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RESUMO

A esquistossomose € uma doenga endémica parasitario presente nos continentes da
América do Sul, da Africa e Asia atingindo mais de 250 milhdes de pessoas, sendo
considerada como a segunda doenga negligenciada de importédncia em saude
publica. O unico farmaco disponivel para o tratamento € o praziquantel (PZQ) o qual
se mostra seguro e eficaz contra as todas as espécies de Schistosoma spp.
Entretanto, ndo impede a reinfecgao e néo é eficaz contra as fases jovens do verme.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade esquistossomicida, in vitro, da -
lapachona isolada e no complexo de inclusdo B-ciclodextrina (BCD-B-lapachona) e o
efeito esquistossomicida da associagdo com praziquantel (PZQ) sobre as diferentes
fases evolutivas de Schistosoma mansoni (Cepa BH). Caramujos Biomphalaria
glabrata foram infectados com miracidios de S. mansoni (cepa BH) e apds 30 dias
foram expostos a luminosidade artificial para obtencéo das cercarias, as quais foram
utilizadas para obtencdo mecanica dos esquistossbmulos com 3 horas.
Camundongos fémeas Swiss webster, previamente anestesiados, foram infectados
por via per cutdnea com uma suspensao média de 120 cercarias. Apds 21 e 50 dias
de infecgdo, os camundongos foram eutanasiados e o0s vermes jovens e adultos
foram obtidos através da perfusdo hepatica. A partir da susceptibilidade in vitro
frente a B-lapachona, B-CD-B-lapachona e praziquantel (PZQ) no intervalo de 24
horas a CLs foi determinada, respectivamente, em 0,23uM, 0,15uM e 164,9uM para
esquistossémulos com 3 horas; 15,6uM, 17,2uM, 78,9uM, para vermes jovens com
21 dias; 69uM, 60uM e 1,8uM para verme adulto macho e 6,6uM, 6,2uM e 36,4uM
para verme adulto fémea. A associagdo da [B-lapachona/PZQ apresentou efeito
sinérgico na concentracao associada da CLsg e subinibitorias frente a vermes jovens
e adultos macho e fémea. Ja a associagdo da BCD-Blapachona/PZQ foi sinérgica
frente aos vermes jovens e adultos machos, também expostos as concentragdes da

CLso e subinibitoérias.

Palavras-chave:Schistosoma mansoni. Praziquantel. Tratamento combinado. In

vitro



ABSTRACT

Schistosomiasis is an endemic parasitic disease present in the continents of South
America, Africa and Asia, with more than 250 million infected people, being
considered as the second neglected disease of importance in public health. The only
drug available for treatment is praziquantel (PZQ) which is safe and effective against
all species of Schistosoma spp. However, it does not prevent reinfection and is not
effective against immatures worms. The aim of this study was to evaluate the in vitro
schistosomicidal activity of B-lapachone alone and in the B-cyclodextrin inclusion
complex (BCD-B-lapachona) and the schistosomicidal effect of the association with
praziquantel (PZQ) on different stages of Schistosoma mansoni (BH strain).
Biomphalaria glabrata snails were infected with S. mansoni miracidia (BH strain) and
after 30 days the artificial light was obtained to obtain the cercariae, which were used
to obtain the schistosomula with 3 hours. Previously anesthetized female Swiss mice
were infected by percutaneously route with 120 cercariae. After 21 and 50 days of
infection, the mice were euthanized and the immature and adult worms were
obtained through hepatic perfusion. From the in vitro susceptibility to B-lapachone, B-
CD-B-lapachone and praziquantel (PZQ) within 24 hours the LCsy, was determined,
respectively, at 0.23uM, 0.15uM and 164.9uM for schistosomula with 3 hours;
15.6uM, 17.2uM, 78.9uM, for immature worms with 21 days; 69uM, 60uM and 1.8uM
for adult male worm and 6.6uM, 6.2uM and 36.4uM for adult female worm. The
association of B-lapachone/PZQ showed a synergistic effect on the associated
concentration of LCsp and subinhibitory against immature and adult male and female
worms. The association of BCD-B-lapachone/PZQ was synergistic with immature and

adult male worms, also exposed to LCsg and subinhibitory concentrations.

Key words: Schistosoma mansoni. Praziquantel. Combined modality therapy. In

vitro.
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1 INTRODUCAO

O precario investimento em sistemas sanitarios € um dos principais
obstaculos relacionado a saude publica. Esta problematica chama atenc¢ao para as
doencas negligenciadas que prevalecem em regides carentes, as quais nao
possuem uma atengdo primaria em saneamento basico. Os investimentos em
pesquisa e medicamentos para o controle endémico sao bastante reduzidos,
principalmente pelo fato de atingir comunidades de baixa renda, em que as
instituicbes farmacéuticas que visam ao lucro ndo se mobilizam de forma integral
(BRASIL, 2014; HOTEZ, 2013)

Dentro desse contexto destaca-se a esquistossomose, uma doenga endémica
parasitaria causada por trematdédeos do género Schistosoma, a qual enquadra-se
como a segunda principal doenga negligenciada. Os ultimos dados epidemiologicos
mostram que o numero de portadores da esquistossomose atinge mais de 250
milhdes de pessoas no mundo. As espécies de Schistosoma estdo distribuidas nos
continentes  Asiatico  (Schistosoma  japonicum)  Africano  (Schistosoma
haematobium,Schistosoma mansoni) e América do Sul (Schistosoma mansoni)
(KATZ, 2008; WHO, 2017).

Na América do Sul, o Brasil € o pais com o maior numero de casos em
esquistossomose mansbdnica sendo endémico em 19 estados federativos. Os
estados da regido nordeste (Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Sergipe) e o estado de Minas Gerais no sudeste, sdo as areas com o
maior numero de notificagbes. Segundo dados do Ministério da Saude, em 2015 os
maiores indices de internagdes e 6bitos foram registrados em Pernambuco. Ja em
2016 o estado de Alagoas foi o estado com o maior nUmero de casos seguido por
Pernambuco (BRASIL, 2014).

O quadro clinico da esquistossomose divide-se em duas fases: aguda e
cronica. Esta ultima, é a fase que esta estritamente relacionada com os indices de
mortalidade, pois caracteriza-se pela forma grave da doenca, a hepatoesplénica.
Nesta fase, as reagdes inflamatérias que tornam-se intensas a medida que os ovos
vao sendo depositados no tecido e vasos hepaticos resultam em um estado fibrético
comprometendo a fisiologia do 6rgao. As apresentagdes clinicas evidenciam um
aumento do figado e bago, ascite e vasos esofagianos que evoluem para o 6bito do
paciente (GRYSEELS et al. 2006).
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O praziquantel (PZQ), (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-
pirazino{2,1-a}isoquinolina-4-ona), um derivado pirazinoisoquinolina é o farmaco de
escolha para tratamento, o qual é seguro e eficaz frente a todas as espécies de
Schistosoma. Embora o PZQ seja caracterizado como um farmaco ideal, a sua agao
possui algumas limitagbes. Dentre elas destacam-se: eficacia apenas contra a fase
adulta do verme; ndo impede ou minimiza os danos resultantes das reacgdes
inflamatorias causadas pelo ovo; ndo impede a reinfecgdo; e por ser o unico
farmaco, o seu uso repetido em areas altamente endémicas aumenta a
probabilidade para o surgimento de cepas resistente. Diante dessa problematica,
estudos vem sendo realizados em busca de novas alternativas quimioterapicas que
possam contornar os fatores limitantes que ainda sdo encontradas pelo PZQ (SILVA
et al. 2017).

A B-lapachona é uma orto-naftoquinona semissintética e lipofilica derivada do
lapachol, o qual pode ser obtido das cascas de arvores da Familia Bignoniaceae. A
B-lapachona em sua forma isolada tem chamado atencdo devido a sua potente
atividade antitumoral, por indugédo da formagao de radicais livres e/ou indugéo da via
apoptética (KEE et al. 2016; YU et al. 2014). Apesar de ser amplamente estudada
em modelos neoplasicos, outros alvos biolégicos ja se mostraram susceptiveis a
agao da B-lapachona. Dentre eles estdo: acao antifungica (BRILHANTE et al. 2016),
antibacteriano  (MACEDO et al. 2013), anti T. cruzi (SALAS et al. 2008)
antihelminticos frente a larvas de Toxocara canis (SANTOS et al. 2015)e
Schistosoma mansoni (AIRES et al. 2014)

A quimioterapia combinada € amplamente utilizada para o tratamento de
infeccdes por virus como os da hepatite C e HIV, bacterianas e na malaria, bem
como para doengas nao infecciosas nos casos de asma e cancer. Os principais
beneficios atribuidos a combinagao de medicamentos estdo relacionados a reducao
de resisténcia, uma maior eficacia e reducéo de efeitos adversos (TALLARIDA et al.
2001). A associacdao de novos farmacos com o PZQ para o tratamento da
esquistossomose podera potencializar o efeito esquistossomicida. Além disso, a
reducado das doses, principalmente do PZQ, minimiza os riscos no surgimento de

cepas resistentes frente aos farmacos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos e geograficos da Esquistossomose

Prevalente em paises tropicais e subtropicais, a esquistossomose € notificada
em 78 paises onde ha mais de 250 milhdes de pessoas infectadas, onde estima-se
mais de 200 mil mortes por ano. Em 2015, mais de 66 milhdes de pessoas foram
tratadas, atingindo principalmente a populacdo de comunidades que apresentam
déficit de agua potavel e saneamento basico de qualidade (GRIMES et al. 2014;
WHO, 2017).

A esquistossomose é considerada uma doencga endémica parasitaria ligada
as condigdes socioculturais e ao baixo desenvolvimento econémico, onde mais de
700 milhdes de pessoas vivem em areas de risco. O Schistosoma €& distribuido
principalmente pelos continentes Africano, Asiatico e América Latina (Figura 1).
Devido aos agravos provocados pelos quadros agudos e cronicos da doenga e aos
indices de morbimortalidades, a esquistossomose tem sido classificada como a
segunda infecgdo parasitaria de importancia em saude publica, ficando atras apenas
da malaria (ROCHA et al. 2016).

. .
I countries or areas at high risk

Countries of areas at low risk

4]

3,400 £ BOO Hiometery

Figura 1- Distribuicdo mundial da Esquistossomose (WHO, 2015).
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O género Schistosoma ¢é classificado em 5 espécies: Schistosoma
hematobium, Schistosoma intercalatum, Schistosoma japonicum, Schistosoma
mekongi e Schistosoma mansoni. A distribuicdo e o predominio de cada espécie
devem-se a fatores como hospedeiro intermediario e o clima. As demais

consideragdes relevantes para a classificacdo das espécies e a sua distribuicao

mundial podem ser analisadas no quadro 1 (COLLEY et al. 2014).

Espécie Morfologia Habitat do Hospedeiro Distribuicao
do ovo verme adulto intermediario geografica
Ovo com espiculo Intestinal Biomphalaria Africa, Oriente
Schistosoma lateral Médio, Caribe,
mansoni Brasil, Venezuela
e Suriname
Ovoide com Intestinal Oncomelaniasp  China, Indonésia,
Schistosoma espiculo lateral Filipinas
Jjaponicum
Ovoide com Intestinal Neotricula aperta  Diversos distritos
Schistosoma rudimento de do Camboja e da
mekongi espiculo lateral Republica
Democratica
popular do Laos
Ovo elipsoide Intestinal Bulinus sp Florestas
Schistosoma com esporao Tropicais da
intercalatum terminal Africa Central
Ovo elipsoide Urogenital Bulinus sp Africa, Oriente
Schistosoma com espiculo Médio, Cdérsega
hematobium terminal (Franga).

Quadro 1- Caracteristicas das espécies de Schistosoma e sua distribuicdo geografica. Fonte: Do

autor

Mais de 90% dos casos registrados da esquistossomose encontra-se na
Africa, onde ha o predominio de Schistosoma mansoni e Schistosoma hematobium
como as principais espécies responsaveis pela ocorréncia da doencga. Muitos paises
do Norte da Africa (Egito, Libia, Marrocos e Tunisia) tém implantado programas no
controle da esquistossomose, obtendo resultados satisfatorios. No entanto, muitos
paises da Africa Subsaariana ainda estdo muito distantes de alcancarem a
diminuigéo e a erradicagao do parasita. (LAl et al. 2015; WHO, 2016).

Na América Central e América do Sul a unica espécie responsavel pelo
quadro endémico da esquistossomose € o Schistosoma mansoni, sendo localizado
na Venezuela, Suriname, Republica Dominicana, Guadalupe, Santa Lucia, Caribe e
varias regides do Brasil. Estima-se que 1,8 milhdes de pessoas estejam infectadas,
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onde os maiores registros sdo dos estados situados na costa litordnea do Brasil, e
que 25 milhdes vivem em areas de risco (WHO, 2013). Por meio dos levantamentos
de dados para apurar a prevaléncia da esquistossomose em escolares de até 14
anos realizado pela OMS entre os periodos de 1942 a 2014, revelou que entre os
paises latinos o Brasil apresentou o maior indice com 58,4% (figura 2), destacando
os estados de Minas Gerais, Bahia e Pernambuco com os maiores registros da
doenca (ZONI e CATALA, 2015; ZONI et al. 2016).
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Figura 2- Prevaléncia da Esquistossomose em escolares na América do Sul e Caribe (1942-2014).
Fonte: ZONI et al., 2016.

Nas ultimas décadas, dados epidemiolégicos tém mostrado redu¢do de novos
registros da doenga no continente Latino. Alguns pontos relevantes que conduziram
a essa conclusao incluem a elevagao socioeconbémica e ao aumento de agées em
saude publica. A migracdo da populagao rural para o meio urbano tem sido citada
como um ponto contribuinte na diminuicdo da transmissdo da esquistossomose
devido ao distanciamento das fontes hidricas e limitando assim o contato com rios
que abrigam os moluscos infectados pelo Schistosoma mansoni. Entretanto, sabe-se

que muitos polos urbanos ainda nao fornecem o tratamento adequado da agua e
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saneamento basico de qualidade, tornando dessa forma um desafio para a
eliminagdo da esquistossomose (ZONI e CATALA, 2015).

No Brasil, Schistosoma mansoni esta presente em 19 estados com os
maiores focos em toda area litoranea da regiao nordeste, em destaque Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, no sudeste o estado de
Minas Gerais e em areas isoladas da regido sul do pais (Figura 3) (KATZ, 2008;
SCHOLTE et al. 2013).

Positividade (%) - ‘ -
: ! &

Sam informacio

' 0 250500 1,000

T T

Sistemas de coordonadas goograficas
Datum Horzamial: WGESE4

Figura 3- Distribuicdo da Esquistossomose no Brasil de acordo com faixa de positividade (2010-
2015).
Fonte: Ministério da Saude.

A presengca do hospedeiro intermediario foi um fator chave para a
permanéncia do Schistosoma mansoni no Brasil. O molusco responsavel pela
transmissao pertence a familia Planorbidae, género Biomphalaria tendo como
habitat as colecbes de agua doce. O molusco transmissor é classificado em 10

especies € uma subespécie, porém apenas trés sdo conhecidos como agentes
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naturalmente infectados e potencialmente transmissores: O Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria straminea (BRASIL, 2014).

A regido nordeste possui 0 maior numero de estados com ampla distribui¢ao
das espécies de Biomphalaria com potencial risco de transmissao do S. mansoni
(tabela 1). Apesar da sua maior concentragao na regido nordeste, as demais regides
do Brasil ndo fogem das altas estatisticas em notificacées do caramujo (figura 4). A
espécie Biomphalaria glabrata é a mais recorrente na regido norte e nordeste do
pais, embora seja notificado nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sao Paulo (CARVALHO et al. 2008).

O estado de Pernambuco é umas das unidades federadas enquadrado como
a mais endémica para esquistossomose, onde em 2013 foram notificados 141 6bitos
representando um terco do total da mortalidade registrada no pais. As cidades
consideradas como prioritarias (com indice de positividade 210% no periodo 2010-
2014) estdo situadas no litoral, zona da mata e algumas areas do agreste
destacando-se: | GERES-Aracoiaba, Moreno, Sdo Lourengo da Mata e Vitoria de
Santo Antdo; Il GERES-Carpina, Machados, Tracunhaém e Vicéncia; Ill GERES-
Agua Preta, Escada, Gameleira, Jaqueira, Lagoa dos Gatos, Palmares, Primavera,
Quipapa, Ribeirdo, Rio Formoso, Sdo Benedito do Sul, Sirinhaém e Xexéu; V
GERES-Brejao; Xll GERES-Alianga, Goiana, ltaquitinga e Timbauba (Figura 5)
(SEVS/SES-PE, 2015).

Tabela 1- Presenca dos hospedeiros intermediarios de Schistosoma mansoni por estados e nimeros
de municipios na regido nordeste do Brasil. Fonte: Carvalho, et al 2008. Adaptado.

NUMERO DE MUNICIPIOS

ESTADOS B. glabrata B. tenagophila B. straminea
Alagoas 40 - 52
Bahia 301 8 411
Ceara - - 117
Maranhao 30 - 39
Paraiba 15 - 76
Pernambuco 21 - 131
Piaui 1 - 76

Rio Grande

do Norte 20 - 77

Sergipe 49 - 30
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Figura 4- Distribuicdo geografica das espécies: a) B. glabrata, b) B. straminea e c) B. tenagophila.
FONTE: Carvalho e Caldeira 2004.
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Figura 5- Mapa com a distribuicdo de municipios prioritarios para esquistossomose em Pernambuco,
adaptado. Fonte: SANAR/SEVS/SES-PE.

Caracterizada como uma doenga do meio rural, a esquistossomose passou a
ser registrada no litoral de Pernambuco a partir da década de 90. A migragao
populacional portadora da doenga foi impulsionada pela busca de empregos e
melhores condi¢des de vida. As transferéncias desordenadas e nao planejada
fizeram com que muitos desses individuos passassem a habitar nas periferias da
cidade. Vivendo em situagcbes precarias no que se diz respeito ao saneamento
basico adequado, contribuindo para a contaminacdo de colegcbes hidricas. O
langcamento dos dejetos humanos em rios e lagos proporcionam a contaminagao de
criadouros naturais dos moluscos hospedeiros intermediarios, resultando na
continuidade do ciclo de transmissao do Schistosoma mansoni. Em Recife foram
detectados 30 criadouros de Biomphalaria straminea, dos quais quatro sao focos
potenciais de transmissdo (BARBOSA et al. 2013).

A regido de Porto de Galinhas em 2011 registrou 36 criadouros de
Biomphalaria glabrata, em que onze locais foram considerados de risco. Outras
localidades do litoral também foram notificadas por apresentarem criadouros do
molusco (Tabela 2). Em 2013, foram coletados 485 caramujos B. glabrata em Porto
de Galinhas, os quais apresentaram taxa de infec¢cdo correspondente 81,9%,

demonstrando um local de alta transmissao (GOMES et al. 2014).

Tabela 2- Numero e taxa de infecgdo de moluscos hospedeiros intermediarios no literal de
Pernambuco. Fonte: Barbosa et al., 2014. Adaptado.

CIDADES PERIODO TAXA DE INFECGCAO
(2008)
B. glabrata  B. straminea  B. glabrata  B. straminea
Cabo de Santo Agostinho - 33 - -
Goiana 227 109 4% -
lgarassu - 89 - -
Itamaraca 709 138 12,2% -
Jaboatado dos Guararapes 1539 - 6,5% -
Porto de Galinhas/Ipojuca 469 - 22,2% -
17,1% (Pau
Paulista 481 338 Amarelo) 0,9%
4,4%
(Janga)

Recife - 18 - -

Tamandaré 194 - 16,5% -
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Composto por 43 municipios, a Zona da Mata é considerada uma das
principais regides endémicas no Brasil. Uma area que tem como destaque em sua
economia a cana-de-agucar, revela a forte influéncia da populacédo rural e suas
condi¢cbes de habitacionais na prevaléncia da esquistossomose. Em 2004, a Zona
da Mata apresentou um indice de 13,7% de amostras positivas para Schistosoma
mansoni, € em 2005 a taxa de positividade em escolares entre 9-12 anos foi de
14,4%. (FAVRE et al. 2006; BARBOSA et al. 2010).

Diante do quadro emergencial, o governo de Pernambuco através do Decreto
n°39.497, de 11 de junho de 2013, tem implementado o Programa de Enfretamento
as Doencas Negligenciadas-SANAR, incluindo neste plano a esquistossomose.
Juntamente a Secretaria de Saude e a Secretaria Executiva de Vigilancia em Saude
do Estado visam, em médio e longo prazo, a redugédo e a erradicagdao de novos
casos da esquistossomose nos municipios considerados prioritarios para o Governo
(MS, 2016; SVS/SES-PE, 2015).

2.2 Schistosoma mansoni

2.2.1Aspectos biolégicos e morfolégicos nas diferentes fases evolutivas

O Schistosoma mansoni apresenta diferentes fases evolutivas que variam de
acordo com o hospedeiro e o local que o alberga em: ovo, miracidio, esporocisto,
cercaria, esquistossomulo e verme adulto.

Produzido nas glandulas vitelinicas e no ovario, o ovo do Schistosoma
mansoni tem como caracteristica em sua constituicdo uma casca proteica e
internamente diversas células vitelinicas (figura 6). Durante a sua formagao inicial
desde o ovario até a sua eliminagcdo no meio (do primeiro ao quarto estagio de
maturacao), o ovo passa por diversas modificacoes. Na fase inicial, camadas finas
da membrana citoplasmatica interna do ovo intercalam-se entre a casca e as células
vitelinicas. Ao passo do processo de maturagao, essa membrana torna-se continua
separando a casca proteica das células vitelinicas, contornando internamente todo o
conteudo do ovo. Através da microscopia eletrbnica de transmissdao as células
vitelinicas sao destacadas por apresentarem em seus citoplasmas organelas

essenciais como mitocdndria e reticulo endoplasmatico (CARVALHO et al. 2008).
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Ao atingir seu ultimo estagio de maturacéo, o ovo apresenta em seu interior o
miracidio formado. Nessa fase, os ovos maduros possuem cerca de 150um de
comprimento por 60-65um de largura de formato oval, destacando-se também o seu
espiculo ou espinho lateral formado pela camada externa na porgédo posterior do
ovo. O tempo médio de vida dos miracidios dentro do ovo no tecido € de 20 dias, ja
no meio ambiente a sobrevida varia de 2-5 dias sendo essencial o contato aquatico

para da continuidade a sua evolugao (BRASIL, 2014).

Espiculo lateral

Miracidio

Figura 6- Ovo maduro de Schistosoma mansoni. Fonte: Aidan Emery.SCAN/myspecies.info

O miracidio (figura 7) possui cerca de 160-180 ym de comprimento por 60 pym
de largura e apresenta formato cilindrocénica. E constituido por placas epidérmicas
ciliadas e anucleadas que juntamente ao seu sistema muscular auxiliam na
motilidade no meio aquatico. Na sua porgao anterior esta localizado o terebratorium,
uma saliéncia apical em forma de cone, retrateis e nao ciliados, que possui a porta
para as glandulas de adesdo e penetragdo e diversos receptores sensoriais. O
miracidio apresenta um sistema excretor que elimina seus produtos e regula os
liquidos interno. Esse sistema é formado por dois pares de células em flama ou
solendcitos seguidos por tubulos coletores, finalizando-se nas laterais do corpo para
0 meio externo. Na sua porcao posterior os miracidios possuem diversas células
germinativas, os quais irdo apresentar alta atividade durante a fase de esporocistos
no interior dos moluscos (CARVALHO, et al. 2008).

ApOs a penetragcdo no hospedeiro intermediario o miracidio passa por
diversas modificagées para dar inicio a formagao dos esporocistos (figura 8). Apds 2
horas de infec¢gdo, o miracidio sofre perdas significativas de suas estruturas, como
cilios e placas epidérmicas, parte dos constituintes de suas glandulas e o

terebratorium que perde sua forma.
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Terebratorium

Glandula de adeséo

Tubulo excretor

Solendcitos

Figura 7- Miracidio Schistosoma mansoni. Fonte: Marty and Andersen,1995.

Durante essa fase que antecede a formagao completa do esporocisto primario
ou mae, o miracidio nessa fase pode ser facilmente eliminado por meio do sistema
defensivo do molusco, pelo fato de estar desprovido de suas estruturas externas. Os
miracidios que falham na formagdo do novo tegumento sado envolvidos
completamente por amebdcitos e fibroblastos, evidenciando uma degeneragao
extensiva. O parasita que tem sucesso na formagado completa do novo tegumento é
envolvido por uma fina camada sincicial, cinco horas pés-infeccdo. Apos 24 horas
inicia a formacao de microvilosidades ramificadas sobre a nova membrana externa
que realiza trocas metabdlicas e interage com o meio celular do hospedeiro. Ainda
durante a formacdo do novo tegumento, vesiculas abundantes em reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), complexo de Golgi e ribossomos surgem na sua
superficie. Essas vesiculas apresentam alta atividade de excrecdo proteica, que
resultam na repulsado de fagécitos do hospedeiro. Diante disso, postula-se que essas
vesiculas possuem atividade protetora a acdo dos amebdcitos do molusco (CHIA-
TUNG, 1996)

ApoOs 72 horas de infecgdo o miracidio inicial perde suas caracteristicas,
destacando-se a nova membrana do esporocisto primario ou méae, rica em
ribossomos, polirribossomos, mitocondrias, dentre outras organelas. Neste periodo
as células germinativas do esporocisto mae que inicialmente apresentavam-se
imaturos, com nucleos proeminentes, pobre em heterocromatina e pouquissimas
organelas, tornam-se mais evidentes. Essas células costumam-se estar agrupadas
ou isoladas, sao ricas em mitocéndria, RER e Complexo de Golgi, e as divisbes
celulares podem ocasionalmente ser observadas. O esporocisto mae torna-se mais
alongado proporcionando espago para o aumento do numero de células
germinativas. Apos 4 dias, observa-se a formacdo de um prolongamento interno do
tegumento originado a partir da membrana externa, em que parte dessas extensdes

passam a envolver as células germinativas. Seis dias apds a infecgao, as células
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germinativas sdo completamente envolvidas pela nova membrana, que apresenta
caracteristicas similares ao da membrana externa, formando uma nova estrutura
interna de forma esféricas contendo as células germinativas, dando origem ao
esporocisto secundario ou filha. Essa nova estrutura sacular de células germinativas
alonga-se a medida que ocorre o aumento no numero de células que se diferenciam
em cercarias. O processo de formagdo de um novo tegumento interno descrito na
origem do esporocisto secundario ou filha pode ocorrer neste, resultando na

continuidade de novas geragdes de esporocistos (MEULEMAN et al. 1980).

Esporocistos

Figura 8- Esporocisto em corte histoldgico do tecido de caramujo Biomphalaria glabrata. Fonte:
Universidade do Panama.

A cercaria (Figura 9) de vida livre tem aproximadamente 500 pm de
comprimento, bem caracterizada pelas suas ventosas oral e ventral ou acetabulo e
cauda bifurcada. O corpo cercariano possui em seu revestimento espinhos e
granulos que também sao observados em toda extensao de sua cauda, e esta por
ser um anexo que auxilia apenas na locomogao aquatica e perde-se rapidamente,
nao possui 6rgdos descritos claramente. Internamente seguido ao tegumento,
destaca-se a lamina basal, fibras musculares circulares e longitudinais, corpos de
inclusdo e células subtegumentais (CAVALCANTI et al. 2009).

O tegumento cercariano € formado por um sincicio de regiao citoplasmatica
anucleada unido diretamente a membrana basal continua a corpos celulares
nucleados mais interno ao parénquima. O citoplasma do tegumento sincicial é
granular e possui diversos corpos de inclusdo denominado do tipo cercaria que
postula-se estar envolvido na formacgado estrutural heptalaminada da bicamada

lipidica na fase adulta do parasito. Subjacente, ha uma membrana superficial
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trilaminada com espessura de 7 nm revestida por uma estrutura filamentosa e fina, o
glicocalix. Este € um complexo de moléculas glicidicas que auxiliam na integridade
celular. No parénquima do corpo cercariano estdo localizadas as células
subtegumentais do tipo I, I, Il e IV que sdo mais visiveis no estagio de
esquistossémulo. A diferenciacdo dessas células é baseada em sua localizagdo no
corpo cercariano, tamanho e morfologia dos corpos de inclusdo (DORSEY et al.
2002).

Ventosa oral

Ventosa ventral ou acetabulo

Cauda bifurcada

Figura 9- Cercaria de Schistosoma mansoni. Fonte: Do autor

O sistema nervoso da cercaria € composto por um ganglio central,
destacando-se por ser uma estrutura extensa que envolve a regiao anterior do
esb6fago até o ceco e seis pares de troncos nervosos. Também estdo presente as
papilas sensoriais, que sao terminacdes nervosas que respondem aos estimulos
quimicos, mecanicos e térmicos. Distribuidos bilateralmente e simetricamente na
por¢cao oral e na cauda, totalizando aproximadamente 76 papilas sensoriais. O
sistema osmorregulatorio consiste em células tubulares alongadas com membranas
ligadas através de desmossomos, possuem um nucleo definido e o citoplasma
contendo vesiculas e mitocdndrias distribuidos homogeneamente. Estdo presentes
nesse conjunto as células em flama ou solendcitos, que possuem forma irregular
com um nucleo proeminente heterocromatico, RER, complexo de Golgi, mitocéndrias
e algumas vesiculas. Sao organizados em 5 pares situados ao longo do corpo
cercariano e 1 par na regido anterior da cauda. Na porgdo anterior do corpo
cercariano estao localizadas as células germinativas que se diferenciam na fase

adulta, em vermes machos ou fémeas. Comportam-se em forma de haste, possui
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um nucleo heterocromatico, o citoplasma rico em ribossomos, mitocdndrias,
complexo de Golgi e RER (DORSEY et al. 2002; CARVALHO et al. 2008).

A transicdo de cercaria de vida livre para esquistossomulo (figura 10)
promove mudancgas bioquimicas e morfolégicas no processo de adaptagdo no
hospedeiro definitivo. A invasdo da cercaria na pele do hospedeiro se da através de
suas glandulas especializadas, como as glandulas ventrais ou acetabulares e os
corpos celulares subtegumentais. Apds identificar o hospedeiro por meio de sinais
quimicos da pele como o acido linoleico, a cercaria utiliza sua glandula do complexo
acetabular que auxilia na escolha de uma local propicio a sua invaséao, liberando
posteriormente seu conteudo enzimatico, que também sera relevante no processo
migratério até os vasos sanguineos. Apesar desse processo inicial ocorrer em
alguns minutos (até 30 minutos), o intervalo da passagem do corpo cercariano da
epiderme até a derme e vasos sanguineos difere em relagdo aos hospedeiros
(McKERROW et al. 2003; CURWEN et al. 2003; HE et al. 2005).
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Figura 10- Esquistossémulos de Schistosoma mansoni. Fonte: Do

Nas primeiras 24 horas apds a infeccdo, estudos em amostras de pele
mostraram que mais de 80% dos esquistossdmulos ainda permaneciam na
epiderme, enquanto em ratos a taxa era cerca de 50%. Contudo, apés 48 e 72 horas
as taxas de esquistossbmulo na derme da pele humana e proximos de vasos
sanguineos é em torno 60% e 71%, respectivamente. A medida que as barreiras sao
ultrapassadas, o esquistossOmulo perde progressivamente o glicocalix e as suas
glandulas acetabulares sao esvaziadas (MCKERROW et al. 2002; HE et al. 2005).
No quarto dia apdés a infeccdo ao atingirem a circulagdo sanguinea, o0s

esquistossdmulos migram da pequena circulagdo em dire¢do ao pulmdo e em
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seguida, ao figado por volta do décimo dia, os quais s&o alvos de mudangas
morfolégicas e fisiolégicas. Durante essa passagem, os esquistossomulos
apresentam o tegumento de tamanho aumentado e estriada chegando a medir cerca
de 400 ym de comprimento com as extremidades revestidas por espinhos. O tubo
digestivo também ¢é alvo das alteragdes, o qual é dividido em seis estagios evoluindo
de um pequeno ceco a um ceco bifurcado que se une apds a ventosa ventral
formando um unico ceco. Chegando ao figado, o ceco torna-se maior, cerca de trés
vezes, onde a ingestdo de hemacias é evidenciada (PINTO et al. 1990; CARVALHO,
et al. 2008). No sistema porta-hepatico os vermes jovens iniciam o processo de
maturagao, sendo caracteristico apos 21 dias. Os vermes machos adultos possuem
aparéncia esbranquigada medindo em média 10 mm de comprimento e uma
curvatura dorsoventral. Na porcao anterior estdo localizadas a ventosa oral e uma
ventosa ventral ou acetabulo mais notavel que a oral. A ventosa oral possui trés
sitios distintos: inferior, posterior e de fundo. Nessas areas a ventosa possui um
revestimento de espinhos finos, destacando-se um tegumento poroso nas areas livre
de espinhos e a presenca de papilas sensoriais. O sistema digestivo tem inicio a
partir da boca localizado no fim da ventosa oral. Unido a um es6fago curto que se
bifurca a nivel da ventosa ventral seguindo lateralmente ao corpo, unindo-se

posteriormente em um unico ceco (figura 11) (SILVA et al. 2008)

/ Ventosa ventral
=,
'

Ventosa oral ;\é\

Ceco ramificado

Figura 11- Verme jovem (21 dias) macho de Schistosoma mansoni. Fonte: Do autor

O sistema reprodutor masculino é localizado na regido ventral, o qual é
diferenciado pela espessura do poro genital na margem inicial do canal ginecéforo
(que alberga a fémea) possuindo cerca de 7 a 8 lobos testiculares. A vesicula
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seminal esta unida ao poro genital por intermédio do ducto ejaculatorio e unida ao
testiculo através do ducto deferente situado na porgéao final do canal ginecéforo. O
verme macho é desprovido de 6rgao copulador, fecundado a fémea por meio do
envoltério do canal ginecoéforo, onde os espermatozoides séo liberados no poro
genital alcangado a fémea. Os tubulos coletores, que originam os ductos excretores,
sdo unidos formando uma bexiga que se liga ao poro excretor na regido posterior do
corpo (figura 12) (MACHADO-SILVA et al. 1998; MACHADO-SILVA et al. 2003;
MARTINEZ et al. 2003; NEVES, 2005).

Ventosa oral

—» Canal ginecdéforo

Ventosa ventral

Figura 12- Verme adulto macho de Schistosoma mansoni. Fonte:Universidade do Panama

As fémeas adultas (figura 13) tém em média 15 mm de comprimento,
possuem uma ventosa oral e ventral ou acetabulo de tamanhos inferiores
comparadas aos do macho e séo filiformes. A superficie do seu tegumento € menos
complexa, lisa e de aparéncia translucida permitindo a visualizagdo de uma
coloracgao castanha devido a ingestdo de hemacias e o consequente metabolismo da
hemoglobina em hemozoina. O sistema digestivo feminino n&o possui diferencas
das descritas do verme macho adulto. O sistema reprodutor inicia-se por uma vulva,
localizada abaixo do acetabulo, seguida pelo utero, odtipo e ovario. As glandulas
vitelinicas ocupam a maior a parte do corpo da fémea e sao constituidas por células
vitelinicas que diferem em tamanho e fungao na participagéo de formacgéo da casca
do ovo. O odtipo é caracterizado por apresentar células epiteliais cuboides,
musculatura longitudinal e circular, os quais participam na morfologia do ovo. O
ootipo é ainda envolvido por células glandulares que resultam na glandula de Mehlis,

sendo uma de suas funcdes estimular as células vitelinicas a sintetizarem o material
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formador da casca do ovo (MONE e BOSSIER, 2004; CARVALHO et al. 2008;
PEREIRA et al. 2013).

Ventosa oral

Ventosa ventral

Ovirio

Glandula vitelinica

hi:

Figura 13- Fémea adulta de Schistosoma mansoni. Fonte: Do autor

2.2.2 Ciclo biolégico

O ciclo biolégico do Schistosoma mansoni (figura 14) requer passagens
indispensaveis em dois hospedeiros, um definitivo sendo representado pelo homem
no qual ocorre a reproducdo sexuado dos vermes adultos, e um intermediario
representado pelo molusco do género Biomphalaria onde ocorre a reprodugao
assexuada, sendo dessa forma categorizado por um ciclo complexo do tipo
heteroxénico.

As fases larvares em meio aquatico sao responsaveis por infectar ambos
hospedeiros. O homem infectado albergando casais de Schistosoma mansoni libera
em suas fezes ovos maduros contendo em seu interior o miracidio, larva
responsavel por infectar o molusco Biomphalaria. Uma vez em contato com a agua e
as condi¢des favoraveis (luminosidade constante e intensa, temperatura média de
28°C e boa oxigenagdo) o ovo maduro eclode liberando o miracidio que nada
ativamente com auxilio das suas estruturas ciliares em busca do hospedeiro
intermediario (BARBOSA et al. 2000; NEVES, 2005).
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O encontro do miracidio com os caramujos se da por mecanismos
quimiotaticos, os quais liberam substancias que sdo detectadas através do
terebratorium ou da papila apical dos miracidios. O contato miracidiano ao tecido do
caramujo induz o terebratorium a assumir forma de ventosa, ocorrendo em seguida

a liberagdo do conteudo da glandula de adesao. O miracidio pelos seus movimentos

rotatorios e contrateis |n|&a@§5§gjd§?9§¢$§q0§§ invasdo, qug -simultaneamente, as

meio agquatico.
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S. mansoni

Figura 14-Ciclo biolégico deSchistosoma mansoni. FONTE: Adaptado de dpd.cdc.gov, 2012.

No tecido do caramujo, os miracidios continuam em processo de desconexao
estruturais (cilios, terebratorium e musculatura subepitelial) resultando numa
estrutura sacular contendo células germinativas que assexuadamente replicam-se
gerando os esporocistos | ou mae e no 14° dia apds a infecgcdo resultam nos
esporocistos Il ou filhos, que se diferenciam em cercarias. A completa formagao

cercariana e sua liberacdo no meio aquatico ocorre ap6s 30 dias da infeccdo dos
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caramujos. Cada miracidio, que ja tem o sexo definido das cercarias, pode gerar em
média cerca de 100 a 300 mil cercarias (NEVES, 2005; GRYSSELS et al. 20006).

As fases de diferenciagao cercariana ocorrem nos espagos mais parasitados,
como nas glandulas digestivas, ovotéstis e tubulo renal. A saida das cercarias dos
caramujos, denominada de emergéncia cercariana, € influenciada
predominantemente por estimulos externos como luz e temperatura. A passagem
das cercarias para o meio externo também se da pela formagao de vesiculas, que
auxiliam na migracao por diversos tecidos do caramujo. As cercarias sao descritas
por apresentarem glandulas, ainda no interior do hospedeiro intermediario, as quais
acredita-se facilitar a sua saida na fase de emergéncia cercariana, denominando-as
de glandulas de escape (COELHO e BEZERRA, 2006).

No meio aquatico, as cercarias nadam ativamente em busca do hospedeiro
definitivo. O tempo médio de vida cercariana é cerca de 36-48 horas, apresentando
maior capacidade infectante nas primeiras 8 horas de vida. A manutencdo das
cercarias na superficie aquatica esta diretamente relacionada aos fatores como luz,
temperatura e gravidade, contribuindo para uma maior probabilidade de encontrar o
hospedeiro. Ao entrar em contato com a pele do homem as cercarias passam por
mudangas comportamentais nas fases de adesédo, penetragcado e migracdo. A adesao
das cercarias se da pela acdo da secrecdo mucoproteica pelas ventosas
acetabulares promovendo a fixagdo da ventosa oral. Ao aderir-se, as cercarias
rastejam pela extensdo cutdnea em busca de irregularidades nas escamas
epidérmicas. Concomitante a esse processo, ocorre a liberacdo do conteudo
enzimatico das glandulas de penetragdo com acgao proteolitica que em conjunto a
agao mecanica rotatéria e intensa facilitam a passagem do corpo cercariano a
superficie epidérmica e perda caudal. Esse processo pode durar em média 15
minutos (BRACHS e HASS, 2008; HAEBERLEIN e HASS, 2008).

Ao chegar na derme o corpo cercariano, denominado nesta fase de
esquistossédmulo de pele, migra para os tecidos mais profundos em busca dos vasos
linfaticos ou venosos. Os esquistossdmulos passam por uma série de modificacoes
bioquimicas e fisiolégicas em um processo de adaptagdo ao novo ambiente. Como a
conversao do tegumento trilaminar em uma estrutura heptalaminar e a troca do
metabolismo oxidativo para o anaerdébio facultativo. A membrana heptalaminada tem
um papel de aderir-se as diversas proteinas do hospedeiro, favorecendo, dessa

forma, o parasito em “mascara-lo” frente aos mecanismos imunoldgicos. Ao acessar
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os vasos linfaticos ou venosos, os esquistossbmulos seguem da pele para os
pulmdes, onde sdo carregados pelo fluxo sanguineo venoso para o coragao direito
chegando aos pulmdes via artéria pulmonar, sendo conhecidos nessa etapa de
esquistossémulos pulmonares. O aumento do numero de esquistossémulos no
pulm&o pode ocorrer entre o segundo e oitavo dia apds infeccdo (SKELLY e
WILSON, 2006; NEVES, 2005).

Os esquistossOmulos tém a sua completa maturidade nos vasos intra-
hepaticos, e até atingir seu habitat final enfrentam diversos obstaculos. Na literatura
ha a descricdo de quatro possiveis vias: intravascular direta sem recirculagéo;
intravascular direta com recirculagéo; intravascular reversa; e transdiafragmatica.
Destas, a via intravascular direta com recirculagcdo é a mais aceita e a melhor
comprovada. Os esquistossdmulos antes de adentrarem as artérias que conduzem
ao sistema porta-hepatico, passam pela circulacdo pulmonar-sistémico. Das veias
pulmonares, os vermes sao levados para a camera esquerda do coragcdo, € em
seguida bombeados para a aorta. Da regido aortica os esquistossdémulos podem ter
acesso ao sistema hepatico por duas vias principais: artéria hepatica ou artéria
mesentérica. Durante esse percurso, acredita-se que os vermes migrem pelo leito
capilar sistémico regressando a circulagdo venosa, repetindo todo o processo
migratorio, para assim, terem acesso ao sistema porta-hepatico. (MILLER e
WILSON, 1980; WILSON e COULSON; 1986; WILSON, 2009).

No interior dos vasos hepaticos, os esquistossbmulos sdo induzidos ao
processo de maturacdo entre os periodos de 10 a 20 dias apds infeccdo. Nesse
mesmo periodo, 0s vermes ja sdo caracterizados por terem como fonte de nutrientes
o0 material sanguineo, e também s&o evidenciados pelo aumento do volume corporal.
Em média, na terceira semana os vermes seguem acasalados para as veias
mesentéricas inferiores, onde iniciam a oviposicao na parede intestinal entre 30° e o
34° dia de infeccao (WHEATHER e WILSON, 1979; BRENER et al. 1956).

Os ovos recém liberados nao apresentam o miracidio totalmente formado,
necessitando assim passar por etapas de maturagéo (1° ao 5° estadio), processo
este que dura em média 6-7 dias a medida que atravessam o tecido intestinal em
direcao ao lumen. Os ovos maduros do Schistosoma mansoni sao vistos no material
fecal em 42-45 dias de infeccdo. No meio externo, os ovos necessitam entrar em
contanto com a agua que juntamente aos fatores determinantes (luz, temperatura,

umidade) promova a eclosao e liberagdo do miracidio que segue em busca do seu
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hospedeiro intermediario, dando continuidade ao reinicio do seu ciclo bioldgico. No
ambiente os ovos podem permanecer viaveis por alguns dias, cerca de 4 a 5, desde
que permanegcam em lugares umidos. Os quais podem ser carreados até uma
colegao hidrica (NEVES, 2005; BRASIL, 2014).

2.2.3 Patogenia

O quadro clinico da esquistossomose é dividido em duas fases: aguda e
cronica. A infeccdo nas areas endémicas geralmente sdo assintomaticas e podem
progredir provocando altera¢gdes hepatointestinal. A forma cronica mais grave da
esquistossomose € caracterizada pela hepatoesplenomegalia e evolugdo da
hipertensao portal (NEVES, 2011).

As reacgdes agudas da esquistossomose iniciam a partir do contato e a
invasdo do corpo cercariano e persiste até 120 dias apds a infecgdo. Dentre as
manifestagcdes clinicas mais comuns incluem-se a erupgao cutanea provocada pela
penetracdo do corpo cercariano que pode persistir por algumas horas apds a
infeccdo, a dermatite de inicio retardado manifestado como urticaria ou angioedema
que pode durar entre 1 a 12 semanas. Ainda na fase aguda, a sindrome ou febre de
Katayama € um disturbio caracterizado pela reagao de hipersensibilidade sistémica
devido a migracédo dos esquistossdmulos e ovos que ocorrem entre 14-84 dias apds
a infeccao primaria. Os sintomas gerais incluem febre, cefaleia, perda de pesa,
hepatomegalia, mialgias generalizadas, diarreias acompanhadas ou ndo por sangue,
eosinofilia e infiltragdes pulmonares gerando disturbios no sistema respiratorio
(NEVES, 2011; JAUREGUIBERRY et al. 2009; ROSS et al.2002).

O quadro crénico da esquistossomose € destacado pelas reacdes
imunoldgicas provocadas pelos antigenos (SEA-Antigeno de Ovo Soluvel) presentes
nos ovos de S. mansoni. A resposta imune frente a esse alérgeno resulta na
formacdao de granulomas e tecidos fibréticos atingindo principalmente o tecido
intestinal e o figado, cuja a intensidade dessas alteragbes estarao relacionadas a
quantidade de antigenos presentes. A nivel intestinal, a fibrose do tecido leva a uma
diminuicao do peristaltismo e constipagbdes frequentes gerando entre os pacientes
esquistossomoticos queixas de dores abdominais e fezes mucossanguinolentas que
estdo associadas a intensa passagem dos ovos para o lumem intestinal (ROSS et al.
2007).
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As mudangas provocadas no figado tém inicio a partir da oviposicdo com a
formacgao de granulomas agravados pelo numero de ovos que chegam ao 6rgdo. A
reacdo granulomatosa gera a inflamacédo perisinuisodal e fibrose periportal
caracterizando a “fiborose de Symmers”. Nesse modo, as alteragdes teciduais
provocam a obstrugcdo dos ramos intra-hepaticos da veia porta resultando na
hipertensao portal que pode ser intensificada com a evolugdo do quadro levando a
outros disturbios. Dentre estes disturbios destaca-se a esplenomegalia causada pela
reacao imunoalérgica resultando em hiperplasia do bago associado ao aumento do
numero de células do sistema monocitico fagocitaria; as formagdes de varizes
esofagianas também s&o observadas nos quadros avancgados. Esses vasos sao
formados com o intuito de compensar a hipertensao portal na tentativa de normalizar
a circulacdo portal obstruida pela fibrose hepatica. Muito dessas varizes sao
sensiveis e com alto risco de se romperem provocando hemorragia que pode ser
fatal. A ascite conhecida como “Barriga D’agua” é observada no quadro clinico
avancado e critico da esquistossomose da fase crdnica sendo resultante das
alteragdes hemodinamicas da circulagao portal (ROSS et al. 2007; ROSS et al.
2002).

2.2.4 Tratamento

A busca por quimioterapicos esquistossomicida tem sido estudado por longos
anos. Os compostos sintéticos derivados dos sais de antiménio e o lucantone,
pertencente aos tioxantenos, sdo exemplos de alguns farmacos que foram utilizados
no tratamento da esquistossomose entre as décadas de 20 e 40. No entanto, os
efeitos adversos observados a longo prazo implicaram no abandono de seu uso na
terapéutica (CARVALHO et al. 1982; NOVAES et al. 1999). O oxaminiquine um
derivado amino-metil-tetrahidriquinoleinicos foi bastante utilizado na década de 70
destacando-se pela sua eficacia, principalmente contra machos de Schistosoma
mansoni, e efeitos adversos mais brandos. Entretanto, por ser ativo apenas contra
uma espécie de Schistosoma a sua comercializagao foi extinta com o advento do
praziquantel, o qual vem sendo utilizado nos dias atuais (FERREIRA et al. 2003).

O praziquantel (PZQ) foi descrito pela primeira vez em 1972 e foi
desenvolvido primariamente para o uso veterinario no tratamento contra cestdédeos,

como a Taenia sp. Tem sido destacado pela baixa toxicidade, alta eficacia e
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tolerabilidade. Dessa forma, por atender os requisitos exigidos pela OMS na década
de 80 o seu uso foi expandido para o tratamento da esquistossomose e outros
cestdédeos em humanos (SILVA et al.2017; WATSON, 2009).

O PZQ é um derivado pirazinoisoquinolona (Figura 15), um composto quiral
insoluvel em agua. Destaca-se por ser um farmaco potente com um amplo espectro
de acao antihelmintico, principalmente frente a todas as espécies de Schistosoma.
Sua acao esquistossomicida é limitada sendo ativo apenas contra vermes adultos
por razdes ainda nao conhecidas (SILVA et al. 2017; CIOLI et al.2014).

O mecanismo de agédo do praziquantel ainda ndo é totalmente esclarecido,
porém as hipoteses mais aceitas apoiadas em estudos moleculares descrevem a
importancia dos canais de calcio dependentes de voltagem (VGCC) em provocar
alteragdes do nivel intracelular do Ca™ resultando nos diversos eventos celulares,
como a contracdo da musculatura, expressdo de genes e liberagcdo de
neurotransmissores (SALVADOR-RECATALA et al. 2008; JEZIORKSI e
GREENBERG, 2006; GREENBERG, 2005).

Figura 15. Estrutura molecular do Praziquantel. Fonte: SILVA et al. 2017.

O surgimento de cepas de Schistosoma resistentes ao PZQ tem sido
considerado como um fator preocupante, ja que € o unico farmaco de escolha no
tratamento da esquistossomose. Esta problematica tem se tornado tema de
discussdo no que tange ao seu uso indiscriminado, especialmente em regides
endémicas unido ao alto risco de exposigcdo as reinfecgdes. Gerando assim, a
necessidade pela busca de novas alternativas terapéuticas (WANG et al. 2012;
DOENHOFF et al. 2008; SABRA e BOTROS, 2008; BOTROS et al. 2005).
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Os paises africanos estdo entre os mais relatados na literatura em casos
isolados de resisténcia, e este fato esta associado ao elevado indice da doenga na
regido e ao uso repetido do praziquantel para controla-la (DOENHOFF et al. 2009).
Em comunidades do Delta do Nilo no Egito foram relatados pacientes que
apresentaram ovos viaveis em suas fezes, mesmo apos serem tratados com trés
doses padrdes consecutivos. Para uma investigacdo mais detalhada em laboratorio,
os ovos de Schistosoma mansoni isolados desses pacientes foram utilizados para
realizacao de testes em modelo murino. Os resultados obtidos foram similares, 80%
dos animais permaneceram com ovos viaveis em suas fezes (ISMAEL et al. 1999).
Um estudo similar por Melman e colaboradores (2009) realizado no Quénia também
revelou um grau de resisténcia in vivo e in vitro a partir de cepas isoladas de
amostras fecais de pacientes que foram submetidos a repetidas doses do PZQ.

Novos métodos laboratoriais tém demonstrado uma inducéo de resisténcia ao
PZQ baseando-se no tratamento sucessivo de caramujos Biomphalaria glabrata
infectados. O resultado do ensaio in vitro mostrou uma elevacdo da EDsp contra
vermes adultos obtidos a partir da cepa de caramujos previamente tratados
comparados aos nao tratados. Evidenciando novas rotas de aquisicao de resisténcia
ao praziquantel (COUTO et al. 2011).

Desse modo, é de extrema importdncia a busca por novos farmacos
esquistossomicida, visto que em regides extremamente endémicas a exposi¢ao do
PZQ para o tratamento da esquistossomose ocorre em massa e de forma repetida.

Despertando a problematica quanto ao surgimento de cepas resistentes.

2.3 B-Lapachona

A B-lapachona (Figura 16) (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-
diona) é uma naftoquinona lipofilica e analoga semissintética obtida através do
lapachol extraido da casca de arvores da familia Bignoniaceae(Tabebuia sp.),
podendo ainda ser encontrado em outras familias como a Verbenaceae e
Proteaceae (PINTO e CASTRO, 2009). As arvores Tabebuia sp. no Brasil sao
conhecidas como “pau d’arco ou Lapacho” ou ainda ipés. Na regiao nordeste, a sua
casca € bastante utilizada na medicina popular como analgésicos, anti-inflamatério,
antineoplasico e diurético (HUSSAIN et al. 2007). O lapachol foi isolado pela

primeria vez por Paternd0 em 1982 de arvores Tabebuia avellanedae, e
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posteriormente Hooker padronizou o método para obtencédo da B-lapachona e ainda
determinou a sua estrutura molecular. Além disso, a B-lapachona também pode ser
sintetizada a partir do lomatiol, presente nas sementes de plantas da familia
Proteaceae oriunda da Australia (EYONG et al. 2015; GUPTA et al. 2002).

Figur Neto, 2013.

As naftoquinonas fazem parte do grupo das quinonas, as quais sao
caracterizadas por serem um grupo de substancias organicas semivolateis,
geralmente apresentam coloragcao e estdo em constante presenca na natureza. A
estrutura basica das quinonas é determinada por dois grupamentos carbonilas em
um anel insaturado de seis atomos de carbono, centrados em posi¢cdes “orto” ou
“para” (SOUSA et al. 2016).

O modelo laboratorial para a sintese da B-lapachona, contribuida por Paternd
e Hooker, baseia-se a no seu carater basico como ilustrado na figura 17. Ao sofrer a
acao do H,SO4, 0 meio acido promove a ciclizacdo do lapachol resultando na
formacao do carbocation terciario pela reagao de adigéo a ligagcdo dupla da cadeia
lateral. A reacao ao ser diluida em agua libera a molécula da B-lapachona, sendo
esta precipitada no meio. Ao microscopio o composto assemelha-se a cristais

aciculifomes e de colorac&o alaranjada visivel a olho nu (BARBOSA e NETO, 2013).
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Figura 17- Ciclizagdo do lapachol e formagédo da (-lapachona. Fonte: Barbosa e Neto,

Embora apresente um amplo espectro, 0 mecanismo de agido da B-lapachona
nao é totalmente elucidado. O seu papel citotdxico esta estritamente relacionado ao
ciclo redox das quinonas que resulta em estresse oxidativo (figura 18). Nessa rota as
quinonas s&o alvos da enzima citocromo NADPH-P450 redutase, levando a redugéo
de um elétron resultando-as em semiquinona, forma instavel e reativa. As
semiquinonas geradas podem ainda transferir um elétron para moléculas de
oxigénio (O,) gerando superoéxidos (O, "), e estes passam a ser alvos da superéxido
dismutase convertendo-os em perdxidos de hidrogénios (H20,). Os radicais
hidroxilas (OH+") podem ainda serem formados em paralelo pela reacdo de Fenton
catalisada pelo ferro ferroso (Fe?*). Todos esses radicais livres podem reagir com as
macromoléculas celulares, como as proteinas, lipideos e acidos nucleicos resultando
em morte celular (PINK et al. 2000; VILLAMIL et al. 2004; SOUSA et al. 2016).
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Figura 18- Ciclo Redox das quinonas. Fonte: Salas et al., 2008. Adaptado.

As quinonas também podem ser reduzidas pela acdo da NAD(P)H:Quinona
oxirredutase 1(NQO1). A NQO1 é uma flavoproteina encontrada em células
eucaridticas, sendo expressa de forma variavel em humanos e altamente expressa
no tecido hepatico de muitos mamiferos. Além disso, a NQO1 é altamente expressa
em células tumorais como em cancer de mama, colén e pulméao. O papel funcional
da NQO1 é conhecido pela sua agao de detoxificagdo de xenobidticos como as
quinonas, as quais sao reduzidas em dois elétrons gerando a hidroquinona, forma
conjugavel para ser excretada da célula e protege-la dos mecanismos de danos
celulares.

Embora apresente no papel de protecao celular, a NQO1 pode reduzir outras
quinonas, incluindo a B-lapachona, para sua forma mais reativa e esse mecanismo &
apoiado por meio de estudos moleculares em células cancerigenas que possuem
genes altamente expressos para esta enzima. Ensaios in vitro com células
cancerigenas da linhagem HepG2 (Carcinoma hepatocelular) evidenciaram o papel
da B-lapachona na formacao de radicais livres através da acao da NQO1. A forma
reduzida de hidroquinona pode se auto-oxidar e retornar a sua forma estrutural
inicial, e provavelmente essa conversdo ocorre pela formacédo intermediaria da
semiquinona, a qual pode ser conduzida para o ciclo redox e gerar a formacgao dos
radicais livres e consequentemente provocar danos celulares. Células de tecidos
sadios tem mostrado baixos niveis de NQO1 comparado a células cancerigenas,
entretanto o tropismo da B-lapachona por células tumorais ainda precisa ser
esclarecido (PINK et al. 2000; COLUCCI et al. 2007; LI et al. 2014).

Um outro papel a ser ressaltado da B-lapachona esta na sua capacidade de
induzir a morte celular via apoptose. A morte celular programada pode ser ativada
por diversos fatores como virus, hipoxia, radiagdes ionizantes, radicais livres, entre
outros. Choi e colaboradores (2002) e Woo e colaboradores (2006) evidenciaram o
papel indutor da B-lapachona em ativar os mecanismos da apoptose em células
cancerigenas. As quais tiveram aumento da fosforilagdo da p53 que além de
provocar retardo mitético, inibe a expressao dos genes IAP (Proteinas Inibidoras da
Apoptose) mantendo o nivel das caspases 3 e 9 elevadas e induzem os genes da
BAX aumentando a sintese de proteinas pré apoptéticas. Yu e colaboradores (2014)

além de confirmarem esses achados, evidenciaram em células do carcinoma
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gastrico que a B-lapachona foi capaz de inibir a via PI3K/Akt. Esta via tem se tornada
alvo de pesquisa em células neoplasicas, visto que € a responsavel pela proliferacéao
e sobrevivéncia celular por meio da inibigao de proteinas pro apoptoticas e inducéo
das proteinas antiapoptoticas.

Atualmente, a B-lapachona ja é um candidato de estudo clinico de fase Il para
o tratamento de tumores sodlidos e diversos estudos tém contribuido para o seu
destaque, como atividade antimetastatica (KEE et al. 2016), antiangiogénica (WU et
al. 2016), ativa contra células cancerigenas da prostata, pancreas, pulmao e colon
(HUSSAIN e GREEN, 2017). Diante do seu potente efeito antitumoral, surgiu o
interesse de se investigar a atividade da B-lapachona frente a outros alvos biolégicos
e ja tem se mostrado promissor como antibacteriano (MACEDO et al. 2013), anti
T.cruzi (SALAS et al. 2008; ANJOS et al. 2016), antifungico (BRILHANTE et al.
2016), foi ativo contra larvas de Toxocara canis (SANTOS et al. 2015) e anti
Schistosoma mansoni (AIRES et al. 2014).

Assim, considerando todas as atribuicbes aplicadas a B-lapachona, é de
grande interesse a continuacdo de mais estudos desta molécula. Visto que na sua
forma livre a B-lapachona foi ativa in vitro contra vermes machos adultos conforme
Aires e colaboradores (2014), propomos avaliar a atividade in vitro da B-lapachona
no complexo de inclusdo B-ciclodextrina contra os diferentes estagios evolutivos de
Schistosoma mansoni associada ao PZQ. Visando enquadra-la como um candidato
alternativo para o tratamento da esquistossomose minimizando o uso integral do

praziquantel contribuindo para a manutencao de sua eficacia.

2.4 Ciclodextrina

As ciclodextrinas fazem parte da familia de oligossacarideos ciclicos
compostos por seis ou mais unidades de glucopiranose unidas por ligacoes
glicosidicas. A descoberta das moléculas de ciclodextrina ocorreu no século XIX
pelo cientista francés Villiers e ao longo de muitas pesquisas, apenas em 1976 foi
liberado o primeiro medicamente complexado a ciclodextrina. Hoje a aplicagao
industrial das ciclodextrinas vem sendo utilizada de forma massiva em
medicamentos, cosméticos e alimentos, gracas as vantagens atribuidas a molécula
(KURKOV e LOFTSSON, 2012).
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As moléculas de ciclodextrina s&o derivadas da reacdo enzimatica
envolvendo a CD glucanotranferase (CGTase) com o amido resultando em produto
cristalizado. As formas mais comuns de serem encontradas sao a a-ciclodextrina, 3-
ciclodextrina e y-ciclodextrina, as quais possuem respectivamente 6, 7 e 8 unidades
de glucopiranose (figura 19). A estrutura molecular da ciclodextrina destaca-se pelo
seu perfil hidrofilico na por¢ado externa e apolar internamente, essa singularidade a
torna capaz de formar complexos de inclusdo com moléculas hidrofébicas, sendo
assim encabegada como um novo excipiente farmacéutico (LAl et al. 2017; TIWARI
et al. 2010).
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Figura 19- Classificacdo das ciclodextrinas. Fonte: Laza-Knoerr et al., 2010.

A finalidade no uso de excipientes farmacéuticos estda em conduzir e
disponibilizar a quantidade necessaria da droga dentro do tempo esperado de forma
segura e eficaz, minimizando os efeitos indesejaveis atribuidas as propriedades
fisico-quimica das moléculas. As ciclodextrinas vem sendo um dos excipientes mais
estudados e amplamente aplicadas na industria farmacéutica. Além de melhorar a
solubilidade de certos farmacos, a ciclodextrina vem sendo utilizada para reduzir
irritagdes gastrointestinal ou ocular, eliminar sabores e cheiros desagradaveis e
evitar a interacdo medicamentosa. Quanto as consideragdes toxicolégicas, a
ciclodextrina é bem tolerada e ndo toxica nas diversas vias de administragao (oral,
transdérmica, ocular, parenteral), com excegédo da a e B-ciclodextrina, as quais néo
sdo recomendadas pela via parenteral (TAWARI et al. 2010; JAMBHEKAR e
BREEN, 2016).
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A grande e principal caracteristica pela qual as moléculas de ciclodextrina sdo
destacadas, é a sua capacidade de formar complexos de inclusdo, que resulta em
“aprisionamento” das moléculas na cavidade interna das ciclodextrinas (figura 20).
Dois fatores chaves sao levados em consideragdes para que essa interagao ocorra:
a primeira refere-se ao tamanho da molécula que deseja-se complexar, a qual
devera caber na cavidade lipofilica da ciclodextrina, e a segunda é a presencga de
uma forga motriz que seja favoravel a internalizagcdo do composto. O espago apolar
das ciclodextrinas €& determinado pelo numero de unidades da glucopiranose,
enquanto a sua altura é similar para todos os tipos. Desse modo, a a-ciclodextrina
pode complexar moléculas de baixo peso molecular, a (B-ciclodextrina compostos
aromaticos e heterociclicos e a y-ciclodextrina os esteroides. Uma série de grupos
funcionais sao listados como potenciais ao processo de inclusdo como: aldeidos,
cetonas, alcoois, acidos organicos, acidos gordos, aromaticos, gases e compostos
polares de cadeia linear ou ramificada, tais como halogéneos, oxiacidos e aminas.
Outra caracteristica que chama bastante atengao é a capacidade da nao formagao
de ligagdes covalentes ou a quebra de qualquer outra ligacdo entre o farmaco e a
ciclodextrina, mantendo assim a integridade do composto ativo (VALLE, 2004,
KURKOQOV e LOFTSSON, 2012)

Cavidade hidrofébica

Ciclodextrina Complexo 1:1

Farmaco

CD+Farmaco

Figura 20- Estrutura funcional da ciclodextrina e formagédo do complexo de inclusdo. Fonte: Ferreira
et al. 2009. Adaptado.
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Os complexos de inclusao em ciclodextrina podem ser formados por diversas
técnicas que depende das propriedades fisico-quimicos do composto ativo, cinética
de equilibrio, dosagem final desejada, entre outros fatores. Uma simples mistura a
seco, mistura em solugdes e suspensao e técnicas termomecanicas, sao alguns dos
métodos aplicados na reacdo de inclusdo. A dissociacdo dos compostos a
ciclodextrina ocorre de forma simples e facil, gragas a fraca forga de ligagdes de Van
der Waals, em que um aumento das moléculas de agua no ambiente resulta na
liberagdo do composto no meio (KURKOV e LOFTSSON, 2012; STELLA e HE,
2008).

Devido a versatilidade atribuida as moléculas de ciclodextrina e aos diversos
beneficios conferidos como um excipiente, as aplicagdes da biotecnologia continuam
sendo aplicadas visando melhorar ainda mais as propriedades dessa molécula.
Tornando-a acessivel quanto aos custos e obtengao, promovendo assim, a sua

aplicacao em larga escala nas diversas areas das industrias farmacéuticas.

2.5 Associagao de farmacos: aplicacoes e finalidades.

A baixa taxa curativa resultante do tratamento monoterapico tem sido
contornada pela combinacdo de farmacos. Esta medida vem sendo aplicada nos
quadros infecciosos causados por virus (HIV), bactérias como o Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) e protozoarios (Plasmodium spp.) e em
quadros néo infecciosos como o cancer. (TALLARIDA, 2001; MS, 2010; LUNA et al.
2010).

A combinagdo sinérgica de dois ou mais farmacos pode reduzir os efeitos
téxico, ao contrario do que ocorre quando administrados de forma isolada em altas
doses para atingir seus efeitos farmacoldgicos. Além disso, a associagédo reduz a
exposicao do farmaco aos alvos biolégicos pela redugcédo da sua concentragcéo e ao
rapido efeito, reduzindo ou eliminando a possibilidade de adquirirem resisténcia.
Nesse sentido, a combinacdo de medicamentos tem sido aplicada para o tratamento
de doencas complexas e que sao reportadas pelos altos indices de resisténcia
(LEHAR et al. 2009).

A interacdo dos farmacos por meio da combinagao podem resultar em efeito

sinérgico, antagOnica ou aditiva. A classificagdo dessas interagdes pode ser
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determinada através do “indice de Combinagdo” (IC) introduzida em 1984 pelos
cientistas Paul Talalay e Ting-Chao Chou. O teorema do IC pode ser calculado por
meio do software CompuSyn. Quando o indice de Combinagdo é menor que 1
(IC<1) indica sinergismo, quando maior que 1 (IC>1) indica antagonismo e quando
igual a 1 (IC=1) significa efeito aditivo (CHOU, 2010).

O isobolograma é um grafico ilustrativo que também vem sendo amplamente
utilizado para indicar os efeitos da interacdo entre os medicamentos. O grafico
consisti em uma curva da resposta farmacoldgica através da associagao das drogas.
As doses individuais de cada farmaco s&o inseridas nas coordenadas X e Y do
grafico que unidas formam um reta que indica o efeito aditivo. Os pontos gerados
abaixo desta reta indicam que as doses s&o sinérgicas, e os pontos acima indicam
efeito antagonico (TALLARIDA, 2001).

O efeito sinérgico é definido pela interacdo de duas ou mais drogas, as quais
sdo ativas contra um determinado patégeno e que resultam em uma maior eficacia
pela ativacdo de diferentes mecanismos. A aditividade indica a soma da agao
individual de cada droga, pelo fato de agirem em um mesmo receptor. O efeito
antagobnico ocorre o oposto, a combinagao de um farmaco reduz a agdo do segundo
pela inibicdo do seu sitio de ligagéo (Golan et al. 2009).

A disponibilidade de um unico farmaco para o tratamento da esquistossomose
€ um fator preocupante para o controle da doencga. Visto que, nas areas de alta
endemicidade os elevados indices de reinfeccbes e a exposigado excessiva € nao
controlada do PZQ aumenta a probabilidade do surgimento de cepas resistentes.
Diante dos beneficios gerados pela associagao de medicamentos, alguns estudiosos
tém adotado essa metodologia para avaliar a atividade sinérgica de novas drogas ou
das existentes combinadas ao PZQ. Araujo e colaboradores (2008) tem
demonstrado resultados promissores nas investigagdes in vitro e in vivo através da
associagao do clonazepam (inibidor do sistema nervoso central), da lovastatina
(inibidor da sintese do colesterol) com o PZQ. Outro estudo promissor tem sido
realizado por Almeida e colaboradores (2015) ao avaliar o PZQ associado ao
omeprazol frente aos vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa LE) in vitro.
Esses e outros achados encorajam a busca por novas estratégias quimioterapicas

visando o controle da esquistossomose.



46

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
- Avaliar a atividade esquistossomicida, in vitro, da p-lapachona em sua forma
livre e complexada com a p-ciclodextrina isoladas e em associagdo com

Praziquantel (PZQ) sobre Schistosoma mansoni (cepa BH).

3.2 Objetivos especificos:

- Avaliar a atividade esquistossomicida da B-lapachona livre e nocomplexo de
inclusao B-ciclodextrina e PZQ frente a esquistossdmulos, vermes jovens e vermes
adultos de Schistosoma mansoni (cepa BH);

- Determinar as concentragdes letais médias (CLsp) da B-lapachona livre e
nocomplexo de inclusio B-ciclodextrina e PZQ;

- Avaliar a atividade esquistossomicida das associagdes na concentragao
equivalente a CLsp da Blap+PZQ e BCD-Blap+PZQ sobre esquistossdmulos, vermes
jovens e vermes adultos;

- Avaliar a atividade esquistossomicida da associacdo Blap+PZQ e BCD-
Blap+PZQ em concentragdes inferiores a CLspsobre esquistossémulos, vermes

jovens e vermes adultos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Consideracgoes éticas

Os experimentos foram iniciados apds aprovacdo do processo de n°
23076.016190/2017-55 pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal do Centro
de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE.

Para o experimento foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss
Webster, com 30 dias de idade, fornecidos e mantidos pelo Biotério do Laboratério
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), UFPE. Os animais foram alojados em
gaiolas, sobre cama de maravalha previamente autoclavada, mantidos a
temperatura ambiente de 25°C. Estes animais foram sujeitos a fotoperiodos de 12
horas de claro e 12 horas de escuro com livre acesso a ragéo (Labina®/Purina, Sao
Paulo-SP) e agua potavel esterelizada ad labitum.

Foi utilizada a cepa de Schistosoma mansoni, Belo Horizonte — Minas Gerais
(BH), sensivel ao PZQ, mantida através de sucessivas passagens entre caramujos -
da espécie Biomphalaria glabrata alocados no Departamento de Medicina Tropical
da UFPE - e camundongos Swiss Webster, alocados no Laboratério de
Esquistossomose Experimental do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami -
LIKA.

4.2 Compostos

Praziquantel(2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7-11B-hexahidro-4H pirazino(2,1a)
isoquinolin-4-ona) foi adquirido da Sigma Aldrich Corporation (Lote 122K1443).
B-lapachona (3,4-di-hidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,2-b] piran-5,6-diona) (MM =
242,3g/mol) e B-lapachona complexada em ciclodextrina (2-O-Metil-B-ciclodextrina
(MBCD; CRYSMEB®, MM = 1190g/mol e DS = 0,5)) foram gentiimente cedidas pelo
Laboratério de Fisiologia e Bioquimica dos Microrganismos do Departamento de
Antibiéticos-CB da UFPE e pelo Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos (LTM)

do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, respectivamente.
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4.3 Infecgdgo de Caramujos, Obtengdo de Cercarias e Infeccdo de

Camundongos com Schistosoma mansoni (cepa BH).

Fezes de camundongos infectados foram coletadas e tratadas de acordo com
a técnica de sedimentacdo espontanea ou Hoffman. Em seguida, o sedimento foi
exposto a iluminacdo e a temperatura de 28°C até que pudesse haver eclosdo dos
miracidios de Schistosoma mansoni. Os miracidios foram postos em contado com
caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, permanecendo expostos a luz e ao
calor por no minimo 2 horas. Apdés a infeccdo, os moluscos foram postos em
aquarios e livres de exposicédo luminosa (STANDEN, 1952). Passados trinta dias, os
moluscos infectados foram novamente expostos a luminosidade, para a eliminagao
das cercarias. Apés 1 hora de exposicao foi obtido a suspensdo cercariana. Os
camundongos previamente anestesiados com Xilasina e Ketamina foram infectados
por via per cutdnea com uma fracdo da suspensdo cercariana contendo em média
de 120 cercarias. Os animais permaneceram em contato com a suspensio por
aproximadamente 30 minutos sob luminosidade para a penetragdo das cercarias.
Recuperados do processo anestésico, os animais foram devolvidos para suas

respectivas gaiolas.

4.4 Avaliacao da susceptibilidade in vitro dos esquistossémulos com 3 horas

frente a B-lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel.

Apo6s 30 dias de infeccao, os caramujos Biomphalaria glabrata foram expostos
a luminosidade artificial por pelo menos 1 hora para obtencdo das cercarias. A
suspensao cercariana foi submetida a acdo mecanica para transformagcdo das
cercarias em esquistossémulos, conforme Ramalho-Pinto (1974). Em seguida, os
esquistossébmulos foram lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM
pH = 7,5, suplementado com penicilina (100Ul/ml), estreptomicina (100ug/mL) e soro
bovino fetal a 10% e transferidos para placas de 24 pogos contendo 0 mesmo meio
e incubados em estufa a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. A
estimativa do numero de esquistossdémulo foi de 49 por pogo.

Apds 3 horas, a B-lapachona e a BCD-B-lapachona foram adicionadas aos
poc¢os nas concentragdes que nortearem em 0.975-0.060uM e nas variagdes de 350-
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100uM do PZQ. Em seguida, as placas foram novamente incubadas em estufa sob

as mesmas condigodes.

4.5 Avaliacdo da susceptibilidade in vitro dos vermes jovens com 21 dias

frente a B-lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel.

No 21° dia de infecgdo os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Por meio da perfusdo do sistema porta-hepatico os vermes
foram recuperados e lavados em meio RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM pH =
7,5 suplementado com penicilina (100Ul/ml), estreptomicina (100ug/mL) e soro
bovino fetal a 10%. Em seguida foram transferidos para placas de 24 pog¢os em
numero de 38 vermes por pogo contendo 0 mesmo meio e incubados em estufa a
37°C em atmosfera umida 5% de CO..

Apos o periodo de 2 horas de adaptagdo ao meio, a B-lapachona e BCD-B-
lapachona foram adicionadas em concentracbes de 22, 18, 14 e 10uM e
concentragcbes que nortearam de 160-10uM do PZQ. As placas foram novamente

incubadas em estufa sob as mesmas condicoes.

4.6 Avaliagcao da susceptibilidade in vitro dos vermes adultos com 50 dias

frente a B-lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel.

No 50° dia os camundongos infectados foram eutanasiados por deslocamento
cervical. Por meio da perfusdao do sistema porta-hepatico e vasos mesentéricos
inferiores os vermes foram recuperados e lavados em meio RPMI-1640 acrescido de
HEPES 20mM pH = 7,5 suplementado com penicilina (100Ul/ml), estreptomicina
(100ug/mL) e soro bovino fetal a 10%. Em seguida, os vermes adultos machos e
fémeas foram transferidos para placas de 24 pogos contendo o mesmo meio
incubados em estufa a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO,. Para o
ensaio da B-lapachona livre e BCD-B-lapachona foram adicionados 8 vermes por
poco e para o PZQ 12 vermes.

Apds o periodo de 2 horas de adaptagdo ao meio, foram adicionados nas
placas contendo os vermes machos a B-lapachona e BCD-B-lapachona em
concentragcdes que variaram de 100-40uM e o praziquantel nas concentragdes que

variaram de 5-0.3125uM. Nas placas contendo vermes fémeas foram adicionados a
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B-lapachona e BCD-B-lapachona em concentragbes que variaram de 15-2.5uM e o
praziquantel em contragdes que variaram de 100-12.5uM. Em seguida, as placas
foram novamente incubadas em estufa sob as mesmas condi¢gdes. O monitoramento
dos vermes foi estabelecido dentro do intervalo de 24 horas, sendo avaliados apés
3, 6, 12 e 24 horas de exposicdo aos farmacos. Com auxilio do microscopio
invertido, os parametros avaliados foram atividade motora, alteragbes de tegumento
e taxa de mortalidade. Foram considerados mortos o0s vermes que hao
apresentaram nenhum movimento durante 2 minutos de observacao. A motilidade foi
classificada utilizando o sistema de pontuagcdo em uma escala de 0-3. Sendo: 3, o
movimento do corpo completo; 2, o movimento do corpo parcial; 1 corpo paralisado
movendo apenas as extremidades; e 0, morto (MANNECK et al.2010).

Foram realizadas triplicatas para cada concentragdo utilizada. Meios de
cultura contendo a B-ciclodextrina livre na concentragdo maxima avaliada, DMSO a

1,6% e meio livre foram utilizados como controles negativos.

4.7 Determinagao da atividade esquistossomicida da associacdo -
lapachona/PZQ e BCD-Blapachona/PZQ frente as diferentes fases evolutivas de

Schistosoma mansoni (Cepa BH).

Inicialmente foram determinadas as CLsy (concentragédo letal 50%) da B-
lapachona, da BCD-Blapachona e do PZQ frente as fases evolutivas
esquistossémulos (3h), vermes jovens (21 dias) e vermes adultos machos e fémeas
(50 dias) de Schistosoma mansoni (cepa BH), quando incubadas por um periodo de
24 horas.

As atividades esquistossomicida da associacdao B-lapachona/PZQ e BCD-
Blapachona/PZQ frente as diferentes fases evolutivas do S. mansoni foram
determinadas utilizando concentragcbes que variaram da ClLsg a 0,0625CLsg da B-
lapachona e BCD-Blapachona e da CLsga 0,125CLsg do PZQ.A B-lapachona/PZQ e
a BCD-B-lapachona/PZQ foram simultaneamente adicionadas as placas. Em
seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera umida contendo
5% de CO..
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4.8 Critério de avaliagao

O monitoramento dos vermes foi estabelecido dentro do intervalo de 24 horas,
sendo avaliados apos 3, 6, 12 e 24 horas de exposi¢ao aos farmacos. Com auxilio
do microscépio invertido, os parédmetros avaliados foram atividade motora,
alteracbes de tegumento e taxa de mortalidade. Foram considerados mortos os
vermes que nao apresentaram nenhum movimento durante 2 minutos de
observagdo (MANNECK et al.2010). A motilidade foi classificada utilizando o sistema
de pontuagdo em uma escala de 0-3. Sendo: 3, o movimento do corpo completo; 2,
o0 movimento do corpo parcial; 1 corpo paralisado movendo apenas as extremidades;
e 0, morto.

Foram realizadas duplicatas para cada concentragao utilizada. Os pogos
contendo a B-ciclodextrina livre, DMSO a 1,6% e apenas meio RPMI-1640 foram
utilizados como controles negativos.

As CLso foram calculadas usando o GraphPad Prism® software verszo 5.0.

O indice de combinagao (IC) e as representacdes graficas foram realizadas
usando o software CompuSyn. Uma acédo sinérgica entre as drogas sera definida
quando o valor de IC for menor que 1, efeito aditivo quando IC for igual a 1 e efeito

antagonico quando o valor de IC for maior que 1 (CHOU, 2006).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo da susceptibilidade in vitro de esquistossémulos com 3 horas

frente a B-lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel.

Durante o intervalo de 24 horas os esquistossbmulos incubados sem [3-
lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel, controles negativos, permaneceram
com movimentos peristalticos normais e ocasionalmente aderidos ao fundo da placa
através das ventosas e sem alteragbes tegumentares (score=3).

A susceptibilidade, in vitro, de esquistossémulos com 3 horas, no intervalo de
24 horas apos incubacdo com a B-lapachona esta descrita em score de motilidade
na tabela 3.

Tabela 3-Score de motilidade, expresso em percentagem, de esquistossbmulos com 3 horas
controles e tratados com B-lapachona em 24h de incubacgao.

Motilidade em scores dos vermes apos incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
B-lap 3 2 1 0 3 2 1 3 2 1 0 3 2 1
(n=49) 0
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
0.975uM 73.47 20.41 6.12 18.37 24.49 26.54 30.61 30.61 14.29 55.1 100
0.487uM 100 28.57 42.86 28.57 51 28.6 204 10.2 18.3771.43
0.243uM 100 40.82 59.18 79.6 12.2 8.2 34.69 10.2 55.1
0.121uM 100 100 100 48.98 20.41
30.61
0.060puM
100 100 100 83.67 14.29 2.04

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.

O efeito da B-lapachona sobre esquistossémulos com 3 horas mostrou uma
relacdo tempo/concentracdo dependentes. As alteragbes tegumentares e de
motilidade comegaram a ser percebidas no intervalo de 3 horas de incubagdo com a
concentracdo de 0,975 pM. Com esta mesma concentragdo o efeito
esquistossomicida foi observado a partir de 6 horas com 30,61 % de vermes mortos

e alcangou o efeito maximo ao final do intervalo de 24 horas. Neste intervalo de
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tempo a taxa de mortalidade variou de 2,04% com a concentracdo de 0,060 uM a

100% com a concentragéo de 0,975 uM.

mostrada na tabela 4.

A motilidade de esquistossbmulos incubados com PBCD-B-Lapachona é

Tabela 4-Score de motilidade, expresso em percentagem, de esquistossbmulos com 3 horas
controles e tratados com BCD-B-lap em 24h de incubacao.

Motilidade em scores dos vermes apos incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
BCD-B-lap
(n=49) 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle B-CD 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
0.975uM 57.2 388 4 6.1 49 82 36.7 449 41 51 100
0.487uM 61.2 32.7 6.1 204 49 18.3 123 36.7 225 40.8 2.04
97.96
0.243uM
63.3 36.7 59.2 36.7 4.1 61.2 204 184 18.37 8.16
0.121uM 73.47
0.060uM 100 100 100 449 16.33
38.77
100 100 100 73.47 24.49 2.04

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imoével, mas vivos; (0) Morto.

Reducao de peristaltismo e da motilidade dos esquistossémulos, bem como a
formacdo de bolhas foram percebidas logo no primeiro intervalo de observagao.
Esse efeito aumentou de acordo com a concentracdo de BCD-B-Lapachona e com o
tempo de incubacgao. A atividade esquistossomicida da BCD-B-Lapachona teve inicio
com 6 horas de incubacdo. Neste intervalo, pudemos registrar taxas de mortalidade
de 36,7%, 12,3% e 4,1% para as concentracées de 0.975uM, 0.487uM e 0.243uM,
respectivamente. Ao final de 24 horas apds incubacéo, nitidos danos tegumentares
foram observados e o efeito esquistossomicida alcangou 100% dos vermes na
concentracdo de 0.975uM e 97.96%, 73.47%, 38.77% e 2.04% nas concentragdes
de 0.487, 0.243, 0.121 e 0.060uM, respectivamente.

A tabela 5 mostra as alteracées de motilidade dos esquistossémulos frente ao
PZQ. O efeito do PZQ em contrair a musculatura longitudinal do verme péde ser

observado imediatamente e permaneceu durante todo o periodo de incubacao. Nos
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intervalos de 3, 6 e 12 horas, em todas as concentracdes, os esquistossémulos
permaneceram contraidos sendo observada apenas a movimentagao das ventosas.
Ao final do periodo de incubagao, 24 horas, péde-se observar a formagéo de bolhas
no tegumento e mortalidade em todas as concentragdes variando de 85,71-61,22%.

Tabela 5-Score de motilidade, expresso em percentagem, de esquistossdmulos com 3 horas
controles e tratados com PZQ em 24h de incubagéo.

Motilidade em scores dos vermes apos incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
PzZQ
(n=49) 3 2 1 0 3 1 3 1 3 1 0
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
350uM 100 100 100 14.29 85.71
300uM 100 100 100 18.37 81.63
250uM 100 100 100 22.4577.55
200uM 100 100 100 22.4577.55
150uM 100 100 100 24.49 75.51
100puM 100 100 100 38.78 61.22

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.

5.2 Avaliagdo da susceptibilidade in vitro dos vermes jovens com 21 dias

frente a B-lapachona livre, BCD-B-lapachona e praziquantel.

Durante o intervalo de 24 horas os vermes jovens incubados sem os farmacos
permaneceram com movimentos peristalticos normais e ocasionalmente aderidos ao
fundo da placa através das ventosas e sem alteragdes tegumentares (score=3).

Na tabela 6 foram observados que os efeitos da B-lapachona frente aos
vermes jovens foram mais evidentes apdés 12 h de incubacédo, além das alteragdes
de motilidade e de tegumento, também foi observado mortalidade dos vermes com
taxas de 36,85% e 31,58% nas concentragdes de 22 uM e 18 uM, respectivamente.

No ultimo intervalo de observacao, 24 horas, os danos tegumentares foram
evidenciados através da presenca de bolhas, também foi notado redugdo ou

auséncia de peristaltismo, de movimentacao das ventosas e de motilidade. As taxas
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de mortalidade variaram em 97,37%, 57,89% e 39,47% nas concentragbes de 22

MM, 18 uM e 14uM, respectivamente.

Tabela 6- Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes jovens com 21 dias controles e
tratados com-lapachona em 24h de incubagéo.

Motilidade em scores dos vermes apés incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
B-Lap
(n=38) 3 2 1 0 8 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
22uM 100 76.32 13.16 7.89 2.63 52.63 13.16 36.84 2.63 97.37
18uM 100 100 60.53 7.89 31.58 4211
57.89
14uM
100 100 100 60.53 39.47
10uM
100 100 100 50 50

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.

A tabela 7 mostra as avaliagbes da PCD-B-lapachona frente aos vermes
jovens. Os grupos controles negativos permaneceram normais (score=3) durante o
periodo de observagao de 24 horas.

Tal como ocorreu com o0s vermes incubados com -lapachona, aqueles
incubados com BCD-B-lapachona manifestaram efeitos mais evidentes apds 12 h de
incubacdo. As alteragcbes tegumentares com aparecimento de bolhas foram
observadas em todas as concentragdes, além de auséncia ou reducdo de
contragdes peristalticas ao longo do corpo do verme e auséncia de contragdo das
ventosas. Essas alteracbes tornaram-se mais evidentes no intervalo de 24 horas.
Nesse periodo as taxas de mortalidade foram de 100%, 36,84% e 34,21%, nas
concentracbes de 22uM, 18uM e 14uM, respectivamente. O valor da CLsy foi
determinado em 17,2uM para BCD-3-lapachona.
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Tabela 7-Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes jovens com 21 dias controles e
tratados comBCD-B-lapachonaem 24h de incubacéo.

Motilidade em scores dos vermes apos incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
BCD-B-Lap
(n=38) 3 2 1 0 g 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle B-CD 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
22uM 100 34.21 42.10 15.8 7.89 23.68 34.21 4211 100
18uM 100 97.37 2.63 57.89 5.26 36.84 63.15
36.84
14uM
100 100 89.47 10.53 65.79 34.21
10uM
100 100 100 60.52 39.48

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.

Quando vermes jovens foram incubados com PZQ se observou imediato
efeito sobre a motilidade com reducédo das contragdes peristalticas e de ventosas.
Também, progressivo encurtamento do corpo do verme por contragdo da
musculatura longitudinal foi observado. Passadas 3 horas de incubacdo esses
efeitos estavam nitidamente perceptiveis e permaneceram durante todo o periodo de
observagédo (score=1). Em 24 horas de incubagdo, além dessas alteragdes foi
registrado morte em 60% e 30% dos vermes nas concentragées de 160 e 80 uM,

respectivamente, e em 5% deles nas concentragdes de 40 e 20 uM.
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Tabela 8-Score de motilidade, expresso em percentagem de vermes jovens com 21 dias, controles e
tratados com PZQ em 24h de incubagéo.

Motilidade em scores dos vermes apoés incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
(:f?g) 3 2 1 0 8 2 1 3 2 1 0 3 2 1
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
160uM 100 100 100 40
80uM 100 100 100 70
40uM 100 100 100 95
20uM 100 100 100 95
10uM 100 100 100 100

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imovel, mas vivos; (0) Morto.

5.3 Avaliagao da susceptibilidade in vitro dos vermes adultos machos com 50

dias frente a 3-lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel.

Durante o intervalo de 24 horas os vermes adultos machos incubados sem [3-
lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel, controles negativos, permaneceram
com movimentos peristalticos normais e ocasionalmente aderidos ao fundo da placa
através das ventosas e sem alteragdes tegumentares (score=3). A tabela 9 mostra a
analise dos vermes adultos machos frente a B-lapachona durante o intervalo de 24
horas de incubacéo.

A atividade da B-lapachona sobre os vermes adultos machos pbéde ser
evidenciada no intervalo de 6 horas quando foi observada uma reducdo da
motilidade dos vermes em 12,5 % quando incubados com 100 uM. Passadas 12
horas as alteragbes de motilidade e do tegumento tornaram-se mais evidentes e
levaram a morte 12,5 % dos vermes nessa mesma concentracdo. As alteracdes de
motilidade foram percebidas também nas concentracdes de 80 e 60uM. No periodo
final de 24 horas houve aumento nos danos tegumentares e nas alteracdes de
motilidade, sendo registrado taxas de mortalidade de 75%, 62,5% e 12,5%, nas

concentracdes de 100, 80 e 60uM, respectivamente.
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Tabela 9- Score de motilidade, expresso em percentagem de vermes adultos machos com 50 dias
controles e tratados comf-lapachona livre em 24h de incubagao.

Motilidade em scores dos vermes apés incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
-L
B _ap 3 2 1 0 3 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0
(n=8) o
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
100uM 100 875 12.5 375 50 125 25 75
80uM 100 100 62.5 37.5 37.5 62.5
60uM 100 100 12.5 87.5 50 37.5
12.5
40uM
100 100 100 87.5 12.5

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0)
Morto.

Na tabela 10, a agcao da BCD-B-lapachona também teve inicio no intervalo de
6 horas sendo observado as alteragdbes de motilidade e peristaltismo nas
concentracbes de 100uM e 80uM (score=2). Apds 12 horas de incubagao, as
alteracdes de motilidade foram observadas em todas as concentracbes e em duas
delas, 100uM e 80uM, foi observado taxa de mortalidade de 37,5% e 12,5%,
respectivamente. Ao final de 24 horas, os danos aos vermes mostraram-se mais
evidentes nas concentragdes de 100uM e 80uM com formacédo de bolhas sobre o
tegumento, auséncia de peristaltismo e auséncia e/ou redugcao de motilidade. As
taxas de mortalidade nesse intervalo foram de 100%, 87,5% e 50% nas

concentracdes de 100, 80 e 60uM, respectivamente.
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Tabela 10- Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes adultos machos com 50 dias

controles e tratados com BCD-B-lapachonaem 24h de incubacéo.

Motilidade em scores dos vermes apos incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
BC'(Jn'f;ap 3 3 3 2 10 3 2 10
Controle B-CD 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
100uM 100 100 25 375 375 100
80uM 100 100 87.5 12.5 125 87.5
60uM 100 100 50 50 50 50
40uM 100 100 50 50 875 125

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.

Os efeitos do PZQ (tabela 11) observados sobre vermes adultos machos

foram semelhantes aqueles observados em esquistossdmulos e vermes jovens. A

contracdo da musculatura longitudinal do verme ocorreu logo apds o contato com o

PZQ deixando os vermes encurtados e curvos. Apos 3 horas de incubagdo a

motilidade atingiu o score 1. Os danos tegumentares, como a formacg&o de bolhas e

rompimento da integridade da membrana, puderam ser vistos apdés 6 horas

tornando-se mais evidentes com o aumento do tempo de incubagcdo. Nesse mesmo

intervalo também foi possivel observar mortalidade de vermes nas concentragdes de

5uM e 2,5uM com taxas de 66,67% e 25%, respectivamente. As taxas de

mortalidade ao final do periodo de incubagao atingiram 75%, 58,33%, 16,67% e

8,33%, nas concentragdes de 5uM, 2,5uM, 1,25 uM e 0.625uM, respectivamente.
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Tabela 11- Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes adultos machos com 50 dias
controles e tratados com PZQem 24h de incubagéo.

Motilidade em scores dos vermes apés incubagao (%)

Grupo 6h 12h 24h
PZQ 1 0 3 2 1 3 1 0 3 1 0
(n=12) 0
Controle DMSO 100 100 100
Controle Meio 100 100 100
5uM 100 33.33 66.67 33.33 66.67 25 75
2.5uM 100 75 25 66.67 33.33 41.67
1.25uM
100 100 100 83.33
0.625uM
0.3125uM 100 100 100 91.67 8.33
100 100 100 100

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.

5.4 Avaliagao da susceptibilidade in vitro dos vermes adultos fémeas com 50

dias frente a B-lapachona, BCD-B-lapachona e praziquantel.

Todos os controles negativos permaneceram normais (score=3) durante todo

processo de avaliagao da susceptibilidade in vitro dos vermes adultos fémeas frente

a B-lapachona livre, BCD-B-lapachona e praziquantel.

Na tabela 12 podemos observar que os efeitos da B-lapachona frente aos

vermes adultos fémeas foram evidenciados apds 6 horas de incubacado. Em todas as

concentracgdes foi possivel observar alteragdo da motilidade dos vermes sendo esse

efeito mais evidente nas concentracoes de 15uM e 10uM. No intervalo de 12 horas,

os danos tegumentares tornaram-se evidentes na concentragao de 15uM através da

formacao de bolhas, ainda nessa concentragao foi registrada taxa de mortalidade de

58,33%. As lesdes tegumentares e alteragdes na motilidade de vermes progrediram

de acordo com o tempo e concentragao levando a taxas de mortalidade de 100%,

83,33% e 25% nas concentragdes de 15uM, 10uM, e 5uM, respectivamente ao final

do periodo de incubagao.
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Tabela 12- Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes adultos fémeas com 50 dias
controles e tratados comf-lapachona livre em 24h de incubacgao.

Motilidade em scores dos vermes apos incubagao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
(El-:‘IaZp) 3 2 1 0 8 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
15uM 100 66.67 33.33 41.67 58.33 100
10uM 100 16.67 66.67 16.67 25 66.67 8.33 16.67 83.33
5uM 100 75 25 41.67 50 8.33 16.67 58.33 25
2.5uM 100 91.67 8.33 91.67 8.33 25 75

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imovel, mas vivos; (0) Morto.

Na tabela 13 observa-se que as alteragbes na motilidade dos vermes frente a
BCD-B-lapachona ocorreram nas primeiras horas de incubagao levando a morte

16,67% dos vermes apos 6 horas de incubacéo na concentracdo de 15uM.

Tabela 13- Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes adultos fémeas de S.
mansoni controles e tratados com BCD-B-lapachona em 24h de incubagao.

Motilidade em scores dos vermes apoés incubacao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
BC(E;@I-ZL)ap 03 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle 3-CD 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
15uM 83.33 16.67 25 58.33 16.67 33.33 66.67 100
10uM 100 25 75 16.67 16.67 66.67 8.33 91.67
5uM 100 75 25 33.33 66.67 50 25 25
2.5uM 100 83.33 16.67 83.33 16.67 8.33 41.67 50

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.
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As alteracdes de tegumento e de motilidade também ocorreram em funcg&o do
tempo de incubacdo e da concentragcao da BCD-B-lapachona levando a taxas de
mortalidade de 100%, 91,67% e 25% nas concentragbes de 15, 10, e 5uM,
respectivamente ao final do periodo de incubagdo de mortalidade nas concentragoes
de 15, 10 e 5uM, respectivamente.

A susceptibilidade de vermes adultos fémeas ao PZQ foi menor do que a de
vermes adultos machos. Concentragdes maiores foram necessarias para causar a
morte de vermes adultos fémeas, mas os efeitos do PZQ foram semelhantes em
ambos os vermes. Logo apdés o contato com o PZQ os vermes tiveram o corpo
encurtados e alguns ganharam a forma em espiral. A motilidade atingiu o score 1
apos 3 horas de incubagao e a morte de 12,5% dos vermes foi observada a partir do
intervalo de 6 horas de incubagdo com a concentragao de 100uM. Apos 24 horas, as
alteracbes no tegumento tornaram-se mais evidentes e a mortalidade dos vermes
alcancou taxas de 50% e 37,5% nas concentracdes de 100uM e 75uM e de 25% nas

concentracdes de 50uM e 25uM (tabela 14).

Tabela 14- Score de motilidade, expresso em percentagem, de vermes adultos fémeas com 50 dias
controles e tratados com Praziquantel em 24h de incubagéo.

Motilidade em scores dos vermes apoés incubacao (%)

Grupo 3h 6h 12h 24h
PzQ
= 3 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
(n=8) 0
Controle DMSO 100 100 100 100
Controle Meio 100 100 100 100
100uM 100 87.5 12.5 875 125 50 50
75uM 25 75 100 100 62.5
375
50uM
75 25 100 100 75 25
25uM
87.5 125 100 100 75 25
12.5uM
100 100 100 100

3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) imével, mas vivos; (0) Morto.
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5.5 Ensaio de compostos isolados contra as formas evolutivas de S. mansoni
(cepa BH).

As concentragbes de [ Lapachona, p-ciclodextrina-B-lapachona e
praziquantel que causaram a morte dos vermes em 50% foram determinadas frente
as trés fases evolutivas do Schistosoma mansoni (cepa BH): esquistossémulo,
vermes jovens e vermes adultos machos e fémeas. Os resultados encontram-se na
tabela 15. Baseado na CLso, a B-Lapachona e BCD-B-Lapachona tiveram atividade,
consideravelmente, muito maior que o praziquantel contra esquistossdémulos.
Reduzindo a motilidade e causando morte em concentragdes inferiores a 1 uM,
enquanto o PZQ requereu uma concentragdo maior que 150 pM. Esse perfil de
atividade da B-Lapachona e da BCD-B-Lapachona também ocorreu frente a vermes
jovens e vermes adultos fémeas. Em vermes adultos machos de Schistosoma
mansoni (cepa BH) as ClLsy da B-Lapachona e da BCD-B-Lapachona foram
aproximadamente 30 vezes maiores que a CLsg do Praziquantel. Os valores das
CLso foram posteriormente usados para a avaliagao dos efeitos das combinagdes B-
Lapachona-PZQ e BCD-B-Lapachona-PZQ.

Tabela 15- Efeito esquistossomicida de B-lapachona, BCD-B-lapachona e Praziquantel sobre as
formas evolutivas de Schistosoma mansoni (cepa BH)apds 24h. Valores representam a concentragao
letal encontrada para 50% dos vermes CLsg [uM].

CLso [uM] Esquistossomulos Vermes jovens Verme adulto Verme adulto
(21 dias) macho fémea
B-lapachona 0,23 15,6 69 6,6
BCD-B-lapachona 0,15 17,2 60 6,2
PZQ 164,9 78,9 1,8 36,4

5.6 Efeito da combinacdo [(-Lapachona-PZQ contra esquistossdmulos,
vermes jovens e vermes adultos machos e fémeas de Schistosoma mansoni (cepa
BH).

O efeito da associagcao da p-Lapachona com o PZQ mostrou ser mais eficaz
sobre vermes jovens (Tabela 16). Os menores indices de combinagao (IC) foram

alcancados com as razdes de combinagao de 0,5CLsy de B-Lapachona+0,125CLsg
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de PZQ com IC igual a 0,42 e 0,25CL5y de B-Lapachona+0,125CLsy de PZQ com IC
de 0,34, nessas associacdes a ClLsy de PZQ foi reduzida em 87,5%. Todavia,
quando esquistossémulos foram submetidos a essa mesma associagdo nao foi
possivel estabelecer um nivel de correlagado entre efeito concentragdo, uma vez que
durante o ensaio foi registrado 100% de mortalidade entre todos os
esquistossémulos em todas as combinagdes estabelecidas. Vale ressaltar que a
associagdao dos dois compostos causou importantes danos no tegumento dos
esquistossédmulos. A figura 21 mostra o grafico da fracdo afetada e indice de
combinagdo relacionada as distribuigbes sinérgicas e antagbnicas. Os pontos
marcados acima da linha do indice de combinagdo (Cl, sigla em inglés) indica

antagonismo (CI>1) e abaixo sinergismo (Cl<1).

Tabela 16- Efeito da B-lapachona com praziquantel sobre vermes jovens de S. mansoni (cepa BH)
com 21 dias ap6ds 24 horas.

Vermes Jovens

Razdo Testada B-lap +PZQ* IC*** Redug¢dao da LCs
(Vermes Mortos) (%)
B-lap PZQ B-lap PZQ
0,5CLs 0,125CLs 7,8 +9,86 0,42 50% 87,5%
(62,5%)**
0,5CLs 0,25CLs, 7,8 +19,72 0,65 50% 75%
(65%)
0,25CLs, 0,125CL5 3,9+9,86 0,34 75% 87,5%
(57,5%)
0,25CLs, 0,25CLs, 3,9 +19,72 0,56 75% 75%
(65%)
0,25CL50 0,5CL50 3,9 +3945 1,02 75% 50%
(67,5%)

*Valores de concentragdo expressos em M.
**Percentagem de vermes mortos (n=40) avaliados.
***Valor de indice de combinagdo menor que 1 indica sinergismo.
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Figura 21-. Gréafico da relagdo do indice de Combinagéo e Fragdo afetada (Fa-IC) para vermes

jovens B-Lapachona-PZQ.

A tabela 17 mostra o efeito da associagao da B-Lapachona com o PZQ contra

vermes adultos de S. mansoni (cepa BH). O sinergismo entre os dois compostos foi

observado na associacao entre 0,25CLsy de B-Lapachona e 0,5CLsy de PZQ com

reducado de 75% e 50% do valor inicial das CLsp, respectivamente. O grafico da

fragdo afetadal/indice de combinagdo mostra o unico ponto sinérgico abaixo do ClI

(figura 22).

Tabela 17- Efeito da B-lapachona com Praziquantel sobre vermes adultos machos de S. mansoni
(cepa BH) com 50 dias ap6s 24 horas.

Vermes Adulto Macho

Razao Testada B-lap +PZQ* Reducao da LCs (%)
B-lap PZQ (Vermes Mortos) IC*** B-lap PZQ
0,5CLs, 0,25CLs, 34,5+0,45 1,6
(100%)**
0,25CLs, 0,5CLs, 17,25+0,90 0,8 75% 50%
(100%)
0,125CL5 0,25CLs, 8,62+0,45 1,9
(83,33%)
0,062CL5 0,5CL50 4,31+0,90 1,5
(66,67%)

*Valores de concentragao expressos em pM.
**Percentagem de vermes mortos (n=6) avaliados.
***Valor de indice de combinagdo menor que 1 indica sinergismo.
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Figura 22- Grafico da relagéo do indice de Combinagao e Fragdo afetada (Fa-IC) para verme adulto
macho B-Lapachona-PZQ.

Quando essa mesma razdo da associagdo atuou contra vermes adultos
fémeas quatro combinagdes mostraram sinergismo (Tabela 18) (Figura23). Em trés
delas foram utilizadas a prépria CLsy da B-lapachona e concentragdes inferiores a

CLso do PZQ, o qual foi reduzido a valores iguais ou superiores a 50%.

Tabela 18- Efeito da B-lapachona e praziquantel sobre vermes adultos fémeas de S. mansoni (cepa
BH) com 50 dias apds 24 horas.

Verme Adulto Fémea

Razao Testada B-lap +PZQ* Reducéao da LCs (%)
B-lap PZQ (Vermes Mortos) IC*** B-lap PZQ
0,5CLsg 0,25CLs, 3,3+9,1 0,81 50% 75%

(80%)**
CLs 0,125CLs 6,6+4,55 0,75 0% 87,5%
(80%)
CLs 0,25CLs, 6,6+9,1 0,51 0% 75%
(100%)
CLs 0,5CL50 6,6+18,2 0,80 0% 50%
(100%)

*Valores de concentragao expressos em pM.
**Percentagem de vermes mortos (n= investigados.
***Valor de indice de combinagdo menor que 1 indica sinergismo.
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Figura 23- Grafico da relagéo do indice de Combinagado e Fragdo afetada (Fa-IC) para verme adulto
fémea B-Lapachona-PZQ.

5.7 Efeito da combinacdo BCD-B-Lapachona-PZQ contra esquistossémulos,

vermes jovens e vermes adultos machos e fémeas de S. mansoni (cepa BH).

A associagao BCD-B-Lapachona com PZQ também mostrou sinergismo em
trés combinagdes frente a vermes jovens (Tabela 19). O menor IC foi registrado na
associacao 0,5CLsy, de BCD-B-Lapachona e 0,125CLso de PZQ com percentuais de
reducdo da CLsy de 50% e 87,5%, respectivamente. A figura 24 ilustra os pontos

sinérgicos (pontos abaixo do Cl) observados na associacao BCD-B-Lapachona-PZQ.

Tabela 19- Efeito da associagdo BCD-B-Lapachona e Praziquantel sobre vermes jovens de S.
mansoni (cepa BH) com 21 dias ap6s 24 horas.

Verme Jovens

Razao Testada B-CD-B-lap +PZQ* Reducgéo da LCs (%)
BCD-B-lap PZQ (Vermes Mortos) IC*** BCD-B- PZQ
lap
0,5CLs, 0,125CLs 8,6+9,86 0,74 50% 87,5%
(75%)**
0,25CLs, 0,125CLs 4,3+9,86 0,60 75% 87,5%
(60%)
0,25CLs, 0,25CLs, 4,3+19,72 0,97 75% 75%
(72,5%)

*Valores de concentragcédo expressos em uM.
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**Percentagem de vermes mortos (n=40) avaliados.
***Valor de indice de combinagdo menor que 1 indica sinergismo.
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Figura 24- Grafico da relagdo do indice de Combinagao e Fragéo afetada (Fa-IC) para vermes jovens
BCD-B-Lapachona-PZQ.

A tabela 20 mostra o efeito da associacdo da BCD-B-Lapachona com o PZQ
contra vermes adultos machos de S. mansoni (cepa BH). O sinergismo entre os dois
compostos foi observado em seis associagdes mostrando que a BCD-B-Lapachona
foi mais eficaz que a B-Lapachona livre sobre vermes adultos machos. O percentual
de redugdao da CLsy alcancou taxas de 93,75% e 87,5% na combinagao de
0,0625CL59 e 0,125CLsg da PCD-B-Lapachona com 0,5CLsy de PZQ, nessas
combinagdes foram registrados os menores IC, 0,31 e 0,4, respectivamente. O PZQ
também apresentou elevado percentual de reducédo da LCsg quando 0,125CLs foi
associado a 0,5CLsyp de BCD-B-Lapachona. Quando essa mesma razado da
associagao atuou contra vermes adultos fémeas nenhum efeito sinérgico foi
observado. O grafico da fracdo afeta e indice de combinagao ilustra os pontos
sinérgicos obtidos da associagao BCD-B-Lapachona-PZQ frente aos vermes adultos

machos (figura 25).
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Tabela 20- Efeito da associagdo BCD-B-Lapachona e Praziquantel sobre vermes adultos machos de
S. mansoni (50 dias) apos 24 horas.

Verme Adulto Macho

Razao Testada

B-CD-B-lap +PZQ*

Redugédo da LCs (%)

BCD-B-lap PzQ (Vermes Mortos) IC*** BCD-B- PZQ
lap
CLso 0,125CLs 60+0,22 0,91 0% 87,77%
(100%)**
0,5CLso 0,125CLs, 30+0,22 0,46 50% 87,77%
(100%)
0,5CLs 0,25CLs 30+0,45 0,46 50% 75%
(100%)
0,25CLs 0,5CLso 15+0,90 0,63 75% 50%
(83,33%)
0,125CLs,  0,5CL50 7,5+0,90 0,41 87,5% 50%
(66,67%)
0,0625CLs,  0,5CL50 3,75+0,90 0,31 93,75% 50%
(33,33%)

*Valores de concentragdo expressos em uM.

**Percentagem de vermes mortos (n=6) avaliados.

***Valor de indice de combinagao menor que 1 indica sinergismo.
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Figura 25- Grafico da relagéo do indice de Combinagado e Fragdo afetada (Fa-IC) para verme adulto
macho BCD-B-Lapachona-PZQ.
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose, embora seja uma doenga antiga, ainda apresenta
caminho bastante limitado para o tratamento. Os esforgos e o incentivo para
pesquisa de novos farmacos e alternativas terapéuticas estdo presentes de forma
bem discreta. Essa resisténcia ao engajamento nos investimentos de pesquisas,
principalmente pelas grandes industrias farmacéuticas, existe pelo fato da
esquistossomose atingir, em grande parte, comunidades pobres e desprovidas da
assisténcia sanitaria. Em que o retorno financeiro as grandes empresas nao atingiria
o patamar esperado (KATZ, 2008; BERGQUIST et al.2017).

Atualmente a unica forma para o tratamento e controle da esquistossomose é
utilizacédo do praziquantel (PZQ). A administracédo do PZQ tem se mostrado seguro e
eficaz frente a todas as espécies de Schistosoma spp. durante os ultimos 40 anos
desde sua descoberta. Isso tornou de certa forma, a busca por novos agentes
antischistosoma estacionaria por um longo periodo. Entretanto, os relatos de
resisténcia induzida em laboratério e de casos isolados registrados em comunidades
no continente africano tem sido a causa da preocupagao e objetivo para a busca de
alternativas no tratamento da esquistossomose (BOTROS et al. 2005; MELMAN et
al. 2009; COUTO et al. 2011).

Com os avangos da quimica medicinal uma serie de moléculas naturais,
semissintéticas e sintéticas tem sido amplamente investigada para combater as
espécies de Schistosoma. Exemplos dessas moléculas estdo o fitol, hesperidina,
epiisopiloturine, curcumin e o 1,3-benzodioxois. Farmacos que ja sao utilizados
destinado para outros alvos biologicos também vem sendo explorados, como o
mefloquine e o trioxaquines, os quais sao eficazes contra a malaria e tem mostrado
resultados promissores frente ao Schistosoma (LAGO et al. 2017)

Uma das limitagbes encontrada no tratamento pelo praziquantel é a sua baixa
eficacia contra as fases jovens das espécies de Schistosoma (KAMEL e BAYAUMY,
2017). Isso permite que os vermes atinjam a sua maturidade sexual e se acasalem,
dando inicio ao processo de oviposi¢cao resultando assim na reacao inflamatéria, a
qual é responsavel pela alta razao da morbidade e mortalidade da esquistossomose.

Pudemos confirmar no presente trabalho, in vitro, a baixa eficacia do PZQ
frente as fases jovens quando comparada aos vermes adultos. Os esquistossémulos

com 3 horas nas concentragcdes de 350uM e 100uM resultou na mortalidade de
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85,71% e 61,22%, respectivamente no periodo de 24 horas. Neste mesmo intervalo,
o PZQ na concentracédo de 160uM frente aos vermes jovens de 21 dias foi capaz de
provocar a mortalidade de apenas 60%. Vale destacar que na fase adulta, as
fémeas apresentaram uma sensibilidade inferior quando comparado aos machos,
apresentando uma CLsy superior. Esses achados ja sdo relatados na literatura
conforme Pica-Mattoccia e Cioli (2004), os quais demonstraram a baixa eficacia do
PZQ frente ao Schistosoma mansoni (Cepa Porto Rico) nas fases jovens de 28 dias,
0s quais chegaram a se recuperar dos efeitos espasmddicos em concentragdes de
até 3uM. Bem como os vermes adultos fémeas provenientes de infecgdes
unissexual e bissexual apresentando-se refratarias ao PZQ quando comparadas aos
machos.

Embora a eficacia do mecanismo de acédo do PZQ frente aos vermes adultos
esteja relacionado ao influxo de calcio e a rapida contragdo da musculatura, frente
as fases jovens este principio de agédo parece ser paradoxal. Os quais sdo menos
sensiveis ao PZQ, apesar de apresentarem canais de calcio em suas células. Diante
disso, estudos moleculares vém buscando esclarecer os mecanismos de
tolerancia/resisténcia das espécies de Schistosoma em diferentes estagios
evolutivosfrente ao praziquantel. A multirresisténcia das células de mamiferos aos
farmacos é associada a uma superfamilia de proteinas ABC (ATP-binding-cassette),
das quais incluem a glicoproteina-P (PGP, sigla em inglés), a MRP-1 e BCRP
(associada ao cancer de mama). Estas sao proteinas transportadoras dependentes
de ATP responsaveis por eliminar xenobidticos e toxinas metabdlicas das células, as
quais sao altamente expressas em células cancerigenas resistentes a quimioterapia
(LEONARD et al. 2003).

Ao passo que as proteinas multirresistentes (MRPs, sigla em inglés) sao
notavelmente expressas em células tumorais, transportadores semelhantes ja foram
identificados em helmintos, incluindo Schistosoma mansoni (cepa Porto Rico) (SATO
et al. 2003; BLACKHALL et al. 2008). Bosch e colaboradores (1994) clonaram e
codificaram dois cDNA de Schistosoma mansoni responsaveis pela expressao de
proteinas multirresistentes, sendo o gene SMDR2 responsavel por codificar
proteinas semelhante a glicoproteina-P de mamiferos. Devido ao potencial
envolvimento desses transportadores na resisténcia ao PZQ, Messerli e
coloboradores (2009) exploraram a relacao da expressao do RNA de SMDR2 e da
glicoproteina-P em vermes adultos de S. mansoni (cepa NMRI) quando expostos a
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concentracbes subletais de praziquantel. Nesse estudo também foram utilizados
vermes EE2 ja conhecidos por terem sensibilidade reduzida ao PZQ e vermes CD1
que nunca foram tratados e portanto, sensiveis ao PZQ. A exposi¢cao da cepa NMRI
revelou um aumento de 3 vezes do RNA de SMDR2 em machos adultos quando
comparados ao controle negativo no intervalo de 3 horas. Curiosamente as fémeas
adultas neste mesmo intervalo ndo apresentaram diferengas significativas quando
comparadas ao grupo controle negativo, em que este ainda apresentou um aumento
de 2 a 5 vezes do RNA de SMDR2 quando comparadas aos machos adultos. Vale
destacar a baixa sensibilidade das fémeas frente ao PZQ avaliado em nosso estudo,
as quais tiveram uma CLs superior ao macho. Este achado pode estar relacionado
aos altos niveis das MRPs. Os vermes adultos da cepa EE2 apresentaram niveis em
mais de 2 vezes do RNA de SMDR2 quando comparados aos vermes CD1 e NMRI,
bem como os niveis da glicoproteina-P.

Kasinathan e colaboradores (2010) identificaram uma outra proteina envolvida
na excrecao de xenobiodticos, a SmMMRP1 de Schistosoma mansoni (cepa NMRI), um
homologo do MRP1(Proteina associada a resisténcia de Multidrogas) em células
mamiferas. Quando expostos a concentragdes subletais do PZQ, a expressao do
RNA de SmMMRP1 em vermes jovens e cercarias foi superior ao comparar com 0s
vermes adultos (macho e fémea). Além disso, o RNA de SMDR2 foi altamente
expresso nas fases jovens de Schistosoma mansoni (cepa NMRI). A presenga
desses transportadores de bombas de efluxo aos farmacos podem estar diretamente
relacionados a baixa sensibilidade dos esquistossémulos de 3 horas e jovens de 21
dias frente ao PZQ avaliados neste trabalho.

As diferengas na sensibilidade da B-lapachona, BCD-B-lapachona e PZQ
avaliado frente as diferentes fases evolutivas de Schistosoma mansoni (cepa BH)
pode estar relacionadas as diferentes expressdes génicas reguladas positivamente
para cada estagio. Em estudos protedbmicos com Schistosoma japonicum (cepa
anhui)realizado porHong e colaboradores (2013), foi possivel identificar proteinas
que estdo intimamente relacionadas com a sobrevivéncia e desenvolvimento dos
vermes. A ADP-ribose pirofosfatase e a tiorredoxina peroxidase-1, por exemplo, sdo
enzimas extremamente importantes para os processos metabdlicos e foram
altamente expressos em esquistossébmulos de S. japanicum. A ADP-ribose
pirofosfatase esta ligado ao papel protetor, pois evita o acumulo da ADP-ribose nas

células, a qual pode ser prejudicial. Ja a tiorredoxina peroxidase-1 esta relacionada
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a protecao contra os reativos de oxigénios, e sua presenca em esquistossémulos de
Schistosoma mansoni(cepa Porto Rico) também foi identificada (SOTILLO et al.
2015). Na fase adulta essas enzimas continuam sendo expressas, porém em niveis
inferiores as fases jovens. No estudo protedbmico em vermes adultos de S.
Japonicum (cepa Anhui) destacaram-se por apresentarem proteinas que regulam a
expressao génica e os processos metabdlicos. Como a proteina ribossémica LP-1
responsavel pelo controle transcricional e a pré-procatepsina C que pode estar
envolvida na protedlise de proteinas que sao processadas e apresentadas
externamente, e consequentemente auxiliar na evaséo do sistema imune (TURK et
al. 2002).

A B-lapachona além de ser bastante explorada em pesquisas antineoplasicas
tem sido alvo de pesquisa contra o Schistosoma mansoni (Cepa BH). Estudos in
vitro frente aos vermes machos adultos tem se mostrado eficaz na concentragao de
100uM, promovendo lesdes de tegumento e mortalidade no periodo de 24 horas
(AIRES et al. 2014). O dano causado no tegumento dos vermes é o alvo principal
dos farmacos esquistossomicida. Visto que, a membrana tegumentar é responsavel
pela absorcédo de nutrientes como lipideos, aminoacidos e carboidratos, bem como a
regulacdo de ions (Ca®*, H*, Na* e K'). Vale ressaltar, que o tegumento é o
responsavel pela sobrevivéncia dos vermes, o qual sofre constantes alteragdes na
constituicdo e adsorve proteinas e lipideos do hospedeiro escapando do
reconhecimento pelo sistema imunoldgico (ALMEIDA et al. 2003; HELLEMOND et al.
2006; CAMPELO et al. 2017).

No presente estudo, a [(-lapachona também foi capaz de provocar a
mortalidade em esquistossémulos de 3 horas na taxa de 100% na concentracao de
0.975uM e frente aos vermes jovens de 21 dias, resultando na mortalidade de
97.37% na concentragao de 22uM, no periodo de 24 horas. Esses achados, revelam
a eficacia da B-lapachona frente as fases jovens quando comparado ao PZQ no
mesmo intervalo. Ressaltando também a susceptibilidade dos vermes adultos
fémeas a B-lapachona, as quais foram mais sensiveis do que os vermes adultos
machos.

O mecanismo de acao da B-lapachona ainda nao é totalmente elucidado. Em
nossas avaliacoes, as alteragdes morfolégicas provocadas pela B-lapachona
apresentaram-se diferente quando comparado a rapida contracdo da musculatura

longitudinal e danos tegumentares na presenga do PZQ. Esses achados corroboram
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com a avaliacdo realizada por AIRES e colaboradores (2014), propondo um
mecanismo de acgéo distinto da B-lapachona.

Os estudos apoiam o papel das quinonas em gerar reativos de oxigénio
(ROS) que resultam em danos e morte celular. Segundo Kuntz e colaboradores
(2007) e Sharma e colaboradores (2009) as células de Schistosoma mansoni possui
uma unica glutationa tiorredoxina redutase (SmTGR, sigla em inglés) que esta
envolvida na eliminagdo dos ROS, o que pode explicar a sua sobrevivéncia frente
aos reativos de oxigénio liberados pelas células do sistema imunologico do
hospedeiro.

A anadlise biolégica da SmTGR (Glutationa Tiorredoxina redutase de
Schistosoma mansoni) revelou que os vermes de Schistosoma mansoni que tiveram
sua expressao inibida morreram em um periodo de 4 até dias. A nivel bioquimico, ao
determinar a estrutura molecular do SmTGR foi possivel verificar diferengas de
especificidades nos substratos quando comparados aos homélogos de mamiferos.
Estudos in vitro com alvos no SmTGR ja foram explorados através de derivados
sintéticos de 1,4-naftoquinonas, os quais se mostraram promissores ao inibir o
SmTGR de S. mansoni (LANFRANCHI et al. 2012; JOHANN et al. 2015). Esses
resultados podem contribuir para a elucidacado da atividade da (B-lapachona no seu
papel de gerar ROS e em inibir a agao do sistema redox nas células de Schistosoma
mansoni.

A pB-lapachona em sua forma livre € uma molécula hidrofébica, e
consequentemente apresenta baixa solubilidade em meio aquoso. Essa limitacéo
dificulta a continuacao de estudos in vivo por vias de administracdo menos invasiva,
como a via oral. Uma das alternativas aplicadas pela quimica farmacéutica para
melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade de farmacos hidrofébicos tem sido a
inclusdo das moléculas em excipientes, o qual tem a finalidade de conduzir o
farmaco na sua forma integra, segura e eficaz ao alvo biolégico desejado (KURKOV
e LOFTSSON, 2012). Nesse sentido, exploramos a atividade da B-lapachona no
complexo de inclusao [-ciclodextrina frente as diferentes fases evolutivas de
Schistosoma mansoni (Cepa BH). Os resultados presentes nas tabelas 4, 7 e 10
revelam que a ag¢ao da B-lapachona permaneceu inalterada frente as fases
evolutivas de Schistosoma mansoni, enquanto o grupo controle negativo na

presenca isolada da B-ciclodextrina permaneceram normais. Revelando a auséncia
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de atividade quando complexada a B-lapachona. Enquadrando-a dessa forma como
um excipiente eficaz na solubilidade do composto no meio.

A eficacia in vivo do PZQ no tratamento da esquistossomose mostra que a
mortalidade dos vermes depende da associagdo dos fatores da defesa
imunologicado hospedeiro definitivo. Uma vez que in vitro os vermes de
Schistosoma mansoni (cepas Porto Rico e LE) foram capazes de se recuperar dos
danos tegumentares e funcionais apdés serem expostos ao praziquantel (PICA-
MATTOCCIA e CIOLI, 2004; OLIVEIRA et al. 2006). Dessa forma, a associagao de
outros farmacos ao PZQ pode ser uma alternativa para aumentar a eficacia no
tratamento da esquistossomose, ampliando até mesmo o espectro de agao para as
fases jovens. Além disso, a associagdao de farmacos tem reduzido os efeitos
adversos proporcionado pela diminuicdo da dose administrada isoladamente.
Destacando também, que este método terapéutico evita ou reduz significativamente
0 aparecimento de resisténcia aos farmacos.

Alguns estudos ja tém explorado a associagdo do PZQ com outros
compostos, como na combinagao do omeprazol e PZQ in vitro realizado por Almeida
e colaboradores (2015) que revelou resultados promissores frente aos vermes
adultos de Schistosoma mansoni (Cepa LE). Campelo e colaboradores (2017)
também tém demonstrado resultados satisfatorios ao associar piplartine e
epiisopiloturine ao PZQ frente aos vermes adultos de Schistosoma mansoni (Cepa
BH) in vitro. Por fim, estudos in vitro e in vivo envolvendo antimalaricos como
arthemeter e mefloquina combinados com o PZQ mostraram-se eficazes frente as
espécies de Schistosoma mansoni e S. japonicum (UTZINGER, et al. 2001;
MAHMOUD e BOTROS, 2005; KEISER, et al. 2011; GOUVEIA et al. 2018).

Em nossos trabalhos hipotetizamos que a B-lapachona livre e a BCD-B-
lapachona combinadas ao PZQ seriam capazes de promover atividade sinérgica
sobre fases evolutivas do S. mansoni. Os resultados indicaram atividade sinérgica
da associagdo PZQ e B-ciclodextrina-B-lapachona/PZQ frente a vermes adultos,
vermes jovens e esquistossdmulos resultando em lesdes tegumentares semelhantes
e superiores quando comparadas as avaliagdes isoladas de cada farmaco em
concentracdes superiores. Ja a combinacio das proporgdes inferiores a 0,5CLso da
B-lapachona livre e da BCD-B-lapachona mostrou variagbes de susceptibilidade

quando combinadas as variaveis do PZQ.
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7 PERSPECTIVAS

Investigar as demais concentragdes  subinibitorias frente  aos
esquistossémulos com 3 horas;

Realizar a microscopia eletrénica de varredura (MEV) das concentragdes que
apresentaram resultados promissores, com a finalidade de detalhar as
alteragdes tegumentares causados pela combinagéo dos farmacos;

Investigar in vivo a atividade da BCD-B-lapachona, por administracdo oral,
frente as fases evolutivas de Schistosoma mansoni (cepa BH). Visto que o
ensaio in vitro limita-se apenas a avaliagao da solubilidade da B-lapachonano
complexo de inclusdo. Nao avaliando a absorgdo e metabolismo da droga;
Investigar in vivo a combinagao quimioterapica da BCD-B-lapachona/PZQ nas

diferentes fases evolutivas de Schistosoma mansoni (cepa BH).
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que a B-lapachona livre € no
complexo de inclusao B-ciclodextrina apresentaram atividade esquistossomicida
frente as fases evolutivas de Schistosoma mansoni (cepa BH). Em que o complexo
de inclusao B-ciclodextrina melhorou a solubilidade da B-lapachona, proporcionando
a eficacia quando comparada a forma livre.

A combinacao da B-lapachona livre e BCD-B-lapachona com o PZQ foi capaz
de provocar alteragdes tegumentares e mortalidade nas diferentes fases evolutivas
de Schistosoma mansoni (cepa BH) no intervalo de 24 horas. Além disso, a
atividade promovida pela associagao abre novas possibilidades para investigagdes
adicionais in vivo da combinacdo desses farmacos, que podera estabelecer a
eficacia do tratamento associado.

Por conseguinte, a associacdo de farmacos ao praziquantel abre novas
possibilidades para o tratamento da esquistossomose por meio da combinagao de
pequenas doses individuais. Concomitantemente, proporciona a potencializacao
terapéutica, redugéo dos efeitos adversos e eliminagdo das chances no surgimento

de cepas resistentes ao proprio PZQ, bem como aos futuros quimioterapicos.
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[UFPE), erm reuniio de 308081201 7.
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