistosoma que apresentam importancia na
medicina humana

-J_ .

P, 54

Schistosoma ntorcabstum
2 ] Schxstosoma mekongi S mansony/S/hosmatobasm
K\« > D Schestosoma mansons Schistosoma japonicum

[ Schetosoma heamatotwsn [ Schistasoms malkayonss
Fonte: Engels et al (2002)
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Em escala global, uma a cada trinta pessoas é portadora de esquistossomose, 0 que
corresponde a cerca de 239 milhGes de infectados que estdo distribuidos em 78 paises e
territérios, onde 779 milhdes de pessoas estdo em constante risco de infec¢do. Dos infectados,
20 milhdes desenvolvem a forma cronica e 280.000 pessoas evoluem para ébito todos 0s anos
(GRYSEELS, 2012; ROLLINSON et al., 2013; WHO, 2012). O S. mansoni é uma das
espécies mais importante, devido & sua ampla distribuicdo geografica e ao ndmero de
infectados, e é a Unica espécie encontrada nas Américas (REY, 2008b). No Brasil, pais mais
afetado nas Ameéricas, estima-se que em 2010 quase 7 milhdes de pessoas estavam infectadas
(ROLLINSON et al., 2013). As areas endémicas mais importantes compreendem o norte do
Maranhao e as regides orientais do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, grande parte
dos Estados de Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais e na Zona Serrana do Espirito Santo
(REY, 2008b). Em Pernambuco, estado com maior taxa de prevaléncia e incidéncia, um

quarto de sua area tem prevaléncia acima de 25%.

2.2 Biologia, Ciclo Evolutivo e Patogenia do Schistosoma mansoni

O S. mansoni ¢ um animal complexo, incluido no filo Platyhelmithes e classe
Trematoda que vém a milhares de anos co-evoluindo com seus hospedeiros mamiferos e
caramujos (VAN HELLEMOND et al., 2006). E endoparasita, com simetria bilateral, corpo
ndo segmentado, desprovidos de sistema circulatorio, esquelético ou respiratério; o sistema
digestorio é incompleto terminando em fundo cego, e apresenta dimorfismos sexual (REY,
2008a).

Os vermes adultos sdo vermes macroscopicamente visiveis, os machos medem
aproximadamente 1 cm de comprimento por 0,11 cm de largura, de cor branca, com o corpo
achatado dorsoventralmente, quando acasalado, apresenta-se enrolado de maneira a formar
um tubo longitudinal conhecido como canal ginecéforo, onde a fémea fica albergada. A fémea
que tem o corpo cilindrico, mais fino e mais longo que o do macho, mede de 1,2 a 1,6 cm de

comprimento por 0,016 cm de didmetro em média, € mais escura e acinzentada (REY, 2008c).
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Figura 2 - Vermes adultos de Schistosoma mansoni

Fonte: http://www.thiswormyworld.org/worms/what-are-they

Os casais alojam-se em vénulas terminais do plexo mesentérico inferior, que drenam a
parede do intestino grosso, especialmente o reto e o colon sigmoide. Os vermes se alimentam
de células sanguineas e globulinas, e os detritos sdo regurgitados no sangue humano. O
metabolismo anaerdbico serve principalmente para os movimentos dos chistosoma masculino
e a producdo de ovos das fémeas (GRYSEELS, 2012). Seus ovos sdo eliminados junto com as
fezes e caracteriza-se pela presenca de um espiculo lateral e 0 miracideo em seu interior, sua
casca € bastante rigida e também porosa, permitindo a liberacdo de substancias produzidas
pelo embrido e também & entrada de nutriente. (REY, 2008c).

O ciclo bioloégico do S. mansoni é complexo e necessita de dois hospedeiros, o
intermediario s@o moluscos que pertencem ao @género Biomphalaria e as espécies
Biomphalariatenagophila, B. straminea e B. glabratasdo as responsaveis em manter o ciclo
no Brasil,e o definitivo, homem e pequenos roedores (MACHADO-SILVA et al., 2008).
Apresentam diferentes formas evolutivas, sendo duas de forma livre temporéria, miracidios e
cercérias, encontradas nos rios, lagos e cdorregos — responsaveis pela infeccdo dos hospedeiros
intermediarios e definitivos, respectivamente (REY, 2008c).

A figura 3ilustra o ciclo evolutivo do S mansoni. Os ovos eclodem ao entrar em

contato com a agua e luminosidade, liberam a forma larvaria ciliada denominada miracidio.



17

Figura 3 - Ciclo de vida do Schistosoma mansoni

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sao
liberadas na dgua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracdo,
transformando-se esquistossdmulos

N\

6- Penetragdo

8- Circulacdo

1

9- Migracéo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos

3- Miracidios penetram
no molusco

2- Miracidios
liberados
dos ovos /__'

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam os ovos; estes
alcancam a circulacdo hepatica até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.,

Fonte: Souza et al (2011)

Os miracidios nadam ativamente, e quando encontram um caramujo se aderem e
penetram em seu tegumento (Figura 4). No interior do caramujo, ha a formacdo de uma
membrana com células germinativas de esporocisto primario. Ap0s o0 rompimento da
membrana, o0s esporocistos primarios sdo liberados, e continuam crescendo até se
diferenciarem e formarem esporocistos secundarios nas glandulas digestivas do hospedeiro e a
diferenciacdo em cercérias. Apos cerca de 35 dias de infeccdo, os caramujo, quando expostos
a luz e calor sdo capazes de liberar cercéarias (COELHO, 1970; MACHADO-SILVA et al.,
2008; REY, 2008c). No hospedeiro definitivo, o corpo cercariano penetra a pele, perdem a
cauda e transformam-se em esquistossdbmulos, através da corrente sanguinea ou linfatica séo
levadas ao pulméo. Nesse 6rgdo, os esquistossomulos permanecem um periodo, onde passam
por transformacoes, tornando-se mais delgados e compridos, depois sdo levados para 0s vasos
intra-hepaticos através da circulacdo geral (CARVALHO et al, 2008). Cerca de 35 dias apés a

infeccdo, os vermes adultos acasalam e migram para as veias mesentéricas, onde a fémea



18

inicia a posturade ovos. Diariamente, cerca de 400 ovos sé&o liberados por casal. Metade dos
ovos sdo embolizados via corrente sanguinea e depositado especialmente no figado. A outra
metade atravessa o epitélio intestinal e € eliminada junto com as fezes (Figura 5). Esses ovos
em colecdes hidricas reiniciam o ciclo biologico (QUACK et al., 2010).

Figura 4 - Miracideo, forma evolutiva de Figura5— Ovos de Schistosoma mansoni
Schistosoma mansoni

. iy

y .
v

# “ ‘,'-».:‘_.
Fonte: icb.usp.br Fonte: Fiocruz — 2008

A infeccdo por S. mansoni pode ser classificada em duas fases: aguda e cronica, ambas
podendo ser sintomaticas, oligossintométicas ou assintomaticas (PRATA; COURA, 2008). A
gravidade das manifestacGes clinicas estd envolvida com a linhagem do parasita, a carga
parasitaria, as condicdes fisiologicas tanto do parasita como do hospedeiro definitivo e a
frequéncia com que ocorre a re-infeccdo. O curso da doenca depende do tipo das reacdes
locais e gerais, da reacdo do organismo na fase da invasdo, das mudancas ocorridas durante o
amadurecimento dos vermes e das reagdes imunopatoldgicas provocadas pelo acumulo de
ovos no tecido do hospedeiro, especialmente do tecido hepatico intestinal (ANDRADE, 1970;
MACHADO-SILVA et al., 2008; REY, 2008d).

Na fase aguda, os sintomas sao decorrentes da penetracdo das cercarias e migragdo dos
vermes jovens. Observam-se sintomas bem caracteristicos: a dermatite cercariana, a febre

Katayama e manifestagdes pulmonares. A dermatite cercarianavaria, desde um quadro
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assintomatico até o surgimento de dermatite urticariforme, com erupcdo papular, eritema,
edema e prurido, durando até cinco dias apds a infeccdo. Devido a inespecificidade destes
sintomas clinicos na fase aguda da doenca, geralmente, sdo ignorados pelo portador e de
dificil diagndstico na prética clinica, acarretando a cronicidade da infecgdo. Apds esse,
comegam as complicagdes da fase cronica, inicialmente caracterizada por: diarreias repetidas,
do tipo mucosanguinolenta ou ndo, e dor abdominal. Durante essa fase o figado e o intestino
sdo 0s 6rgdos mais comprometidos devido ao acumulo de ovos que estimulam ao seu redor
uma resposta imuno inflamatéria granulomatosa. Os granulomas na fase inicial séo
exudativos e ao longo da inflamagéo ocorre um reparo tecidual fibroso. Este reparo tecidual é
irreversivel e responsavel pela hipertensdo portal.No curso da infec¢do os pacientes podem
apresentar ascite e, em quadros mais graves, circulacdo colateral andmala e varizes
esofagianas. Em casos mais raros os pacientes podem apresentar sintomas pulmonares (tais
como dispneia e tosse seca) e neuroldgicos tais como encefalite aguda e vasculite cerebral. Os
sinais e sintomas iniciais da doenca incluem: dor lombar ou dor em membros inferiores,
paraparesia, disfunc@es urinaria e intestinal e impoténcia, nos homens (GRYSEELS, 2012,
PRATA; COURA, 2008; SILVA et al.,2012).
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3 TRATAMENTO

A revolucdo no tratamento quimioterdpico ocorreu durante a decada de 70, com a
descoberta da oxamniquina ([7-nitro-2-[(propan-2-ylamino)methyl]-1,2,3,4-
tetrahydroquinolin-6-ylJmethanol) (OXA) e do praziquantel (PZQ)
(Cyclohexanecarboxamide,N-(2-(3,4-dihydro-1-ox0-2(1H)-isoquinolinyl)-2-oxoethyl)-N-
formyl) (Figura 6). Os ensaios clinicos realizados no Brasil mostraram que o tratamento por
via oral com o OXA apresentava boa tolerancia, baixos efeitos colaterais e indice de cura
acima de 60% (KATZ, 2008a). No entanto, OXA se mostrou inativo contra S. japonicum e S.
haematobium, algumas cepas de S. mansoni do Leste Africano apresentaram resisténcia e sua

producédo foi limitada devido o alto custo (CIOLI et al., 1995).

Figura 6 - Estrutura Quimica do Oxamniquina e B — Praziquantel
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O PZQ comercial é uma mistura racémica composta de partes iguais de levo R (-) e
dextro S (+) is6bmeros. Porém, apenas 0 enantiomero (-) possui atividade
esquistossomicidaque em ensaios clinicos apresenta taxas de cura de 80-90% quando
administrado por via oral (KATZ, 2008a). O amplo espectro de acgdo anti-helmintico, poucos
efeitos adversos, baixocustoe sua eficacia em diferentes formas clinicas da esquistossomose,
inclusive na forma hepatoesplénicafizeram do PZQ a droga de escolha para o tratamento e
controle da esquistossomose (KATZ, 2008a). Atualmente, o Ministério da Saude preconiza
que o tratamento seja em dose Unica oral de 50 e 60mg/kg para adultos e criangas,
respectivamente.

Ainda ndo se conhece o exato mecanismo de acdo do PZQ, mas acredita-se que a
droga atue causando influxo de Ca++ ao longo do tegumento dos vermes. Esse mecanismo €
capaz de causar contragdo muscular, espasmo, danos tegumentares e alteragdes metabdlicas
no verme adulto. A contracdo muscular e 0 espasmo sdo 0s primeiros sinais observados, in
vitro e in vivo, no verme quando expostos ao PZQ (CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003).

Assim, os vermes perdem a capacidade de fixacdo, devido ao relaxamento da ventosa ventral,


http://www.molbase.com/en/cas-125273-88-3.html
http://www.molbase.com/en/cas-125273-88-3.html
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e sdo embolizados para o figado, onde ocorrem reag6es inflamatorias, e, em conjunto com
outras lesBes, culminara com a eliminacdo dos parasitos. PQZ ¢ capaz de causar vacuolizacao,
bolhas e descamacéo ao logo do tegumento (AIRES et al., 2014).

Amplamente utilizado por mais de 40 anos, ainda ndo foi comprovado o
desenvolvimento de resisténcia e/ou tolerancia clinica frente PZQ em nenhuma das principais
espécies que infectam humanos, mesmo em areas onde o tratamento tem sido realizado por
longos periodos de tempo (BLACK et al., 2009; BOTROS et al., 2005; GUIDI et al., 2010).

No entanto, parasitas com menos sensibilidade ao PZQ foram obtidos em
experimentos de selecdo artificial em laboratério (FALLON, 1994) e h& relatos de reducéo
terapéutica registrados em estudos de campo (DOENHOFF et al., 2002; LIANG et al., 2001,
LIANG et al., 2010; MELMAN et al., 2009). Ainda, estudos recentes demonstraram que 0
tratamento de vermes jovens e adultos com dose subletal de PZQ induzia o aumento da
expressdo de diferentes proteinas associadas a resisténcia a maultiplos farmacos
(KASINATHAN et al., 2010). Até o momento a busca por analogos ativos do PZQ ndo foram
tdo eficazes (DONG et al., 2010; LAURENT et al., 2008; RONKETTI et al., 2007), apesar de
compostos prototipos para o tratamento da esquistossomose terem sidos identificados
(SAYED et al., 2008; SIMEONOQV et al., 2008).

Nas campanhas de quimioterapia preventiva, uma dose anual de PZQ vem sendo
distribuido para criancas em idade escolar ou comunidades inteiras. Mesmo ap0s 0S
excelentes resultados obtidos com as campanhas de tratamento em massa, varias barreiras
precisam ser vencidas para eliminar a esquistossomose entre elas: a demanda do PZQ é maior
que a quantidade oferecida, a existéncia de dificuldades na fiscalizagdo e manutencdo da
periodicidade no tratamento da populacdo durante a realizacdo dessas campanhas que
precisam ser realizadas por varios anos, a auséncia de uma vigilancia pés-intervencao e
verificacdo da interrupcdo da transmisséo efetiva da doenca. Além disso, praticas como o
controle dos caramujos, o fornecimento de agua potavel e saneamento basico e higiene,
devem estar aliadas para erradicagdo da esquistossomose. Isso demonstra que a utilizacdo do
PZQ tende a aumentar, e, com isso, pode-se acelerar o risco de surgimento de resisténcia ou
tolerancia do parasita, por isso, torna-se necessaria a aplicacdo de medidas que em curto prazo
aumentem a vida util do PZQ (BOCKARIE et al, 2013; WOELFLE et al.,2011).
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4 MAGUEZAIS

A palavra mangue se refere a um aglomerado de arvores distintivas que sobem de um
emaranhado de raizes contorcidas, arbustos e espécies arboreas que vivem ao longo das
margens, rios e estuarios nos trépicos e subtropicos. Os manguezais sdo extremamente duros.
A maioria vive em terra lamacenta, mas alguns também crescem em areia, turfa e rocha de
coral. Eles vivem em agua até 100 vezes mais salgada do que a maioria das outras plantas
podem tolerar. Prosperam, apesar das inundacdes duas vezes por dia pelas marés oceanicas;
Mesmo se esta &gua fosse fresca, a inundagdo sozinha afogaria a maioria das &rvores.
Crescendo onde a terra e a agua se encontram, oS manguezais enfrentam o peso das
tempestades e furactes oceanicos (ANDREWS et al., 1984).

Existem 80 espécies descritas de manguezais, 60 das quais, vivem, exclusivamente,
em costas entre as linhas de maré alta e baixa. Ambiente esse que cobrira trés quartos das
costas tropicais do mundo, com o Sudeste da Asia hospedando a maior diversidade. Apenas
12 espécies vivem nas Américas. Variam em tamanho de pequenos arbustos aos gigantes de
60 metros encontrados no Equador, dentro de uma determinada floresta de mangue, diferentes
espécies ocupam nichos distintos. Aqueles que podem lidar com imersGes da maré crescem no
mar aberto, em baias abrigadas, e em ilhas franjas. As arvores adaptadas a solos mais secos e
salgados podem ser encontradas mais distantes da costa. Alguns manguezais florescem ao
longo das margens dos rios para o interior, desde que a corrente de agua doce seja atingida
pelas marés oceanicas (BALL, 1998).

Para que 0s manguezais sobrevivam sob tais condi¢des hostis, um conjunto notavel de
adaptacdes evolutivas torna possivel. Estas arvores e arbustos surpreendentes lidam com o sal
presente na agua salgada do mar que pode matar diversas outras variedades de plantas mundo
afora, no entanto, os manguezais devem extrair 4gua doce da dgua do mar que os rodeia.
Muitas espécies de mangue sobrevivem filtrando até 90 por cento do sal encontrado na agua
do mar, & medida que entra em suas raizes. Algumas espécies excretam o sal através das
glandulas em suas folhas. Estas folhas, que sdo cobertas com cristais de sal secos, tendo assim
um gosto salgado. Uma terceira estratégia usada por algumas espécies de mangue €
concentrar sal em folhas mais velhas ou casca. Quando as folhas caem ou a casca derrama, o
sal armazenado vai com elas. (BALL; PIDSLEY, 1995). Outra forma de estratégia de
sobrevivéncia é por acumulo de &gua doce, agindo similarmente a plantas do deserto, 0s
manguezais armazenam agua fresca em folhas espessas e suculentas. Um revestimento ceroso

nas folhas de algumas especies dos manguezais sela-se na agua e minimiza a evaporagéao.
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Pequenos pélos nas folhas de outras espécies desviam o vento e a luz solar, o que reduz a
perda de agua através das pequenas aberturas onde 0s gases entram e saem durante a
fotossintese. Em algumas espécies de manguezais, essas minusculas aberturas estdo abaixo da
superficie da folha, longe do vento seco e do sol. A respiracdo ocorre em uma variedade de
maneiras: alguns manguezais desenvolvem raizes que crescem de forma a perfurar o chéo
denso para fora, como tubos de mergulho. Esses tubos respiratérios, chamados de
pneumatdforos permitem que os manguezais lidem com inundagfes diarias pelas mares.
Pneumato6foros absorvem oxigénio do ar, a menos que estejam entupidos ou submersos por
muito tempo (BHOSALE, 1994).

Os sistemas radiculares que se erguem sobre a agua sdo uma caracteristica distintiva
de muitas espécies de mangue. Essas raizes aéreas assumem varias formas. Alguns sao raizes
estacas que ramificam e entrelacam fora do tronco e ramos mais baixos. Outros sao as raizes
largas, onduladas da prancha que se estendem longe do tronco. Raizes aéreas para ampliar a
base da arvore e estabilizar o sistema de raiz superficial no solo macio e solto. Além de
fornecer suporte estrutural, raizes aéreas desempenham um papel importante no fornecimento
de oxigénio para a respiracdo. O oxigénio entra em um manguezal através de lenticelas,
milhares de poros respiratorios de tamanho celular na casca e raizes. Esses poros fecham
firmemente durante a maré alta, impedindo assim manguezais se afoguem. (BUNT; BUNT,
1999).

O nicho de manguezais entre terra e mar levou a métodos Unicos de reproducao.
Vagens de sementes germinam enquanto na arvore. Entdo, eles estdo prontos para formar raiz
quando eles caem. Se uma semente cai na 4gua durante a maré alta, ela pode flutuar e formar
raizes, uma vez que encontra solo solido. Se um broto cair durante a maré baixa, ele pode se
estabelecer rapidamente no solo macio de lama antes da proxima maré. Uma semente
vigorosa pode crescer até cerca de 0,6m no seu primeiro ano. Algumas espécies de arvores
formam caules e raizes longas, em forma de lanca, enquanto ainda estéo ligadas a planta-mée.
Depois de serem nutridos pela &rvore pai por um a trés anos, estes brotos podem quebrar.
Alguns formam raizes nas proximidades, enquanto outros caem na agua e sdo levados para
costas distantes (CLOUGH, 1992).

Os boténicos acreditam que 0s mangues se originaram no sudeste asiatico, mas as
correntes oceénicas desde entdo os dispersaram para a india, Africa, Australia e as Américas.
Como disse Alfredo Quarto, o chefe do Projeto de Agéo de Mangue: "Durante os milhdes de
anos desde que eles existem, 0s manguezais tém se estabelecido em todo o mundo.” Os frutos,

sementes e mudas de todos 0s manguezais. Plantas podem flutuar, e s&o conhecidos por boiar
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ao longo de mais de um ano antes de formar raiz. Em agua de mar flutuante, uma plantula fica
plana e flutua rapidamente. Mas quando se aproxima de aguas mais frescas e salgadas -
condigOes ideais para 0s manguezais - a plantula fica vertical, de modo que suas raizes
apontam para baixo. Ap6s o alojamento na lama, a plantula rapidamente envia raizes
adicionais para o solo. Dentro de 10 anos, com as raizes se espalhando e brotando, uma Unica
muda pode dar origem a um mato inteiro. Ndo sdo apenas arvores, mas a propria terra que
aumenta. A lama recolhe em torno das raizes entrelacadas do mangue, e as bolsas de lama
rasas acumulam-se acima. Da viagem de uma Unica semente um rico ecossistema pode nascer
(CLOUGH, 1984).

4.1 Rhizophora mangle

A Rhizophora mangle ¢ uma planta cuja folha, caule, raizes e frutos (FIGURA 7)
apresentam variados usos na medicina popular, tais como no tratamento de diabetes, diarreia,
disenteria, infecces fungicas, furinculos, também atuando como antisséptico, no combate a
tuberculose, elefantiase, malaria, febre e em pequenas contusées (ABDEL-HAMEED et al.,
2012; COELHO-FERREIRA, 2009). Destaca-se pela coloragdo vermelha de seu caule, o que
leva a receber o nome de mangue vermelho, e o faz se tornar um dos mangues mais conhecidos
dentre todos os presentes nos manguezais, é pertence aos "verdadeiros manguezais”, ¢ uma
planta forte e resistente capaz de crescer em diferentes climas, pode lidar com as mudancas de
umidade, salinidade, ar e temperatura da agua e pode durar até um ano flutuando no oceano. Esta
caracteristica torna a R.mangle apropriada para colonizar territorios enormes e para competir
com outras espécies de manguezais (FAO, 2007; LACERDA, 2002; MAIA et al., 2005).
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Figura 7 - Rhizophora mangle

Fonte: O Autor (2017)
4.1.1 Distribuicdo Geografica

Rhizophora mangle é a planta mais difundida nos manguezais em nosso planeta,
gracas a sua capacidade de colonizagdo, sua vida longa e sementes que viajam por todo o
planeta. O manguezal vermelho foi inicialmente espalhado pelo humano para a protecdo
costeira e aquicultura. Atualmente, Rhizophora mangle cresce entre a latitude 25 norte e 35
sul do equador. Paises em que esta presente: EUA - Florida, Havai, Gedrgia, Louisiana,
Carolina do Norte, Porto Rico, Carolina do Sul, Texas; América Central - Belize, Costa Rica,
El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicardgua, Panamd; Caribe - Antigua e Barbuda,
Bahamas, Barbados, Ilhas Cayman, Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Jamaica; América do
Sul - Brasil, Colédmbia, Equador, Guiana Francesa, llhas Galapagos, Guiana, Peru, Suriname,
Venezuela; Africa Ocidental - Angola, Guiné equatorial, Benin, Gab&o, Gambia, Gana, Guiné
Bissau, Kamerun, Congo, Libéria, Mauretanien, Nigéria, Senegal, Serra Leoa, Togo, Sahara
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Ocidental; Oceania - llhas Fiji, Polinésia. Os seres humanos introduziram Rhizophora mangle
para o Havai, os Estados Unidos e Queensland, na Australia. Rhizophora mangle é a formacéo
de mangue mais comum nas costas do Atlantico e do Pacifico. (UNIVERSITY OF
FLORIDA, 2011). As espécies de Rhizophora desenvolvem as tipicas raizes “estaca”. Estas
raizes surgem, a partir do tronco ou ramos do mangue e crescem em dire¢do ao solo onde ird
desenvolver um sistema subterraneo de raiz.Se a mesma raiz chegar a agua em vez do solo,
ird crescer de forma subaquética em dire¢do ao solo no oceano. Em um recife, por exemplo, a
raiz pode segurar e ser enraizada. Uma vez que a ponta da raiz em “palafita” encontra um
apoio, pode se propagar com velocidade espantosa para se ancorar ao solo. Estas raizes em
“estaca” tém muitas fungdes, uma das mais importantes € manter o mangue e garantir o seu
crescente espaco. As marés sdo asperas, as ondas enormes, ventos fortes, tempestades
tropicais, tais como tufdes e furaces ndo o fazem facil para os mangues. (NEWFOUND
HARBOR MARINE INSTITUTE, 2011.). Se uma tempestade tropical acontece em areas de
manguezal, sdo essas plantas as primeiras atingidas e entdo outras plantas, animais e seres
humanos, esta é a razdo porque houve apenas danos pequenos em areas atras dos mangues
durante o tsunami em dezembro 2004. Os manguezais protegem a costa de muitas maneiras. E
para garantir seu desenvolvimento e vida nas marés e intemperes & importante para
Rhizophora mangle desenvolver numerosas raizes. Outra habilidade importante das raizes é
permitir a troca de gas em sedimentos pobres em oxigénio. Manguezais muitas vezes crescem
em lama que quase ndo fornecem qualquer oxigénio, e atingem cerca de 5 metros de
comprimento e estender em um raio de aproximadamente 10 metros em torno do tronco.
(UNIVERSITY OF FLORIDA, 2011).

4.1.2 Uso Medicinal

Os extratos de R. mangle foram capazes de inibir o crescimento microbiano de duas
das trés espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Entretanto, a diferenca de
atividade contra as enterobactérias parece derivar dos constituintes do extrato vegetal,
principalmente do grupo dos taninos (CIMANGA et al., 2002). A afinidade dos polifendis por
proteinas desempenha um importante papel na inativacdo de enzimas, impedindo o
crescimento de alguns micro-organismos. Os polifendis tém a propriedade de formar
complexos com ions metalicos como ferro, vanadio, magnésio, aluminio e calcio, resultando

numa menor disponibilidade de ions para 0 metabolismo microbiano (HASLAM,1996).
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Foi observado aumento da resposta inibitéria com o aumento das concentragfes, com
a excecdo da cepa de K. pneumoniae que apresentou maior halo de inibicdo com o extrato da
casca na concentragdo de 2 mg mL™. Outro ponto a ser notado ocorreu com a cepa de P.
aeruginosa, que apesar do aumento da concentragcdo do extrato da casca, ndo houve alteragdo
nos valores dos halos de inibicéo, fato que pode estar relacionado ao processo de sinergismo,
onde o componente com propriedade antimicrobiana pode ter se agregado a um elemento
quimico do extrato, beneficiando metabolicamente o crescimento bacteriano ou inibindo a
acdo antimicrobiana da molécula (DOMROESE et al, 2010)

A concentragdo inibitéria minima do extrato da folha apresentou o melhor
desempenho para inibir o crescimento das cepas Gram-positivas, enquanto o extrato da casca
foi mais eficaz para as cepas Gram-negativas. A utilizacdo de formulacGes de R. mangle
contra processos infecciosos provocados por Salmonela precisam ser melhor estudadas, mas o
fato de ter sido encontrada uma boa sensibilidade da bactéria do mesmo género utilizada,
permite inferir que os extratos sdo promissores para serem utilizados contra infeccdes
causadas por causada pela bactéria Salmonella. O extrato da raiz apresentou a maior CIM
(1250-2500 pg mL™) quando comparado com as outras partes vegetais, indicando que as
moléculas bioativas com propriedades antimicrobianas estdo distribuidas em maiores
concentragdo na casca e na folha. Os extratos da casca, folha e raiz mostraram diferenca
significativa (p=0.0183) quando comparados entre si, pelo método de Kruskal-Wallis. Os
resultados encontrados para os valores da CIM do Cloranfenicol estdo de acordo com as
normas da Clinical and Laboratory Standards Institute (2005). Na medicina tradicional, R.
mangle tem sido utilizada para tratamento contra Ulceras gastricas (BERENGUER et al.,
2006; DE-FARIA et al., 2012; PERERA et al., 2010; ROIG, 1974), efeito antidiarréico
(WENDEL et al., 2013), acdo antibacteriana (MELCHOR et al., 2001), atividade antioxidante
(SANCHEZ et al., 2006) e anti-inflamatéria (MARRERO et al., 2006), e também na
cicatrizacdo de feridas cutaneas (FERNANDEZ et al., 2002).

4.1.3 Metabolitos Secundarios

Os metabolitos sdo intermediarios e produtos do metabolismo, sendo o termo
metabolito usado geralmente a moléculas pequenas. Os metabolitos tém varias funcdes,
incluindo combustivel, estrutura, sinalizacdo, efeitos estimulantes e inibitérios sobre enzimas,
além de acOes cataliticas, atividade prépria (geralmente como um cofator a uma enzima),

defesa e interacbes com outros organismos. As plantas produzem uma vasta variedade de
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compostos organicos cuja grande maioria ndo parece participar diretamente no crescimento e
no desenvolvimento (RUBY, 2015).

Essas substancias, tradicionalmente referidas como metabdlitos secundarios, muitas
vezes sdo diferencialmente distribuidas entre as espécies taxonémicas limitadasdentro do
reino vegetal (LIDIJA, 2000). A evolugdo da importdncia comercial dos metabdlitos
secundarios nos ultimos anos resultou em interesse na possibilidade de alterar a producdo de
metabdlitos de plantas bioativas por meio da tecnologia de cultura de tecidos (RUBY, 2015)

Ao contrario dos metabdlitos primarios, a auséncia de metabdlitos secundarios néo
resulta em morte imediata, mas sim em longo prazo, no comprometimento da capacidade de
sobrevivéncia, fecundidade ou estética do organismo. E estes também desempenham um
papel importante na defesa de plantas contra herbivoros e outras defesas interespécies. Os
seres humanos usam esses metabolitos secundarios como medicamentos, aromas e drogas
recreativas no passado recente (BOURGAUD, 2001).

A rutina (3,3 ', 4', 5,7-pentahidroxiflavona-3-rhamnoglucdésido) é um flavondide do
tipo flavonol que é generalizado no reino vegetal (HOSSEINZADEH; NASSIRI-ASL, 2014).
Kandil et al. (2004), em estudos sobre os polifendis em Rhizophora mangle descobriram que a
rutina € um dos mais abundante glicosidos de flavonol nas folhas dessa planta. A rutina tem
uma ampla gama de propriedades farmacoldgicas que foram exploradas na medicina humana
e em sua nutricdo. A pesquisa atual mostrou seus beneficios farmacoldgicos multispectrum
para o tratamento de vdrias doencas cronicas, como cancer, diabetes, hipertensdo e
hipercolesterolemia (SHARMA et al., 2013). No extrato metanolico de R. mangle, William
(1999) isolou e caracterizou o taraxerol e cinnamoylupeol, dois triterpendides a partir de
folhas e caule de R. mangle. Estes triterpenos sdo importantes na protecdo das folhas contra
herbivoros. A presenca de triterpenos possui adjuvancia com os efeitos gastroprotetor
(PERTINO et al. 2007) e anti-inflamatorio (MEDEIROS et al. 2007).
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Realizar estudo fitoquimico, empregando o HPLC, e a atividade esquistossomicida in
vitro, de extrato metanolico de folhas frescas de R. mangle (EMFRm) sobre Schistosoma

mansoni.

5.2 Objetivos Especificos

e Obter extrato metandlico de folhas frescas de R. mangle.
e Identificar presenca e auséncia de metabdlitos secundarios no EMFRm empregando
HPLC;
e Auvaliar a atividade esquistossomicida(in vitro) de EMFRm sobre vermes adultos de S.
mansoni através de:
= Escores de motilidade;
= Taxa de sobrevivéncia;

= Viabilidade dos vermes.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Material Vegetal

Folhas de R. mangle L. foram coletadas na fase adulta no periodo de floragdo (Janeiro
de 2016) no mangue do municipio de Itamaracd, distrito de Vila Velha estado de Pernambuco
— Brasil a 7° 40’ de latitude sul e 34° 50’ longitude oeste (Figura 8) com selecdo de folhas
verdes, vistosas, de aparéncia visualmente agradavel,com exclusdo de folhas machucadas,
amareladas, danificadas ou degradadas por pragas ou dano fisico aleatério. Uma exsicata
encontra-se no Herbario da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob nimero UFP.
69.655. A coleta foi autorizada pela Companhia Pernambucana de Controle da Poluicdo
Ambiental e de Administracdo de Recursos Hidricos sob autorizacdo CA DRFB No 120/2014
(Anexo A).

Figura 8 - Mapa do Manguezal de Vila Velha (7° 40’ de latitude sul e 34° 50’ longitude oeste) —
Pernambuco, Brasil

A Igreja de Nossa
Senhora da Conceigao

Local de coleta

Fonte: Google Maps: https://www.google.com.br/maps/place/Vilat+Velha,+1Iha+de+Itamarac
(2017)

6.2 Preparacédo do Extrato Metandlico de Rhizophora mangle (EMFRm)

EMFRm foi preparado no Instituto Nacional do Semiarido (INSA), em Campina

Grande, Paraiba, Brasil. Para a preparacdo do extrato foi utilizado 1kg de folhas frescas de R.


https://www.google.com.br/maps/place/Vila+Velha,+Ilha+de+Itamarac
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mangle trituradas em equipamento Pulverisette 14 Classic Line (Fritsch) no qual pequenas
porcdes de folhas foram inseridas no equipamento para obter um produto final
suficientemente triturado. O extrato metanolico foi produzido a partir do método LowBubble
Point de extracdo de fluxo constante (BEJTLICH, 1996). O material vegetal foi inserido em
duplicata no extrator Dionex ASE 350 (ThermoScientific) (40°C) em células de inox (19
células), cada uma com 30 g do triturado e 100 mL do solvente metanol (fase movel) sob
pressdo de hidrogénio (Hy). O extrato foi conduzido para recipientes padronizados de 200 mL
alocados na bandeja do equipamento, gerando um total de 7,6 L. O extrato metandlico foi
conduzido para rotaevaporacdo em Genevac Rocket TM (Genevac), com temperatura de
40.3°C e temperatura de refrigeracdo 3.8°C com variagdo de 1.93°C, passando por ciclos de
1h40min com pressdo de 72 mbar e 648 rpm. Cada ciclo gerou metanol recondicionado, o que
possibilitou a sua reutilizacdo no processo de producdo de extrato, e produzindo também o
extrato bruto concentrado (NAGATO et al., 2001). Varios ciclos foram necessarios a fim de
se obter o extrato mais seco possivel e livre do metanol. O extrato metandlico foi submetido a
extracdo liquido-liquido (ELL) para concentracdo dos metabdlitos secundarios. Foram
utilizados 500 mL do solvente hexano, misturado a mesma quantidade do extrato na

proporcao de 1:1, v/v, sendo a mistura agitada durante uma hora.

6.3 Estudo Fitoquimico do EMFRm

EMFRm foi submetido a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC do inglés — High Performance LiquidChromatography), no aparelho Infinitely Better
(1200 Infinity Series) através do Gradiente Polar 27 minutos, utilizando dois canais (Canal A
fase mével: H20 com 0,3% &cido acético e Canal B: Acetonitrila) a partir de 0 a10 min o 1°
gradiente — 98-90% do canal A e de 10 a 27 min o 2° gradiente — 90%-15% do canal A, sob
um fluxo de 2,4ml/min no tempo total de 27 minutos & 30°C. O extrato (5 pl) foi inserido no
InfinitelyBetter sob o comprimento de onda 256 a 365nm. Foi utilizada a coluna C18 (Zorbax
SB-C18 AgilentStable Bond Analytical) 4.6x250mm (tamanho da coluna) 5microns (tamanho
das particulas), que passou por uma analise por Detector de Arranjo de Diodo (DAD) em um

tempo total de 27 min, gerando assim os cromatogramas (ENGELHARDT, 1979).
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6.4 Consideracdes Eticas, Animais e Infeccdo dos Camundongos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados com aprovagdo do Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal de Pernambuco sob o protocolo
de nimero 0006/2016 (Anexo B). Camundongos fémeas Swiss webster (Mus musculus) com
30 dias de idade, peso de 30g (x2g) foram fornecidos e mantidos no Biotério do Laboratorio
de Imunologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). Os camundongos (n=10) foram infectados,via
percutanea, com 80 cercérias da cepa BH de S. Mansoni (OLIVIER; STIREWALT, 1952). A
cepa foi mantida no Laboratério de Esquistossomose Experimental do LIKA/UFPE e no
Departamento de Medicina Tropical/UFPE, através de sucessivas passagens em Biomphalaria

glabrata e camundongos Swiss.

6.5 Susceptibilidade in vitro do S. Mansoni

Sessenta dias ap6s infeccdo, os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical e os vermes assepticamente recuperados através da perfusdo com salina estéril (NaCl
a 0.9% w/v) do sistema porta-hepatico e vasos mesentérios (SMITHERS; TERRY, 1965). Os
vermes coletados foram imediatamente transferidos para placas de Petri com meio de cultura
RPMI 1640, suplementado com HEPES 20 mM, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg de
estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, e lavados duas vezes com este meio.
Posteriormente, os vermes foram distribuidos (dois casais por poco) em placas de cultura
estéreis com 24 pocos de 35mm de didmetro, contendo 2 mL do mesmo meio suplementado.
Em seguida, os vermes foram incubados a 37°C numa atmosfera imida contendo 5% de CO,.
Duas horas apds incubacao, para permitir a adaptacdo dos vermes, o EMFRm foi adicionado
em concentrag¢des finais de 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL. As concentra¢des de R. mangle
foram baseadas em estudo experimentais que descrevem o emprego de compostos naturais
sobre o S. mansoni (SANTOS et al., 2014). O grupo Controle negativo 1 foi formado por
casais de vermes incubados em RPMI suplementado e no Controle Negativo 2 os casais foram
incubados em RPMI suplementado acrescido de 1% de DMSO. O PZQ na dose de 10uM
empregado como droga padrdo, controle positivo. Todos os experimentos foram realizados
em quadruplicata (n=8 casais de vermes por concentragdo) e repetidos, pelo menos, em duas

Vezes.
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7 CRITERIOS DE AVALIACAO ESQUISTOSSOMICIDA

7.1 Escores de Motilidade e Taxa de Sobrevivéncia

Microscépio invertido foi empregado para avaliar as condi¢fes gerais dos vermes,
incluindo alteragdes na motilidade, no tegumento e na sobrevivéncia. Os vermes foram
monitorados a cada 24 horas, durante 5 dias consecutivos. A motilidade e sobrevivéncia dos
vermes foram avaliadas, de acordo com os critérios estabelecidos por Aires et al. (2013) e
adaptados pelo nosso grupo de pesquisa. Resumidamente, os vermes foram monitorados
obedecendo a um escore decrescente de viabilidade em uma escala de 3 a 0. O sistema de
pontuacao foi o seguinte:

Score 3 = Apresenta movimentos tipicos, exibindo ondas peristalticas dos 6rgdos
internos, ventosas em movimento e/ou aderindo ao fundo ou lateral da placa e sem alteracdes
morfoldgicas,

Score 2 = Apresenta movimento reduzido ao longo de todo o corpo e do peristaltismo
e das ventosas (ocasionalmente aderidas),

Score 1 = Atividade motora minima com movimentos unicamente nas extremidades
(porcdo anterior e/ou posterior), com auséncia de peristaltismo, de movimentos das ventosas e
ndo aderidos,

Score 0 = Auséncia de movimentos com ou sem alteracdes na coloracdo do

tegumento.

7.2 Ensaio de Viabilidade

A viabilidade de S. mansoni, apds tratamento, foi determinada pelo ensaio de
citotoxicidade baseado no 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) (BERTAO et
al. 2012). Resumidamente, um casal de vermes, por poco, foi distribuido em placas de cultura
com 96 pocos e adicionado 100uL de MTT (Smg/ml em solucdo salina tamponada com
fosfato, PBS) e posteriormente incubados a 37°C durante 30 min. Depois, a solucdo de MTT
foi substituida por 200 uL. de DMSO, para dissolugao dos cristais de formazan e a densidade
Optica foi mensurada a 550 nm, num leitor de microplacas (M680, da Bio-RadLaboratories,
Inc.). Esse procedimento foi realizado com os vermes do controle negativo e controle positivo
nas mesmas condicBes experimentais. Esse procedimento foi realizado em quadruplicata e

repetido duas vezes com vermes.
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8 RESULTADOS

8.1 Estudo Fitoquimico

Apos a aplicacdo no Infinitely Better (1200 Infinity Series) dos padrGes de amostras de
metabdlitos secundarios reconhecidos e armazenados pelo Instituto Nacional do Semiarido —
INSA, em Campina Grande, Paraiba, Brasil, foram gerados tempos de retencdo conhecidos e
Unicos de cada metabdlito para a comparacdo com 0s tempos de retencdo do preparado do
EMFRm. A anélise do cromatograma apontado pelo Detector de Arranjo de Diodo (DAD) em
comprimento de onda 256.0 nm evidenciou um total de 69 tempos de retencdo, mostrando
diferentes compostos nos seguintes tempos (minutos) de retencdo: catequina (polifenol)
(10.987), acido caféico (ac. fendlico) (12.333), geraniina (tanino) (13.880), acido p-cumarico (ac.
fendlico) (14.987), é&cido eléargico (polifenol) (16.247), quercetina (flavonoide) (20.767),
apigenina (flavonoide) (22.453) e um alto pico de reten¢do do flavondide rutina (16.033). O
grafico apontado pelo DAD demonstrou o pico principal num tempo de retencdo préximo a da
rutina (Figura 9). Fica evidente a semelhanca do pico revelado do extrato quando comparado

com o padrdo do croméforo Rutina.



FIGURA 9: Andlise cromatografica do extrato metandlico de R. mangle (A) e padrdo rutina (B). O pico principal do
cromatograma do extrato (A1) exibiu um tempo de retencdo préximo a da rutina (B1). O cromdforo deste pico principal (A2)
também mostra grande semelhanga com o padréo rutina (B2).
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8.2 Atividade Esquistossomicida

A Tabela 1 mostra os escores de motilidade e taxa de sobrevivéncia do S.
mansoniexpostos as diferentes concentracdes do EMFRm , durante os intervalos de observacao
do estudo (24, 48, 72, 96 e 120 h).



Tabela 1 - Motilida e taxa de sobrevivéncia de S. mansonisobre exposi¢éo de praziquantel (PZQ) e extrato de R. Mangle

Nota: 12 pares de vermes foram utilizados para cada concentragdo (12 machos e 12 fémeas).
Escores = 3 Apresenta movimentos tipicos, mostrando peristaltismo dos érgdos internos, ventosas em movimento e/ou aderindo ao lado inferior
ou a placa e sem alteracbes morfoldgicas. Escores = 2 Apresenta movimento reduzido em todo o corpo e peristaltismo, e as ventosas
(ocasionalmente aderidas). Escores 1 = atividade motora minima com movimentos somente nas extremidades (por¢do anterior e/ou posterior),
com auséncia de peristaltismo, movimento das ventosas e ndo aderidas. Escores 0 = Auséncia de movimentos com ou sem alteragdes na cor do
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tegumento.
Porcentagem de motilidade dos vermes (%) em pds-incubagao
Grupos 24h 48h 72h 96h 120h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 100 100 100 100 100
PZQ10 uM 100 100 100 100 100

Rhizophora
mangle

400 pg/ml 75 125 12.5 83.4 16.6 58.3 41.6 66.6 33.3 75 25

200 pg/mL 33.3 66.6 20.8 79.2 100 45.8 54.2 58.3 41.7

100 ug/mL 208 792 75 25 100 333 666 542 458

50ug/mL 100 41.7 58.3 50 50 875 125 100

25ug/mL 100 100 100 417 58.3 125 875
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Durante todo o intervalo de observagéo (120hs), semelhante ao controle incubado em
RPMI suplementado (controle negativo 1), casais de S. mansoni cultivados em meio RPMI
suplementado e acrescido de 1% de DMSO (controle negativo 2) exibiram movimentos
corporais e o peristaltismo, dos 6rgdos internos, tipicos e ventosas em constante movimento e/ou
aderidas ao fundo ou lateral da placa de cultura. Além disto, os vermes permaneceram
acasalados, sem mudancas morfolégicas ao longo do tegumento e foi possivel visualizar a
presenca de ovos nos pocos de cultura (escore 3). Apos 24hs de incubacgéo, PZQ causou 100% de
mortalidade. Neste grupo, ndo visualizamos nenhum movimento peristaltico (6rgaos internos) ou
corporal (ao longo do tegumento) e os vermes estavam escurecidos e fortemente encurvados
(escore 0). A mortalidade ocorreu ainda com os vermes pareados (casais) e foi possivel observar
extensas alteracdes ao longo do tegumento que foi tempo dependente.

O EMFRm, foi capaz de alterar a motilidade e causar desacasalamento nos tempos
iniciais do experimento. Logo apds, 24hs de incubagdo, a dose de 400 pg/mL causou 75% de
reducdo na atividade motora, com movimentos unicamente nas extremidades (por¢cdo anterior
e/ou posterior), auséncia de peristaltismo e movimento das ventosas, que ndo estavam aderidas
(escore 1) e 100% estavam desacasalados. Nesta mesma dose a mortalidade de 58% e 75% foi
assinalada em 72hs e 120hs, respectivamente. Nas outras doses, apos 48hs, visualizamos vermes
com reduzido movimento peristaltico, ao longo do corpo e das ventosas (ocasionalmente
aderidas) (escore 2), acompanhadas de processos de desacasalamento que foi dose-tempo-
dependentes ao longo do experimento.

Na dose de 25ug/mL 100% dos vermes permaneceram em escore 3 até 72hs de
incubacdo, apresentou-se mais agitados que o grupo controle, e 0s casais estavam em processo
de desacasalamento. Apds 120hs 87,5% dos vermes evoluiram para o escore 2 e todos estavam
desacasalados. Ja na dose de 50ug/mL além do desacasalamento 100% dos vermes alcangaram
escore 1 no fim do experimento. Apds 72hs de incubacdo todos os vermes exibiram escore 1 nas
doses de 100 e 200 pg/mL. Nestas mesmas doses, a mortalidade foi iniciada apds 96hs de
incubacéo e 54,2 e 58,3% de mortalidade foi alcancada em 120hs, respectivamente.

Ao fim do experimento, 120hs, a viabilidade do S. mansoni frente ao EMFRm, foi
avaliada através do ensaio com MTT. DMSO néo interferiu na viabilidade celular de casais de S.
mansoni uma vez que a formacgao de cristais de formazan foi semelhante entre os grupos controle
1 e controle 2. Com relacdo a viabilidade celular (Figura 10), todas as doses do extrato
mostraram efeito dose-dependente na reducdo de formazan quando comparadas ao controle 1,
com reducdo de 48% e 36% nas doses de 400 e 200 pg/mL, respectivamente. Essas mesmas

doses apresentaram comportamento semelhante a droga padréo (Controle positivo PZQ).


tel:24-120
tel:100
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Figura 10 - Efeitos in vitro do extrato metanodlico de folhas de R. mangle na viabilidade
de vermes adultos de S. mansoni.

Os casais de vermes adultos foram tratados com as amostras em diferentes concentracdes por
120 h, e a viabilidade foi medida usando o teste de MTT e a leitura de reducdo de corante de
formazan e registrado a 550 nm. Os controles dos casais foram incubados em meio RPMI
1640 e adicionados de 1,5% de DMSO. O Praziquantel (PQZ, 10 uM) foi utilizado como
grupo controle positivo. A viabilidade foi expressa como média + desvio padrdo dos valores
de absorvancia para cinco experimentos. * P <0,001, ** p <0,0001 em compara¢do com 0
controle.
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9 DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro a apresentar resultados do screening fitoquimico do
EMFRm coletadas no nordeste brasileiro através de HPLC, além de investigar a atividade
esquistossomicida frente a casais de S. mansoni.

Corroborando com nosso estudo, Sanchez et. al. (1998) ao avaliarem o extrato aquoso
de cascas secas de R. mangle coletadas em Cuba, destacaram também a presenca de
polifendis, representados em sua maioria por taninos, que revelou a presenca de catequina e
ac. elargico, porém diferentemente dos nossos resultados, identificaram o0s compostos
epicatequina, acido clorogénico e acido galico.

Molan et al. (2003), estudando folhas e raizes de extrato aquoso de Cichoriumintybus,
sugerem que taninos presentes nos extratos apresentam atividade anti-helmintica contra os
parasitas: Haemonchus contortus, Dictyocaulus viviparus, Trichostrongylus colubriformis.
Extratos metandlicos de Achillea fragrantissima apresentaram rica quantidade de flavonoides
e taninos, o estudo relata bom desempenho do extrato contra o parasita Trypanosoma evansi
em testes in vivo em ratos (IBRAHIM et. al. 2016).

Em nossos resultados, foi identificada a presenca do &cido caféico no extrato metandlico
de folhas frescas de R. mangle. Por ser um potente antioxidante fendlico, encontrado em altas
concentracfes em plantas, age inibindo a formacéo dos dimeros de timina no DNA das células
da pele expostas a radiacdo UV, diminuindo o processo carcinogénico (LIN et. al. 2003). O
acido p-cumarico, também identificado no extrato, esta diretamente envolvido na relacdo da
estrutura da parede celular, estabelecendo formas de interagdo molecular que envolve ligacoes
quimicas com diversos carboidratos, ndo havendo relatos de efeito antiparasitario (JUNG;
DEETZ, 1993).

Nossa hipdtese € que 0 EMFRm apresenta propriedades esquistossomicida, a partir de
seus metabdlitos secundarios por interferir na atividade motora e no acasalamento dos vermes.
Para os vermes de shcistosoma, 0 acasalamento tem uma importancia muito grande de
sobrevivéncia, uma vez que 0s ovos sdo o0 produto da reproducdo, e responsaveis pela
patologia associada com a doenca esquistossomose. Portanto, a investigacdo do acasalamento
oferece oportunidades para interrupcdo do ciclo de vida dos vermes e na prevencdo da
patologia humana (ALVINE et al, 2016). Ap6s 24h de incubacdo, na dose de 400 pg/mL,
75% dos vermes exibiram atividade motora reduzida com movimento unicamente nas
extremidades (cabeca e/ou calda), auséncia de movimentos peristalticos dos 6rgaos internos e

das ventosas que ndo estavam aderidas e 100% estavam desacasalados.
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Bandaranayake (1998) incentiva a pesquisa dos metabolitos secundarios presentes nas
plantas do mangue, devido ao potencial dos mesmos em produzir efeitos benéficos contra
diversas doengas. Aleman et al (2011) verificaram a atividade larvicida em Trichostrongylus
spp. de extrato metandlico de R. mangle, esses autores sugerem a agao aos taninos presentes
na planta. A atividade anti-helmintica de taninos condensados citados em ensaios in vivo se
confirma geralmente por resultados de ensaios in vitro (HOSTE, 2006). Marrero et al (2006),
mostraram que o0 extrato aquoso das cascas de R. mangle possui potencial anti-inflamatorio in
vitro, a partir da inibicdo das ciclooxigenase-2 e fosfolipase A2, enzimas participantes do
processo inflamatério. Esses trabalhos apontam para os metabolitos secundarios, tais como,
taninos e flavonodides como sendo os responsaveis pelas acdes relatadas em testes in vivo e in
vitro.

Novas drogas com potencial esquistossomicida estdo sendo pesquisadas e, muitas vezes,
servem como modelos para possiveis alteracfes moleculares que resultam em maior eficécia.
O PZQ é uma droga de primeira escolha no tratamento da esquistossomose, seu exato
mecanismo de acao nao &, ainda, totalmente compreendido, apesar de estudos extensivos. No
entanto, sabe-se que provoca rapido influxo de calcio, o que induz a contracdo espasmaodica
da musculatura dos vermes. Em seguida, o tegumento sofre grande destruicdo resultando na
morte dos parasitas (AIRES et. al., 2013). No caso da exposi¢ao ao extrato de R. mangle, ndo
foi evidenciado dano progressivo a membrana, logo, ndo parece estar diretamente relacionado
com o influxo de célcio, no entanto, o extrato demonstrou efetiva acdo de desacasalamento ja
em 24h de exposicdo, que eventualmente leva a morte dos vermes fémeas e inviabiliza o ciclo
de vida do parasita. Cosgrove e Southgate (2002) observaram que machos solteiros de uma
espécie de Schistosoma sequestram ativamente fémeas emparelhadas de seus machos. Este
fato € interessante para investigar os possiveis efeitos do fendbmeno de desacasalamento na
evolucdo de cepas resistentes aos medicamentos contra Schistosoma. O potencial
esquistossomicida do extrato metandlico de folhas frescas de R. mangle parece estar
associado ao fendomeno de desacasalamento, sugerindo assim, mais estudos a fim de averiguar

0 mecanismo de acdo dos metabolitos secundarios.
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10 CONCLUSOES

O screening fitoquimico do extrato metandlico de folhas frescas de Rhizophoramangle
revelou a presenca de polifendis, acidos fendlicos e flavonoides apresentando um alto
pico de retencdo do flavondide rutina.

O extrato metandlico de folhas frescas de Rhizophora mangle nas concentragdes de 400,
200 e 100ug/ml causou mortalidade dos vermes.

O extrato metandlico de folhas frescas de Rhizophora mangle, em todas as
concentracOes foi capaz de causar alteragdes na motilidade e mesmo em concentragfes

mais baixas foi eficaz em causar desacasalamento.
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