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Mas é preciso ter manha

E preciso ter graca
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Quem traz na pele essa marca
Possui a estranha mania

De ter fé na vida
(NASCIMENTO, 1978).



RESUMO

Esquistossomose, ocasionada por platelmintos do género Schistosoma,
caracteriza-se pela formacdo de granulomas. Praziquantel, Unico farmaco utilizado
em seu tratamento, possui limitacbes. Novos compostos vém sendo testados como
alternativas para o praziquntel, como plumbagina. Nao existem estudos avaliando
acao esquistossomicida in vivo da plumbagina, sendo nosso trabalho pioneiro nessa
avaliagdo. Em camundongos infectados com S. mansoni, tratados com plumbagina,
praziquantel e salina, objetiva-se avaliar atividade esquistossomicida in vivo da
plumbagina. Utilizamos 90 camundongos, em 2 experimentos, administrando-se
doses de plumbagina de 8, 16 e 32 mg/kg, praziquantel a 50 mg/kg e salina a 0,9%.
A administracdo ocorreu por gavagem iniciando-se 45 dias pos-infeccdo, durando 5
dias. Plumbagina a 8, 16 e 32 mg/kg reduziu, respectivamente, a carga total de
vermes em 46.85, 46.56 e 59.64%; reduziu em 48.17, 46.525 e 58.33% a carga de
vermes fémeas; reduziu em 58.29, 74.67 e 70.4% o numero de ovos nas fezes;
reduziu em 55.36, 15.07 e 10.43% o numero de ovos no figado; e reduziu em 57.49,
45.97 e 36.18% o0 numero de ovos no intestino. No oograma, nas doses de 8, 16 e
32 mg/kg a porcentagem de ovos imaturos foi de 62.03, 65 e 71%, respectivamente.
Nosso estudo demonstra que plumbagina possui acdo esquistossomicida atraves da
reducdo da carga de vermes totais, vermes fémeas, nimero de ovos nos tecidos

hepatico e intestinal e nas fezes, além de modificar o padrdo do oograma.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Naftoquinonas; Esquistossomose;
Plumbagina.



ABSTRACT

Schistosomiasis, caused by flatworms of the Schistosoma genus, is
characterized by the formation of granulomas. Praziquantel, the only drug used in its
treatment, has limitations. New compounds are being tested as alternatives to
praziguntel, such as plumbagin. There are no studies evaluating schistosomicidal
action in vivo of plumbagin, being our pioneering work in this evaluation. In mice
infected with S. mansoni, treated with plumbagin, praziquantel and saline, the
objective is to evaluate schistosomicidal activity in vivo of plumbagin. We used 90
mice in 2 experiments, administering plumbagin doses of 8, 16 and 32 mg/kg,
praziquantel at 50 mg/kg and 0.9% saline. The administration occurred by gavage
starting 45 days after infection, lasting 5 days. Plumbagin at 8, 16 and 32 mg/kg
reduced the total worm load by 46.85, 46.56 and 59.64%, respectively; reduced the
burden of female worms by 48.17, 46.525 and 58.33%; reduced the number of eggs
in the feces by 58.29, 74.67 and 70.4%; reduced the number of eggs in the liver by
55.36, 15.07 and 10.43%; and reduced the number of eggs in the intestine by 57.49,
45.97 and 36.18%. In the oogram, at doses of 8, 16 and 32 mg/kg, the percentage of
immature eggs was 62.03, 65 and 71%, respectively. Our study demonstrates that
plumbagin has schistosomicidal action by reducing the burden of total worms, female
worms, number of eggs in the liver and intestinal tissues and in the feces, in addition

to modifying the oogram pattern.

Key words: Schistosoma mansoni; Naphthoquinones; Schistosomiasis;

Plumbagin.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca infecto-parasitaria ocasionada por
platelmintos tremat6deos do género Schistosoma. Esta presente na América Latina,
Africa, Asia e em algumas ilhas da Europa, contabilizando cerca de 78 paises e
territérios. Atualmente, aproximadamente 252 milhGes de pessoas encontram-se
infectadas ao redor do globo. Destes, em torno de 2 milhdes de pessoas sé&o
brasileiras, sendo o Brasil o pais com o maior nUmero de casos de esquistossomose
na América Latina, atingindo 18 dos 26 estados e o Distrito Federal. O Nordeste é a
regido com o maior numero de casos, de internacdes e de Obitos dentre todas as
regides do Estado Brasileiro, destacando-se os estados de Pernambuco, Bahia,
Alagoas e Sergipe. Ademais, 103 dos 185 municipios pernambucanos s&o
considerados endémicos (DUBEUX ET AL., 2019; JUNG ET AL., 2019; WHO, 2019;
BRASIL, 2017).

O Schistosoma mansoni possui ciclo heteroxénico, ou seja, precisa de mais
de um hospedeiro para concluir seu ciclo. Possui 2 hospedeiros, o hospedeiro
intermediario invertebrado € representado por caramujos dulcicolas do género
Biomphalaria, e o hospedeiro definitivo vertebrado é o Homo sapiens sapiens e
outros mamiferos (MCMANUS et al., 2018).

Atualmente, apenas o praziquantel € utilizado para o tratamento da
esquistossomose. Porém, este farmaco nao atua, nas doses recomendadas, contra
fases jovens do parasita, ndo modula o dano hepatico causado pela enfermidade e
casos de cepas de Schistosoma resistentes ao farmaco foram relatados (NELWAN,
2019; BRASIL, 2018).

Para evitar essa problematica, novos compostos vém sendo avaliados como
alternativas terapéuticas para o tratamento da esquistossomose. Produtos de origem
vegetal correspondem a aproximadamente 50% de todos 0S novos compostos
lancados no mercado farmacéutico até 2014. Dentre esses produtos, destacam-se
as naftoquinonas, metabdlitos secundarios produzidos por fungos, plantas, algas e
animais, que possuem atividades anticancer, contra Leishmania sp., Plasmodium
sp., fungos, bactérias, nematédeos e Schistosoma mansoni, dentre outros
(WELLINGTON et al., 2019; ROYO et al., 2019; CHA et al., 2019; AWASTHI et al.,
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2016; FARDIN et al., 2015; AIRES et al.,, 2014; FERREIRA et al., 2014;
LORSUWANNARAT et al., 2013; SILVA et al., 2012) .

Dentre as naftoquinonas, evidencia-se a plumbagina, extraida principalmente
das raizes de embridfitas do género Plumbago. Também pode ser encontrada em
outras espécies vegetais das familias Plumbaginaceae, Dioncophyllaceae,
Ancestrocladaceae, Droseraceae e Ebenaceae. A plumbagina apresenta atividades
anticancer, antiangiogénica, antioxidante, anti-fangica, anti-bacteriana,
antiaterosclerética, anti-alérgica, hepatoprotetiva, €& um inibidor da DNA
topoisomerase Il humana e reprime a atividade da telomerase (PEREYRA et al.,
2019; LIU et al., 2017; WANG et al., 2016; NAYAK et al., 2015).

Com relacéo a atividade antiparasitaria da plumbagina, estudos destacam sua
acao contra Leishmania sp. (AWASTHI et al., 2016), Plasmodium sp. (GUPTA et al.,
2018), Trypanosoma cruzi (PINTO et al., 2009), e contra platelmintos dos géneros
Fasciola (LORSUWANNARAT et al., 2014), Paramphistomum (SAOWAKON et al.,
2013) e Schistosoma (LORSUWANNARAT et al., 2013; ZHANG e COUTLAS, 2013)
in vitro.

Sendo assim, nosso estudo visa avaliar a acdo esquistossomicida in vivo da
plumbagina frente a vermes adultos de S. mansoni. A analise da acédo
esquistossomicida da plumbagina in vivo é, até o momento, inédita, e visa a

obtencao de uma alternativa de tratamento para a esquistossomose.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade esquistossomicida, in vivo, da plumbagina (5-hidroxi-2-

metil-1,4-naftoquinona) contra o Schistosoma mansoni.

2.2 Objetivos especificos

Em camundongos fémeas infectadas com Schistosoma mansoni, tratadas
com Plumbagina (PLUM), Praziquantel (PZQ) e livre de intervencao terapéutica,
foi objetivado:

e Avaliar a carga parasitaria através da recuperacdo de vermes adultos dos

vasos mesentéricos e veia porta;
e Quantificar a carga de ovos em tecido hepatico e intestinal;

e Quantificar a carga de ovos nas fezes de camundongos infectados com S.

mansoni;

e Avaliar o padréao de oviposicéo no tecido intestinal;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Esquistossomose
3.1.1 Epidemiologia

A esquistossomose é uma doenca parasitaria negligenciada, causada por
metazoarios acelomados do género Schistosoma e esta intimamente ligada a
ambientes aquaticos. Esses parasitas pertencem ao filo Platyhelminthes, classe
Trematoda, Subclasse Digenea, ordem Strigeiformes e familia Schistosomatidae.
Cerca de 779 milhdes de pessoas vivem em areas de risco para a infeccao e por
volta de 252 milhdes de pessoas encontram-se infectadas, em 78 paises e territérios
(WHO, 2019; MORAES et al., 2019; MCMANUS, 2018). Esta presente em regides
tropicais e subtropicais do globo, principalmente em comunidades em situacéo de
pobreza cronica em areas rurais e urbanas, em areas sem acesso a agua potavel e
saneamento basico adequado (WHO, 2019). A inexisténcia de um servico de
saneamento adequado facilita a contaminacdo de colecdes hidricas por fezes
contendo ovos de S. mansoni, acarretando no inicio do ciclo da doenca (GOMES et
al.,, 2016; PERNAMBUCO, 2013). Portanto, € classificada como uma Doenca
Relacionada ao Saneamento Ambiental Inadequado (DRSAI) (NUGEM, 2015).
Sendo assim, esta associada ao ciclo doenca-empobrecimento-pobreza, sendo seu
perfil  epidemiolégico  determinado por fatores ecoldgicos, biolégicos,
socioecondémicos e culturais de uma sociedade (MELO et al., 2019; DAWAKI et al.,
2016). Esta presente em grande parte do continente africano, desde as margens do
rio Nilo, até as florestas tropicais da Republica Democratica do Congo, Angola e
outras nacodes africanas, no Oriente Médio, na América Latina (Brasil, Venezuela,
Suriname), Caribe, Sudeste Asiatico (compreendendo areas da Republica Popular
da China, Indonésia, Filipinas, Camboja, Laos etc.) a ilha francesa da Corsega e a
ilha italiana de Lampedusa (Figura 1) (WHO, 2019; BARRETO et al., 2016).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica das espécies de Schistosoma com importancia em

saude publica humana.
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Bl Schistosoma japonicum
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[ Schistosoma mansoni

Bl Schistosoma haematobium
Schis fand S. A
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Fonte: JUNG et al., 2019.

No Brasil, a esquistossomose mansonica, também conhecida como xistose,
barriga d’agua ou mal-do-caramujo, € considerada uma endemia, atingindo 18
estados (Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parda, Goias, Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina) e o Distrito Federal,
podendo, assim, ser detectada em todas as regides do pais (Figura 2).
Aproximadamente 2 milh6es de pessoas estédo infectadas pelo S. mansoni no Brasil
(DUBEUX et al., 2019; BRASIL, 2017). Estima-se que o pais tenha um gasto
aproximado de 155 milhdes de reais por ano com a doenca (NASCIMENTO et al.,
2018).

O S. mansoni chegou ao Brasil através do trafico de escravos advindos do
continente africano, realizado pelo entdo Império Portugués. Estabeleceu-se aqui
devido ao encontro de condi¢des favoraveis como clima e hospedeiro intermediario
favoraveis e abundancia de coérregos, lagoas e outros ambientes aquaticos (SOUZA,
2011). Esses fatores favoreceram a infec¢do de trabalhadores rurais, principalmente
agueles que laboravam em canaviais. Com a queda da industria canavieira e o fim

do tréfico de escravos, ocorreu uma intensa migracao para outras regides do pais,
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expandindo a area favoravel para a infeccdo por S. mansoni (Figura 3) (BRASIL,
2018).

A regido Nordeste apresenta o maior numero de casos da doenca,
representando cerca de 91,3% dos casos em regides endémicas e 29,7% dos casos
em regides ndo-endémicas em 2017 (BRASIL, 2019). Além disso, detém a maior
taxa de Obitos decorrente da esquistossomose (64,5%) e 45,7% do numero de
internacdes. Dentre os estados que compdem a regido, Pernambuco, Bahia,
Sergipe, Alagoas e Maranhdo se destacam com as maiores taxas de casos
confirmados da doenca. Tendo, Pernambuco e Bahia, o maior nimero de casos
confirmados tanto em areas endémicas, quanto em areas ndo endémicas (BRASIL,
2019).

Figura 2 - Distribuicdo epidemiolégica da esquistossomose mansdnica no territorio

brasileiro.
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Fonte:http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-

ministerio/656-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/esquistossomose/11244-situacao-

epidemiologica. Acesso em: 07/02/2019.



http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/656-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/esquistossomose/11244-situacao-epidemiologica
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/656-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/esquistossomose/11244-situacao-epidemiologica
http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/656-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/esquistossomose/11244-situacao-epidemiologica

20

Figura 3 — Expansdo da esquistossomose no territorio brasileiro a partir da area

endémica inicial.
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Fonte: BRASIL, 2018.

Em Pernambuco, a esquistossomose € considerada endémica em 103 dos
185 municipios que compdem o estado, concentrando-se nas zonas da mata norte e
sul e na Regido Metropolitana do Recife (RMR) (DUBEUX et al., 2019). O municipio
de Vitéria de Santo Antdo, por exemplo, possui alta incidéncia e prevaléncia da
doenca, sendo considerado um municipio prioritario para acdes de vigilancia e
controle da esquistossomose pela Secretaria de Saude do Estado (GOMES et al.,
2016). A migracao de populacdes parasitadas do ambiente rural para o urbano tem
promovido o alastramento da doenca, atingindo areas urbanas e litoraneas do
estado (GOMES et al, 2016; GOMES et al., 2012). O processo desordenado de
ocupacédo observado nas periferias das cidades brasileiras, associado a auséncia de
infraestrutura sanitaria, facilita a promoc¢éo de criadouros de caramujos, devido aos
detritos organicos existentes na agua e esgoto nado tratados que servirdo de alimento
para esses moluscos (GOMES et al., 2016). Os periodos de fortes chuvas facilitam o
aparecimento de criadouros, temporarios e permanentes, do hospedeiro
intermediario, levando a maior chance de contato com o homem e,
consequentemente, favorecendo a transmissao da enfermidade (GOMES et al.,

2014). Isto é observado atualmente na Zona da Mata e Litoral pernambucanos, o
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crescimento desordenado de suas cidades, associado ao transbordamento de rios
gue as cortam, podem deslocar caramujos para a regiao urbana, contribuindo para a
formacdo de novos criadouros e, em consequéncia, para a transmissdo da
esquistossomose, podendo levar a infeccdo em massa (GOMES et al., 2016;
BARBOSA et al., 2014). Apesar de estar mais confinada ao ambiente rural, varios
casos de esquistossomose aguda surgiram em ambientes como o Forte Orange, em
Itamaraca e Porto de Galinhas, em Ipojuca (Figura 4) (BARBOSA, 2017). Em
consequéncia, Pernambuco é o estado brasileiro de maior endemicidade para esta
parasitose, apresentando uma média de 6bitos correspondente ao quintuplo da
média nacional (BRASIL, 2019; PERNAMBUCO, 2015). Em virtude disso, o governo
do estado desenvolveu o Programa de Enfrentamento as Doencas Negligenciadas —
SANAR, visando a reducéo e/ou eliminacédo da carga de 7 doencas transmissiveis
negligenciadas, dentre elas a esquistossomose (PERNAMBUCO, 2015). Assim, o
Projeto SANAR selecionou 40 municipios situados em areas endémicas do estado
para fortalecer acbes de controle tanto para a esquistossomose, quanto para geo-
helmintiases, distribuindo-os em Geréncias Regionais de Saude, as GERES (Figura
5) (PERNAMBUCO, 2015).

Figura 4 — Principais focos de esquistossomose na Zona da Mata e Litoral de
Pernambuco.
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Fonte: http://slideplayer.com.br/slide/5610025/. Acesso em 28/03/2019.



http://slideplayer.com.br/slide/5610025/
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Figura 5 — Municipios prioritarios para esquistossomose por Geres.
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| GERES

Aragoiaba, Cabo de Santo Agostinho, Cha de Alegria, Mereno e Vitdria de Santo
Antao.

Il GERES

Bom Jardim, Jodo Alfredo, Lagoa do Carro, Machados, Nazaré da Mata, Paudalho,
Tracunhaém e Vicéncia.

Il GERES

Agua Preta, Belém de Maria, Cortés, Escada, Jaqueira, Maraial, Sao Benedito do Sul
e Tamandaré.

V GERES

Bom Conselho.

Xll GERES

Alianga, Ferreiros, Goiana, ltambé, ltaquitinga, Sao Vicente Fémer e Timbalba.

Fonle: Sacrefaria Executiva de Vigidncla em Salde/SES-PE

Fonte: PERNAMBUCO, 2015.

3.1.2 Biologia e mor

fologia

O S. mansoni apresenta seis fases evolutivas durante seu ciclo evolutivo, sao

elas: ovo, miracidio
(NEVES, 2016).

e Ovo

O ovo (Figura

, esporocisto, cercéria, esquistossomulo e vermes adultos

6 - A) mede aproximadamente 150 um de comprimento e 60

um de largura. No seu interior ha o miracidio, o qual pode ser visto devido a

transparéncia

7

da casca. Sua principal caracteristica € a presenca de um

espiculo lateral voltado para tras. A presenca e a localizacdo dos espiculos

sdo cruciais para a diferenciacdo das espécies de helmintos do género
Schistosoma (NEWMAN, 2019; LOVERDE, 2019; NEVES, 2016).
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Miracidio

O miracidio (Figura 6 — B) possui formato cilindrico e mede aproximadamente
180 pm de comprimento por 64 um de largura. E liberado do ovo em
ambientes aquaticos e apresenta cilios para se locomover neste ambiente.
Estes cilios auxiliam o miracidio na procura do hospedeiro intermediario
(Biomphalaria sp.). Apresenta, na regiao anterior, uma estrutura denominada
Terebratorium, onde estéo localizadas as terminagfes das glandulas adesivas
e da glandula de penetracdo, sendo importante para a penetragcdo no
hospedeiro intermediario. Portanto, € a forma infectante para o molusco
(NEWMAN, 2019; LOVERDE, 2019; NEVES, 2016)

Esporocisto

O esporocisto (Figura 6 — C) é caracterizado por se apresentar como um tubo
enovelado repleto de células germinativas em multiplicacdo. Esta fase é
imovel. Ha trés tipos de esporocisto: primario, secundario e terciario
(CAVALCANTI, 2008; NEVES, 2016).

Cercéria

A cercéaria (Figura 6 — D) possui o corpo dividido em cabeca e cauda,
apresenta 2 ventosas (oral e ventral), com a cauda ndo apresentando 0rgaos
definidos. Na ventosa oral situam-se as terminacdes das glandulas de
penetracdo, ja a ventosa ventral auxiliard na sua fixacao a pele do hospedeiro
(NEWMAN, 2019; LOVERDE, 2019; NEVES, 2016).

Esquistossémulo

O esquistossdomulo (Figura 6 — E) representa a fase de transicdo de um
organismo de vida livre para um organismo de vida parasitaria. Algumas
caracteristicas presentes nos esquistossdmulos e ausentes nas cercarias sao
auséncia de cauda e glicocalix, e respiracdo anaerobia. Devido a auséncia de
glicocalix, o esquistossdmulo € mais permeavel a agua (LOVERDE, 2019;
CAVALCANTI, 2008).
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Vermes adultos

Os vermes adultos (Figura 6 — F) possuem dimorfismo sexual, ou seja, macho
e fémea sdo morfologicamente distintos. O macho mede cerca de 1cm de
comprimento, é esbranquicado e possui o tegumento recoberto de tubérculos
(que séo pequenas projecdes deste tegumento). Possui 2 ventosas: oral e
ventral. Além disso, uma caracteristica marcante no macho € a presenca do
canal ginecéforo, que é formado quando ele se dobra para albergar a fémea e
posterior fecundacéo. Isto € importante devido a auséncia de 6rgdo copulador
no macho, ele libera os espermatozoides dentro do canal ginecoforo, para
gue estes possam alcancar a fémea. Ja a fémea mede cerca de 1,5 cm, é
mais escura devido a presenca de sangue semidigerido e seu tegumento &
liso. Também possui 2 ventosas: oral e ventral. Na ventosa ventral estéo
localizadas estruturas reprodutivas como a vulva, Utero e ovario. Possui
ainda, na sua metade posterior, glandulas vitelinicas, que serdo de crucial
importdncia na manutencdo e nutricdo dos ovos (NEWMAN, 2019;
LOVERDE, 2019; NEVES, 2016).
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Figura 6 — Fases evolutivas do S. mansoni (A — ovo; B — miracidio; C — esporocisto; D

— cercarias; E — esquistossémulos; F — vermes adultos).

Fonte: A, D, F - do autor; B -
http://www.fiocruz.br/ioc/cqgi/cqgilua.exe/sys/start.htm?infoid=511&sid=32&tpl=printervie
w; C, E — CARVALHO, 2008.

3.1.3 Ciclo biolégico

Seis espécies do género Schistosoma sao agentes etioldgicos da
esquistossomose em diferentes continentes do planeta: Schistosoma mansoni, S.
guineensis, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi (WHO,
2019; MCMANUS et al., 2018). O S. japonicum esta presente na China, Indonésia,
Japao e Filipinas, € agente da esquistossomose japdnica ou moléstia de Katayama
(WHO, 2019). O S. haematobium esta presente na Africa, Oriente Médio e na
Corsega, € agente da esquistossomose vesical ou hematuria do Egito (WHO, 2019;
NEVES, 2016). O S. guineensis e 0 S. intercalatum estdo presentes nas florestas da
Africa Central, agentes da esquistossomose intestinal (WHO, 2019; NEVES, 2016).


http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=511&sid=32&tpl=printerview
http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=511&sid=32&tpl=printerview
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O S. mekongi esta presente em areas do Camboja e do Laos (sub-regido do rio
Mekong), ocasionando dores abominais, melema, podendo levar a danos hepaticos
e faléncia renal (DA SILVA et al.,, 2013; ELBAZ and ESMAT, 2013; MUTH et al.,
2010). O S. mansoni estad presente na Africa, Oriente Médio, Caribe, Brasil,
Venezuela e Suriname, agente da esquistossomose mansonica (WHO, 2019). Além
dessas espécies, S. bovis e S. margrebowiei podem infectar humanos (NELWAN,
2019).

O ciclo do S. mansoni necessita de dois hospedeiros para ser completado,
portanto, constitui-se como um ciclo heteroxénico. O hospedeiro definitivo é o
vertebrado Homo sapiens sapiens e outros mamiferos, enquanto os hospedeiros
intermediarios sdo metazoarios invertebrados pertencentes ao filo Mollusca, classe
Gastropoda, ordem Basommatophora, familia Planorbidae e género Biomphalaria,
de concha planispiral e dulcicolas. No Brasil, as espécies encontradas naturalmente
infectadas sdo Biomphalaria glabrata (Figura 7), B. tenagophila e B. straminea,
possuindo distribuicdes diferentes ao longo do territorio brasileiro (Figura 8). Outras
espécies, como B. amazonica e B. peregrina, foram infectadas experimentalmente,
levando a classifica-las como potenciais hospedeiras. O ciclo do S. mansoni envolve
dois ambientes distintos: o ambiente aquatico e o interior dos hospedeiros.
(MCMANUS et al., 2018; NEVES, 2016).

Figura 7 — Biomphalaria glabrata.

Fonte: do autor.
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Figura 8 — Distribuicdo das espécies B. glabrata (A), B. straminea (B) e B.

tenagophila (C) no territorio brasileiro.

Fonte: SCHOLTE et al., 2012.

O ciclo se inicia com a deposicdo de fezes contendo ovos do parasita em
colecdes hidricas. Os miracidos, contidos nos ovos, séo liberados através de
estimulos, como temperaturas altas, oxigenacao da agua e intensidade da luz. Apos
a liberacdo, esta fase evolutiva ciliada buscara o hospedeiro intermediario,
Biomphalaria sp. Ao encontrar o caramujo, o0 terebratorium descarrega o conteudo
das glandulas adesivas e realiza movimentos rotatorios e contrateis levando a
penetracdo nos tecidos do hospedeiro intermediario. Além disso, ha liberacdo de
enzimas proteoliticas que auxiliam nesse processo. Esta fase ciliada perde,
progressivamente, estruturas no processo de penetracao, originando o esporocisto.
Este é inicialmente movel (movimentos amebodides), tornando-se imovel. Possui
células germinativas que se multiplicam (poliembrionia), fazendo com que esta fase,
também denominada de esporocisto-primario, esporocisto-mae ou esporocisto |,
dobre seu tamanho. A formacdo do esporocisto secundario comeca com
aglomerados de células germinativas nas paredes do esporocisto | que originam
septos, dividindo o esporocisto-mde em centenas de camadas, e cada camada ou
septo deste é considerado um esporocisto Il. A partir de células embrionarias
contidas no esporocisto secundario ha a formacdo do esporocisto Ill ou terciario. A
partir destes serdo originadas as cercarias. Um unico miracidio pode gerar de 100 a
300.000 cercarias e Biomphalaria glabrata pode eliminar cerca de 4500 cercarias por
dia. As cercérias serdo liberadas sob acdo de estimulos como luminosidade e
temperatura. Irdo, com auxilio da cauda, nadar em busca do seu hospedeiro
definitivo, o Homo sapiens. Ao encontra-lo irdo penetrar na pele e mucosas

(podendo penetrar em outros animais). Ap0s a penetracdo a cercaria perde sua
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cauda e, a partir deste evento, passa a ser denominada como esquistossémulo. Este
migrara pelo tecido subcutdneo até penetrarem em um vaso sanguineo. Assim,
serdo levados aos pulmdes, posteriormente ao coracdo, chegando através da
circulacdo ao sistema porta, onde irdo se alimentar e desenvolver, dando origem a
vermes adultos machos e fémeas. Os vermes adultos migrardo para a veia
mesentérica inferior, onde acontecera a oviposi¢do. Os ovos sdo depositados ainda
imaturos, ocorrendo a formacao do miracidio e consequente amadurecimento dos
ovos. Uma fémea pde cerca de 400 ovos por dia, onde aproximadamente metade
destes alcancam o ambiente exterior. Estes serdo eliminados nas fezes, assim
reiniciando o ciclo (Figura 9) (ALMEIDA, 2018; MCMANUS et al., 2018; LOYO, 2018;
NEVES, 2016).

Ja foram achados helmintos de S. mansoni em roedores selvagens, primatas,
marsupiais, camundongos, hamsters, caes, suinos, caprinos, ruminantes,
lagomorfos etc., com eliminacdo de ovos nas fezes, porém a participacdo desses
animais, denominados hospedeiros permissivos ou reservatorios, na transmisséo e
epidemiologia da esquistossomose ainda ndo esta clara (BRASIL, 2017; SOUZA,
2011). Roedores como Holochilus sp. e Nectomys squamipes hospedam parasitas
adultos e liberam ovos maduros nas fezes, tornando-se um problema no controle
desta helmintose em regides de ocorréncia desses mamiferos (GENTILE, 2010).

Profissionais que trabalham em contato com colecfes hidricas contendo
caramujos infectados, como pescadores, lavadeiras e marisqueiras, S&o
caracterizados como populacéo de risco para esquistossomose (MELO, 2019). Além
disso, atividades de lazer e plantio de culturas irrigadas nestes locais sdo potenciais

locais de risco para a infeccéo pelo helminto (BRASIL, 2017).
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Figura 9 — Ciclo Biologico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: https://www.todamateria.com.br/esquistossomose/

3.1.4 Patogenia

A esquistossomose pode ser clinicamente classificada em duas fases: aguda
e cronica. Ocorrendo a postura dos ovos, sempre estes estardo presentes, sob a
condicdo de que 0s vermes permanecam viaveis. Portanto, a fase aguda pode ainda
ser dividida em pré-patente e patente, que ocorrem antes e depois da oviposicao,
respectivamente. Tal paténcia se refere ao encontro dos ovos na amostra biolégica
utilizada para diagnostico, que na esquistossomose, sdo as fezes (LOVERDE,
2019).

A fase aguda é relatada principalmente em individuos expostos ao S. mansoni
pela primeira vez, como viajantes e imigrantes. Individuos que habitam éareas
endémicas apresentam poucos sintomas nessa fase, pois estdo em contato continuo
com o parasita. A intensidade dos sintomas depende da carga parasitaria, cepa do
parasita, do sistema imunolégico do hospedeiro, padrdo alimentar, entre outros
fatores (LOVERDE, 2019; NEWMAN, 2019; SOUZA et al., 2011).


https://www.todamateria.com.br/esquistossomose/
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Inicia-se com a penetracdo das cercéarias, gerando uma resposta de
hipersensibilidade sistémica, acarretando numa reacdo pruritica maculopapular,
denominada de dermatite cercariana (Figura 10). Em dois dias, tal reacéo
inflamatéria constitui-se principalmente por linfocitos e neutrdéfilos, ha producao local
de quimiocinas e citocinas como IL-1B3, IL-6, e IL-10. Aproximadamente 5 dias
depois, ha também a presenca de IFN-y, IL-4 e linfocitos T CD4+ (LOVERDE, 2019;
NEWMAN, 2019; MCMANUS, 2018; OLIVEIRA, 2016; SOUZA, et al., 2011).

Figura 10 — Dermatite cercariana. A — dermatite cercariana em camundongos

infectados por via caudal; B — dermatite cercariana em humanos.

Fonte: A - do autor; B -
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4469213/mod resource/content/1/Aula Esg
uisto IMT2005.pdf.

A migragdo dos esquistossomulos pode gerar hepatite aguda, infiltrados de
neutrofilos, eosindfilos e linfocitos, calafrios, tosse ndo produtiva, diarreia, anorexia
entre outros. Os sintomas surgem de 3 a 4 semanas apos a infecgéo, sdo eles: mal-
estar, febre, linfadenopatia, diarreia, sudorese, entre outros (LOVERDE, 2019;
NEWMAN, 2019; MCMANUS, 2018; OLIVEIRA, 2016; BRASIL, 2014; SOUZA, et al.,
2011).

Na fase aguda, antes da oviposi¢cdo, uma resposta imune do tipo Thl é
desencadeada pelo S. mansoni, havendo intensa producédo de TNF-a, IFN-y, IL-2,


https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4469213/mod_resource/content/1/Aula_Esquisto_IMT2005.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4469213/mod_resource/content/1/Aula_Esquisto_IMT2005.pdf
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IL-6 e IL-12. Na fase aguda, ap0s o inicio da oviposi¢éo, a liberacdo de antigenos
pelos ovos estimulam a producdo de IL-4 e IL-5, que, por sua vez, estimulam a
producdo de IgE e eosindfilos. HA aumento na producdo de IL-10 e IL-13,
importantes na diferenciacdo da resposta imune de um perfil Thl para Th2. Todo
esse aparato € necessario para ativacdo e convocacao das células envolvidas na
formacéo do granuloma (Figura 11) (LOVERDE, 2019; NEWMAN, 2019; MCMANUS,
2018; OLIVEIRA, 2016; SOUZA, et al., 2011).

A producéo de antigenos pelos ovos faz com que linfocitos T CD4+ e linfécitos
B, eosindfilos e macréfagos interfram na producdo e deposicdo da matriz
extracelular, gerando uma estrutura esférica ao redor dos ovos, denominada
granuloma. No granuloma podem ser encontrados fibroblastos, e células gigantes
multinucleadas, por exemplo. Com o passar da infeccdo, esta estrutura contera
outros tipos celulares como linfécitos, macrofagos, eosinofilos, plasmocitos e
miofibroblastos, originando o granuloma maduro. A estrutura fibrosa do granuloma
maduro € lamelar (zonas central, periférica e medial). Posteriormente, 0s ovos
comecam a se degenerar, havendo maior concentracdo de fibras de colageno e
fibrécitos ao redor do granuloma, levando, ao final, a calcificacdo dos ovos e sua
destruicdo (Figura 12) (LOVERDE, 2019; NEWMAN, 2019; MCMANUS, 2018;
OLIVEIRA, 2016; SOUZA, et al., 2011).

Na fase cronica, os granulomas possuem menor quantidade de células
inflamatorias, auséncia de necrose ao redor dos ovos e aumento da deposicdo de
colageno (Figura 11). Sendo assim, os individuos que evoluem para a fase cronica
da doenca, geralmente apresentam modulacdo satisfatoria do granuloma. Os
pacientes nesta fase da doenca podem apresentar as formas hepatointestinal,
hepatica, hepatoesplénica compensada e descompensada. Podendo também
apresentar a forma vasculopulmonar, hipertensdo pulmonar, glomerulopatia,
neuroesquistossomose, além de formas ectépicas (GOMES et al., 2017; BRASIL,
2014).
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Figura 11 — Altera¢cBes nos padrées de resposta imunoldgica ao longo da infecgéo

por S. mansoni.
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Fonte: LOVERDE, 2019.
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Figura 12 — Diferencas na composi¢cdo dos granulomas hepatico e intestinal nas

fases aguda e cronica.
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3.1.5 Diagnéstico

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a visualizagdo de ovos
viaveis de S. mansoni nas fezes de individuos infectados como padrao-ouro. Além
deste método, a técnica de Kato-Katz (Figura 13) é muito utilizada em inquéritos
epidemioldgicos devido a simplicidade do método. Com esta técnica é possivel
detectar e quantificar os ovos de uma amostra. Para a realizacdo do Kato-Katz, é
necessario que a infeccao esteja ocorrendo a pelo menos 2 meses, tempo esse que
representa o desenvolvimento do S. mansoni a fase evolutiva de vermes adultos,
com consequente oviposi¢cado. Os individuos podem apresentar 3 perfis: baixa carga
parasitaria (até 99 ovos/g de fezes), infeccdo moderada (100 a 500 ovos/g de fezes)
e infeccdo intensa (mais de 500 ovos/g de fezes). Este método possui deficiéncias
em relacéo a eficiéncia e sensibilidade, principalmente em areas com individuos que

possuem carga parasitaria baixa (NELWAN, 2019; LOYO, 2018).

Figura 13 — Método de Kato-Katz.

/’/

Fonte: https://slideplayer.com.br/slide/5849404/.

A deteccdo de antigenos e anticorpos dos ovos e dos vermes adultos, no
plasma ou soro do paciente, através do método ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), imunofluorescéncia e teste intradérmico também podem ser
utilizados. Porém, métodos imunolégicos como o0s citados ndo possuem
especificidade e sensibilidade para confirmar o diagnostico de esquistossomose.
Além de nao conseguirem diferenciar uma infeccdo passada de uma infeccéo
recente, gerando resultados positivos, mesmo depois da terapia medicamentosa.
Também podem ocorrer reacdes cruzadas, pois ndo conseguem diferir infeccbes
geradas por outros vermes. Técnicas moleculares, como a PCR (Polymerase Chain
Reaction), também vém sendo empregadas como complemento ao diagndstico.

Técnicas que envolvem metabolémica, transcriptdmica e protedmica vém sendo
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estudadas e otimizadas para auxiliar no diagnéstico da esquistossomose (NELWAN,
2019; LOYO, 2018; UTZINGER et al., 2015).

3.2 Praziquantel (PZQ)

O PZQ (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidropirazino (2,1-a)
isoquinolin-4-ona) é um derivado tetrahidrogenado sintético da isoquinolina-pirazina,
sendo uma mistura racémica de dois enantidmeros, R-PZQ (ativo) e S-PZQ (inativo)
(Figura 14). R-PZQ é uma agente vermicida de baixa toxicidade, enquanto S-PZQ
possui baixa atividade vermicida, e induz toxicidade. E o Gnico farmaco utilizado
para o controle e tratamento da esquistossomose, administrado por via oral, sob a
forma de comprimidos de 600 mg, em dose uUnica de 60 mg/kg de peso para
criancas e 50 mg/kg de peso para adultos, e disponibilizado gratuitamente pelo
Ministério da Saude. Possui acdo contra os vermes adultos de todas as espécies de
Schistosoma sp., com importancia na medicina humana, porém nas doses
recomendadas, PZQ apresenta baixa ou ineficaz cura parasitaria nas fases mais
jovens do parasito. E um farmaco de baixa solubilidade em é&gua e alta
permeabilidade no trato gastrointestinal (NELWAN, 2019; BRASIL, 2018; HONG,
2018; GOMES et al., 2017; VALE et al., 2017; SILVA et al., 2017).

PZQ (Figura 15) foi produzido e selecionado, dentre mais de 400 analogos
testados, em meados da década de 70, pelas empresas Merck e Bayer, como
farmaco a ser utilizado para o tratamento da esquistossomose, devido a sua baixa
toxicidade, alta eficacia e tolerabilidade. Em primeiro plano, foi utilizado para o
tratamento veterinario da esquistossomose. Nos anos 80, passou a ser também
utilizado no tratamento humano de infec¢des por cestdodeos. Nesse mesmo periodo,
novos estudos aumentaram a eficacia do farmaco, diminuindo o custo do tratamento
(HONG, 2018; SILVA et al., 2017
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Figura 14 — Enantibmeros que compdem o praziquantel.
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Fonte: HONG, 2018.
Figura 15 — Estrutura quimica do praziquantel.

Fonte: http://www.usp.br/aunantigo/exibir?id=5111&ed=902&f=6.

Aléem da acdo contra helmintos do género Schistosoma, PZQ também
demonstra eficacia contra vermes adultos e larvas de Taenia solium, T. saginata,
Hymenolepis nana, Hymenolepis diminuta e Diphyllobothrium latum, mas néo € ativo
contra nematodeos (HONG, 2018; SILVA et al., 2017).

Em vermes adultos de Schistosoma sp., 0 PZQ interfere na permeabilidade
da membrana, gerando vacuolizacdo no tegumento, acarretando a paralisacdo do
helminto e consequente exposicdo ao sistema imune do hospedeiro. Poucos
minutos apds a administracdo desse farmaco, observa-se contracdo muscular nos
parasitas devido ao influxo de Ca**, levando a perda da sua capacidade de fixacao
através da ventosa oral ou acetabulo. Assim sendo, eles sdo embolizados para o
figado, onde reacgdes inflamatorias sdo desencadeadas com a finalidade de eliminar
os parasitas. Outro efeito farmacolégico observado € a formacdo de bolhas no

tegumento de vermes adultos. O mecanismo de acdo do PZQ ainda ndo esta


http://www.usp.br/aunantigo/exibir?id=5111&ed=902&f=6
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totalmente elucidado, sendo a mudanca de funcédo nos canais de Ca** a hipoGtese
mais aceita. (HONG, 2018; SILVA et al., 2017).

A utilizacdo exclusiva do PZQ para o tratamento da esquistossomose ha 40
anos, incluindo tratamentos semestrais e programas de controle em larga escala
com a utilizagdo extensiva do PZQ em diversos paises africanos, além de né&o
prevenir contra a reinfeccdo e de ndo atuar nas fases mais jovens dos parasitas (nas
doses recomendadas), levou ao aparecimento de cepas resistentes/tolerantes ao
farmaco. Segundo Almeida e colaboradores (2015), “a resisténcia ao PZQ ¢é definida
como a perda de suscetibilidade geneticamente transmitida em populagbes de
vermes que eram anteriormente susceptiveis ao PZQ’. Sendo assim, ha o
surgimento de vermes com genotipos que o0s tornam resistentes ao farmaco,
levando, apds varias geracdes, a um aumento no numero de vermes resistentes
dentro de uma populacdo (VALE, et al., 2017; ALMEIDA, et al., 2015). Vermes
resistentes podem transmitir genes resistentes para a proxima geracao, atraves da
reproducao (ALLAM et al., 2013).

Doenhoff et al. (1994), obtiveram uma cepa de S. mansoni resistente ao PZQ
pela administracdo de doses sub-letais do PZQ, sendo necessarias apenas 2
geracOes apos o emprego do farmaco. Ademais, a administracdo do PZQ em larga
escala em alguns paises, como Egito e Senegal, acarretou em baixas taxas de cura
em 10-15 anos apds o tratamento (ISMAIL et al., 1996). Em adicdo, areas que
recebem varios tratamentos anuais, exibem menores taxas de reducdo de ovos e de
cura (CRELLEN, et al., 2016).

Além dos problemas com a resisténcia de cepas, o tratamento com PZQ pode
causar hemorragia no tecido pulmonar, dor abdominal, gosto metélico na boca,
cansaco, tonturas, dor de cabeca e diarreia (BRASIL, 2018; FABRI et al., 2014).

Ainda ndo existe vacina para o tratamento da esquistossomose. Estima-se
gue a vacina poderia proteger cerca 600 a 700 milhdes de pessoas. Algumas
formulacbes estudando cisteina-peptidase, captesina B1, receptor de insulina 1
(rSjLD1), acetilcolinesterase (SJAChE) e alguns antigenos como o SM-14, vém
sendo estudadas (NELWAN, 2019).

A producgéo de medicamentos € um processo oneroso e demorado. Estima-se

que para lancar um novo medicamento sejam necessarios bilhdes de délares.
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Acrescenta-se a isso, o fato de que o investimento de novos farmacos para o
tratamento de doencas negligenciadas carece de incentivos (LAGO et al., 2019).
Para evitar estas probleméticas, novos farmacos vém sendo estudados,
visando descrever seus potenciais esquistossomicidas e moduladores da resposta
inflamatéria, muitos desses, de origem vegetal. De acordo com Newman e Cragg
(2016), entre 1981 e 2014, aproximadamente 50% dos novos compostos langcados
no mercado farmacéutico tiveram origem, direta ou indiretamente, de derivados
vegetais. Além disso, cerca de 80% das pessoas do mundo dependem de
medicamentos a base de plantas para alguns de seus cuidados primarios em saude
(ZHANG et al.,, 2015). Atualmente, vem sendo sugerido uso combinado do
praziquantel com drogas antimalaricas, como o0 artesunato, que matam vermes

imaturos, para um processo de cura mais abrangente (KABUYAYA et al., 2018).

3.3 Género Plumbago

A familia Plumbaginaceae, pertencente as angiospermas, compreende ervas
perenes, arbustos e lianas, possuindo diversas inflorescéncias do tipo racemo ou
espiga. Suas flores sdo pentameras, bissexuadas e de simetria radial
(actinomorficas). Seus frutos sdo secos e indeiscentes, do tipo aquénio, raramente
apresentam frutos do tipo capsula. E uma familia monofilética, compreendendo de
27 a 30 géneros e 650 a 1000 espécies, de distribuicAo quase cosmopolita.
Compreende 2 sub-familias: Plumbaginoideae e Staticoidae. No Brasil esta
representada por 2 géneros: Plumbago e Limonium, podendo ser encontrados em
todas as regides do pais (Figura 16). Limonium brasiliense e Plumbago scandens
sd0 espécies supostamente nativas. Plumbago scandens vem sendo tratada como
sinbnimo de Plumbago zeylanica (MARREIRA, 2018).

O género Plumbago envolve embridfitas que formam arbustos, repletas de
infloresecéncias de flores bissexuadas e com frutos secos deiscentes do tipo
capsula (deiscéncia valvar) (Figura 17) (FUNEZ, 2019). Plumbago capensis,
Plumbago zeylanica e Plumbago rosea sao as principais espécies do género, sendo
principalmente diferidas pela coloracdo de suas flores que é azul, branco e rosa,
respectivamente (Figura 18) (TRIPATHI et al., 2019).

As plantas produzem diversos tipos de substancias, como os metabdlitos

secundarios, que estdo envolvidos em processos de defesa contra herbivoria,
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fitopatdgenos e estresses ambientais, por exemplo. Muitos desses metabdlitos
secundéarios possuem significantes atividades biolégicas, os tornando alvo de
estudos nas mais diferentes areas das ciéncias biolégicas e farmacéuticas
(PADHYE et al., 2010).

Plumbago auriculata, popularmente conhecida como bela-emilia, € muito
utilizada para ornamentacdo, principalmente de jardins (TURCHETTI, 2016). O
potencial farmacéutico dessa espécie foi testado contra diversas enfermidades,
como a leishmaniose (SILVA, 2016), assim como sua atividade antimicrobiana
(SINGH et al.,, 2018). Possui propriedades analgésicas e auxilia no trato

gastrointestinal (LUCENA et al., 2018).

Figura 16 — Distribuicdo do género Plumbago no Brasil (as diferentes cores apenas

representam as regides onde as plantas sao encontradas).

Fonte: FUNEZ, 2019.
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Figura 17 — Inflorescéncia (A-E) e flor (F) de Plumbago zeylanica.

Fonte: MARREIRA et al., 2018.
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Figura 18 — Caracterizacdo de P. zeylanica e diferenciacdo das principais espécies
do género Plumbago.
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Fonte: TRIPATHI et al., 2019.

Outras espécies do género Plumbago, possuem diversas propriedades
farmacoldgicas. Plumbago zeylanica € muito utilizada na medicina popular indiana
como base do Chitrak (Figura 19) (que também € o nome popular da planta, que em
sanscrito significa “manchado”), que basicamente € um extrato das raizes da planta.
Suas raizes sao muito utilizadas nos sistemas “Ayurveda”, supostamente o mais
antigo sistema de cura existente, com bases no conhecimento védico da india
antiga, “Siddha” e “Unani”, para o tratamento de diarréias, hanseniase e reumatismo,
por exemplo (NAYAK et al., 2015). Diversos paises utilizam, de modo tradicional,
espécies deste género no ambito medicinal, como China e Filipinas, que utilizam P.
zeylanica; México com a P. pulchella; P. rosea na Guiana; e P. scandens no Brasil
(PADHYE et al., 2010).



41

Figura 19 — Produto ayurvédico: Chitrak.
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Fonte: https://www.herbalhills.in/fayurvedic/products/ayurvedic-herbal-

powders/chitrak-root-powder/

3.4 Plumbagina

Plumbagina (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) (Figura 20) €é uma
naftoquinona extraida das raizes de embriofitas do género Plumbago, mais
comumente na espécie Plumbago zeylanica. Esta classe de compostos constitui
uma defesa natural das plantas contra parasitas (KAPUR et al., 2017). As
naftoquinonas podem ser divididas em 1,2- e 1,4-naftoquinonas, podendo ainda
serem classificadas de acordo com a presenca de anel heterociclico oxigenado
(prenilnaftoquinonas, furanonaftoquinonas, difuronaftoquinonas e
piranonaftoquinonas) (SILVA et al.,, 2012). Sua formula molecular é C11HgO3 e
188.17 g/mol seu peso molecular, sendo ela uma analoga da vitamina K3 (LIU et al.,
2017; PANICHAYUPAKARANT et al., 2016). Plumbagina foi encontrada em outras
espécies, como em Juglans regia (nogueira comum ou nogueira inglesa), Juglans
cinerea (nogueira branca) e Juglans nigra (nogueira negra), ambas da familia
Juglandaceae. Também foi encontrado em outras espécies vegetais das familias

Plumbaginaceae, Dioncophyllaceae, Ancestrocladaceae, Droseraceae e Ebenaceae.


https://www.herbalhills.in/ayurvedic/products/ayurvedic-herbal-powders/chitrak-root-powder/
https://www.herbalhills.in/ayurvedic/products/ayurvedic-herbal-powders/chitrak-root-powder/
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Figura 20 — Estrutura molecular da Plumbagina.
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Fonte:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p7262?lang=en&reqion=US.

Plumbagina tem sido amplamente explorada em indmeras atividades
farmacologicas e biologicas. Em alta quantidade (doses acima de 30 pmol/L), a
plumbagina induz a parada do ciclo celular na fase G1 e apoptose em células
cancerigenas, além de elevar a expressao da proteina p53. Em doses mais baixas
(menores que 5 umol/L), ndo ha indugdo da morte celular, notando-se atividade anti-
inflamatoria em linfocitos T e macréfagos (KAPUR et al., 2017; ZHANG et al., 2016).
Alem disto, a plumbagina apresenta atividades antiangiogénica, antioxidante,
antifangica, antibacteriana, antiaterosclerotica, anti-alérgica e hepatoprotetiva, € um
inibidor da DNA topoisomerase Il humana e reprime a atividade da telomerase
(PEREYRA et al., 2019; LIU et al., 2017; WANG et al., 2016; NAYAK et al., 2015).

Ademais, modula favoravelmente a lesdo hepatica em fibrose hepéatica por
CCl, e fibrose hepética crbnica induzida por tioacetamida (WANG et al., 2016; CHEN
et al., 2015).

Com relacéo a atividade antiparasitaria da plumbagina, estudos destacam sua
acao contra Leishmania sp. (AWASTHI et al., 2016), Plasmodium sp. (GUPTA et al.,
2018), Trypanosoma cruzi (PINTO et al., 2009), nematédeos como Caenorhabditis
elegans (ATJANASUPPAT et al.,, 2009) e contra platelmintos como Fasciola
gigantica (LORSUWANNARAT et al, 2014), Paramphistomum cervi e
Paramphistomum epiclitum (SAOWAKON et al., 2013; ATJANASUPPAT et al., 2009)
e Schistosoma mansoni (LORSUWANNARAT et al., 2013; ZHANG e COUTLAS,
2013). Nos estudos desenvolvidos com S. mansoni, Lorsuwannarat e colaboradores
(2013) avaliaram o efeito esquistossomicida da plumbagina in vitro. Observando

alteracbes como inchacgo dos tubérculos, formacdo de sulcos, bolhas e rupturas no
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tegumento e erosdo nas bordas das ventosas oral e ventral (Figura 21).
Demonstraram, ainda, que a plumbagina teve maior efeito (menores taxas de
sobrevivéncia e motilidade) em vermes adultos machos, na dose de 100 pg/mL.
Zhang e Coutlas observaram que a plumbagina ocasiona, também, contracdes

musculares em todo o corpo do verme adulto.

Figura 21 — Alteragdes no tegumento de vermes adultos machos (A-C) e fémeas (D-
F) de S. mansoni tratados com plumbagina. A — erosdo nas bordas das ventosas
oral e ventral; B — descamacdo e inchagco dos tubérculos; C — lesGes no canal
ginecoéforo; D — lesdes e bolhas na regido dorso-lateral da extremidade anterior; E —
areas de lesdo e descamacao do tegumento; F — lesdes, descamacdes e bolhas no

tegumento.

Fonte: LORSUWANNARAT, et al., 2013.
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Acredita-se que as atividades bioldgicas da plumbagina se devem a producéo
de espécies reativas de oxigénio, como H2O2 e Oz. A hidroxila da molécula de
plumbagina pode torna-la citotoxica (tanto para células cancerigenas, quanto para
células normais, sendo mais toxica para células cancerigenas), devido ao aumento
de suas propriedades eletrofilicas, aumentando, assim, sua capacidade de aceitar
elétrons e de originar espécies reativas de oxigénio. Sendo assim, a plumbagina é
descrita como uma forte indutora de espécies reativas de oxigénio e agente depletor
da glutationa celular. A exposi¢do a plumbagina e consequente aumento nos niveis
intracelulares de radicais de oxigénio, leva a quebra de DNA de fita dupla,
contribuindo, possivelmente, para a morte celular. Ademais, este aumento em
células cancerigenas interfere no transporte de elétrons mitocondriais, devido a
proximidade estrutural entre as moléculas de plumbagina e ubiquinona, ocasionando
diminuicdo no consumo de oxigénio e producao de radicais de oxigénio.

Hwang e colaboradores (2015) pesquisaram o mecanismo molecular e alvos
intracelulares da plumbagina, associando com o0 seu efeito citotoxico em células
HepG2 (células de carcinoma hepatocelular). Dentre os seus principais alvos estao
as cinases ativadas pelo mitogénio (MAPK), glutationa redutase e tioredoxina
redutase, todas envolvidas na sinalizacédo redox. O farmaco impede a tioredoxina
redutase de reagir com seus alvos intracelulares e inibe a glutationa redutase.
(TRIPATHI et al., 2019; KAPUR et al., 2017; SUKKASEM et al., 2016).

Alguns efeitos colaterais decorrentes do tratamento com plumbagina sdo os
rashes cutaneos, diarreia, aumento do nivel sérico de fosfatases e leucocitose
(SUKKASEM et al., 2016).
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4 METODOLOGIA
4.1 Farmacos e reagentes

Plumbagina e praziquantel foram obtidos da Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA. Todos os reagentes de grau analitico foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA).

4.2 Considerac0es éticas, animais e formacéo dos grupos experimentais

Todo procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Biociéncias da UFPE (CEEA/UFPE) (processo
n°23076.011182/2018-01). Foram utilizados 90 camundongos (Swiss Webster),
fémeas, 28-30g, 30 dias de idade, fornecidos e mantidos no biotério do LIKA/UFPE
de acordo com condicdes padronizadas de criacdo. O experimento foi realizado em
duplicata. Os camundongos foram randomicamente distribuidos em cinco grupos
experimentais (9 animais em cada grupo) em ambos os experimentos, de acordo

com a exposicao cercariana e esquema terapéutico adotado.

4.3 Infeccdo de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss
Webster pela cepa Belo Horizonte (BH)

Fezes de camundongos infectados com S. mansoni foram coletadas e
processadas de acordo com o método de Hoffman (sedimentacdo espontanea).
Apés lavagens sucessivas do sedimento, o precipitado foi disposto em placas de
Petri e exposto a luz artificial para eclosdo dos miracidios. Os miracidios foram
capturados com o auxilio de uma lupa e postos em contato com 0s caramujos B.
glabrata durante 2 horas. Para cada caramujo, cinco miracidios foram cacados.
Apods a infeccéo, os hospedeiros intermediarios foram realocados em ambiente livre
de iluminacdo no Departamento de Medicina Tropical — Disciplina de Parasitologia
da UFPE (Figura 22).

Para infeccdo dos camundongos, os caramujos, ap0s 30 dias de infecc¢ao,
foram expostos a luz artificial para a liberacdo de cercérias, obtendo uma suspenséao
cercariana. Os camundongos foram infectados com 50 cercarias por via percutanea.
Cada camundongo foi anestesiado com uma mistura envolvendo xilazina 2% e
cloridrato de ketamina 11,6% na proporgao de 2:1 (OLIVIER; STIREWALT, 1952)
(Figura 22).
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Figura 22 — Infec¢cdo de caramujos e camundongos. A — criadouro dos caramujos; B
— Método de Hoffman; C — precipitado de fezes exposto a luminosidade e calor para
liberacdo de miracidios; D — caramujos em contato com miracidios; E — caramujos

expostos a luminosidade e calor para liberacdo de cercérias; F — suspensédo

cercariana; G — infeccdo dos camundongos por via percutanea.

£

Fonte: do autor.

4.4 Protocolo terapéutico e grupos experimentais
Durante o delineamento experimental, dois critérios foram estabelecidos: (1) o
inicio da intervencgdo terapéutica e (2) a dose de plumbagina. O inicio da intervencao
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terapéutica foi estabelecido de acordo com o tempo de migracéo e desenvolvimento
do S. mansoni durante ciclo biolégico no hospedeiro definitivo (AIRES et al., 20144a).
As doses de 8, 16 e 32 mg/Kg de plumbagina foram estabelecidas a partir dos
estudos de farmacocinética, toxicidade e modulacdo do citocromo P450 empregando
plumbagina (SUMSAKUL et al., 2016a). A dose de PZQ (50 mg/kg) foi estabelecida
de acordo com os estudos de Aires e colaboradores (2014a). Plumbagina e PZQ
foram diluidos em Cremophor a 2%.

A administracgao foi realizada por via oral através de gavagem, iniciando-se 45
dias ap6s a infeccao e tendo duracado de 5 dias.

Figura 23 — Infeccéo de caramujos e camundongos e protocolo terapéutico.
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Fonte: do autor.

4.5 Parametros parasitologicos
4.5.1 Contagem de ovos de S. mansoni

Fezes de camundongos infectados foram coletadas ao término do tratamento
e processadas conforme o método de Kato-Katz (KATZ et al., 1972). Sendo este
método uma técnica quantitativa de ovos de parasito por grama de fezes, foi
utilizado para determinar o nimero total de ovos de Schistosoma mansoni por grama

de fezes. Essa quantificacéo foi realizada um dia ap6s o término do tratamento.
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4.5.2 Recuperacao dos vermes

No 50° dia de infeccdo todos os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e perfundidos. Para tal, foram mantidos em decubito dorsal, e
as regides toracica e abdominal foram higienizadas com alcool 70%. Efetuou-se uma
incisdo xifo-pubica com rebatimento lateral das paredes abdominais, expondo o
sistema porta e 0s vasos mesentéricos. A partir da exposi¢cao e perfusdo destes, 0s
vermes foram recuperados, quantificados e classificados de acordo com 0 sexo,
como descrito por Smithers e Terry (1965). Foram realizadas a contagem dos
vermes, pesagem do intestino, figado e baco, e coleta de por¢bes do figado e
intestino para a realizacdo do oograma e digestao.

A porcentagem de reducdo do numero de vermes apds o tratamento foi
calculada da seguinte forma:

% de reducdo=C -V /Cx 100

Onde:

C = o numero médio de parasitas obtidos a partir de animais infectados nao
tratados.

V = 0 numero médio de parasitas obtidos a partir de animais tratados.

4.5.3 Oograma

Fragmentos da porcdo meédia do intestino delgado foram removidos e
empregados para avaliar o desenvolvimento de maturagcéo dos ovos de S. mansoni
de acordo com os estudos de Pellegrino et al. (1962). Com esse método foi possivel
classificar os ovos de S. mansoni quanto ao seu estadio de maturacao (imaturos,
maduros e mortos) (Figura 23). Assim, foi avaliado o padrdo de oviposicao,
demonstrando os efeitos ovicidas e/ou supressores provocados pela plumbagina ou

PZQ sobre fémeas de S. mansoni.

Figura 24 — Estadios de maturacdo dos ovos de S. mansoni avaliados no oograma

(A — morto; B — maduro; C — imaturo).
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Fonte: do autor.

4.5.4 Quantificacdo de ovos em tecido hepatico e intestinal

Para estimar o numero de ovos por grama de tecido hepatico, um fragmento
de 0,3 gramas de tecido foi removido da parte central do I6bulo direito de cada
animal, enquanto que para a estimativa do nimero de ovos por grama de tecido
intestinal foi utilizado todo o 6rgdo de cada animal. Em seguida, cada amostra foi
processada individualmente sendo submetidas a digestao por hidréxido de potassio
a 5% (KOH) por 3h, como descrito por Cheever e colaboradores (1968). A contagem

foi realizada em triplicata para cada amostra.

4.6 Analises estatisticas

Para avaliacdo dos resultados utilizamos o programa GraphPad Prism 5.0. As
variaveis para as diferencas estatisticas foram determinadas por meio de analise de
variancia (ANOVA) em conjunto com o teste Tukey’s. Em todos os casos, os

resultados foram considerados significativos para p <0,05.
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5 RESULTADOS

Em nosso estudo, a plumbagina foi capaz de reduzir o numero total de
vermes e de vermes fémeas. As doses de 8, 16 e 32 mg/kg reduziram o niumero de
vermes total em 46.85, 46.56 e 59.64%, respectivamente. Ha diferenca estatistica
quando sdo analisados o numero total de vermes nas doses de 16 e 32 mg/kg
(p<0,1), destacando um consideravel impacto no percentual de reducdo da carga
parasitaria. Em relacéo a carga de vermes fémeas, plumbagina nas doses de 8, 16 e
32 mg/kg reduziu em 48.17, 46.525 e 58.33%, quando comparados ao grupo
controle (p<0.001), respectivamente. No grupo tratado com PZQ a reducao foi de

100% e 98.91% para vermes fémeas e vermes total (Grafico 1).

Figura 25 - Carga de vermes (total e fémeas) recuperados do sistema porta-
hepatico e vasos mesentéricos de camundongos infectados pelo S. mansoni.
Praziquantel (PZQ), Plumbagina (PLUM). A - p< 0.001 quando comparado ao grupo

controle total; B - p< 0.001 quando comparado ao grupo controle fémea.
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Na avaliacdo pelo método do Kato-Katz, foi possivel observar redugdo no
namero de ovos em todos 0s grupos tratados apoés tratamento, quando comparados
ao grupo controle (p<0,001). PLUM nas doses de 8, 16 e 32, reduziu o numero de
ovos em 58.29, 74.67 e 70.4%, respectivamente. JA 0o PZQ reduziu em 66.67%
(Tabela 1). Com relacdo a carga de ovos depositada nos tecidos hepatico e
intestinal, um menor nimero de ovos foi encontrado nas amostras dos grupos
tratados, quando comparados ao grupo controle. N&o houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparados os niumeros de ovos encontrados
no figado do grupo controle com o grupo tratado com PZQ. PLUM levou a uma
reducdo do nimero de ovos no tecido hepatico de 55.36, 15.07 e 10.43%, nas doses
de 8, 16 e 32 mg/kg, respectivamente. No tecido intestinal, houve reducéo de 57.49,
45.97% (p<0,001) e 36.18% (p<0,1), no numero de ovos, respectivamente (Tabela
1). O PZQ reduziu em 40,29% o numero de ovos no tecido hepatico e 91,53% no
tecido intestinal (p<0,001).

No oograma, os fragmentos intestinais de camundongos tratados com PLUM
apresentaram maior quantidade de ovos imaturos, quando comparados ao grupo
controle. Nas doses de 8, 16 e 32 mg/kg, o numero de ovos imaturos foi de 62.03,
65 e 71% (p<0,01), respectivamente. O numero de ovos maduros nas doses de 8,
16 e 32 mg/kg foi de 19.5 (p<0,001), 27.2 e 19.75% (p<0,001), respectivamente. Por
fim, o nimero de ovos mortos nessas mesmas doses foi de 18.47 (p<0,1), 7.8 e
9.25%, respectivamente. Nos animais tratados com PZQ, observou-se maior nimero
de ovos mortos (81,5%), quando comparados ao grupo controle. Ovos maduros e

imaturos contabilizaram 12.25 e 6.25%, respectivamente (p<0,001) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Avaliagdo da PLUM e PZQ sobre a eliminacdo de ovos nas fezes, carga de ovos nos tecidos hepatico e intestinal e no

padrao de oviposi¢cdo em camundongos infectados com Schistosoma mansoni.

Grupos Ovos eliminados nas fazes Numero de ovos/g de tecido x 10° % de ovos por estadio de desenvolvimento
experime Numero por  Reducéo (%) Hepatico Reducéo Intestinal Reducéo (%) Imaturos? Maduros Mortos
ntais grama de (%)
fezes
Controle  186+104,4 - 3,45+0,81 - 9,81+2,54 - 58+2,55 35,4+2,4 6,6+3,05
PZQ 66,67+50,45 64,16 2,06+0,46 40,29 0,83+0,35 91,53 6,25+2,752 12,25+2,062 81,5+2,642
PLUM
(mg/Kg)
8 58,29+38,49 68,66 1,54+0,61 55,36 4,17+2,46 57,49 62,03+1,24 19,50+4,38° 18,47+3,14°¢
16 74,67+43,31 59,85 2,93+1,23 15,07 5,30+2,69 45,97 6516,67 27,2p+7,66 7,80+3,03¢
32 70,4+26,39 62,15 3,09+0,54 10,43 6,26+2,04 36,18 71+4,89¢ 19,75+2,75° 9,25+2,21
Nota: 2soma das % de ovos de I, II, Il e IV estadios.

a8 — p<0,001% quando comparado aos grupos controle de ovos imaturos, maduros e mortos;

b — p<0,001% quando comparado ao grupo controle de ovos maduros;

¢ — p<0,1% quando comparado ao grupo controle de ovos mortos;

d — p<0,1% quando comparado ao nimero de ovos mortos do grupo tratado com 8 mg/kg de plumbagina;

¢ — p<0,01% quando comparado ao grupo controle de ovos imaturos.
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6 DISCUSSAO

O PZQ é o unico farmaco utilizado no tratamento de todos os tipos de
esquistossomose. Porém seus efeitos colaterais, baixa eficacia contra vermes jovens
e fases evolutivas mais imaturas e relatos de resisténcia, tém gerado discussoes e
buscas por novas alternativas de tratamento (ALLAM et al., 2013). Nos ultimos anos,
a analise da eficacia de produtos naturais frente a agentes etiolégicos de doencas
negligenciadas vem ganhando destaque. Dentre esses produtos, sobressaem as
naftoquinonas, metabdlitos secundarios produzidos por fungos, plantas, algas e
animais. As naftoquinonas apresentam atividades anticancer, contra Leishmania sp.,
Plasmodium sp., fungos, bactérias, nematddeos, Schistosoma mansoni, entre outros
(SILVA et al.,, 2012; LORSUWANNARAT et al.,, 2013; AIRES et al.,, 2014a;
FERREIRA et al., 2014; FARDIN et al., 2015; AWASTHI et al., 2016; WELLINGTON
et al., 2019; ROYO et al., 2019; CHA et al., 2019). Atualmente, a combinacéo de
diferentes drogas para o tratamento da esquistossomose vem sendo recomendada.
A artemisina combinada ao praziquantel desponta como uma possivel alternativa. A
artemisina também vem sendo testada associada a naftoquinonas, na busca de um
tratamento mais efetivo (EL-BESHBISHI et al., 2015).

No esquema terapéutico adotado em nossos experimentos, a plumbagina
demonstrou acéo esquistossomicida, reduzindo a carga parasitaria total e de vermes
fémeas e 0 numero de ovos nas fezes e nos tecidos hepatico e intestinal, além de
afetar o padrdo do oograma. A acao esquistossomicida da plumbagina demonstrada
em nossos experimentos, corrobora com diversos estudos que testaram a acao de
diversas outras naftoquinonas frente a vermes adultos de S. mansoni e outras fases
evolutivas (LORSUWANNARAT et al., 2013; AIRES et al.,, 2014a; AIRES et al.,
2014b; JOHANN et al., 2015; KAPADIA et al., 2017).

Lorsuwannarat e colaboradores (2013), testaram o efeito anti-helmintico in
vitro da plumbagina frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni. A atividade
antiesquistossomicida mostrou-se mais eficaz que a do praziquantel nas doses de
10 pg/mL e 100 pg/mL. Reduzindo o movimento dos vermes e o indice de
sobrevivéncia nos intervalos de 1h, 6h e 24h apds exposicdo ao farmaco. Até o
momento, ndo existem estudos que demonstrem o efeito esquistossomicida da
plumbagina em modelos in vivo, sendo o nosso trabalho pioneiro nessa avaliacao.

Outras naftoquinonas foram avaliadas como potenciais farmacos anti-Schistosoma
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mansoni, através de modelos animais, ou seja, in vivo. Aires e colaboradores
(2014a), demonstraram que a B-lapachona, naftoquinona extraida de raizes de
embridfitas da familia Bignoninaceae, possui atividade in vivo contra
esquistossomulos de pele, esquistossomulos de pulmdo, vermes jovens e vermes
adultos. Na avaliacao in vitro, B-lapachona altera a motilidade e viabilidade dos
vermes adultos, em concentracfes de 50uM e 100uM, gerando lesGes no tegumento
de vermes adultos machos (AIRES et al., 2014b).

Johann e colaboradores (2015), avaliaram o potencial esquistossomicida da
2-metil-1,4-naftoquinona (menadiona) e derivados, através da capacidade do
composto de inibir a enzima SmTGR (tioredoxina-glutationa do Schistosoma
mansoni), que desempenha um papel crucial no metabolismo redox de tiois. Esta
enzima é dita bifuncional, pois em outros eucariotos sua funcdo é desempenhada
por duas enzimas: glutationa (GSH) e tioredoxina (Trx). Todos 0S compostos
demonstraram ser eficientes inibidores da enzima, tendo alguns deles maior
potencial inibitério, como os derivados da difluoromenadiona.

Kapadia e equipe (2017) avaliaram a atividade antiparasitaria da menadiona
in vitro em camundongos BALB/c. Observou-se que esta naftoquinona altera a
viabilidade dos vermes adultos em todas as concentracdes testadas. Ja in vivo, a
menadiona reduziu o numero de vermes adultos e interferiu na formacdo dos ovos
em mais de 50% nas doses testadas, através da analise da perfusdo e da digestao
hepatica através do KOH, respectivamente. Efeito semelhante foi observado em
nossos experimentos, onde a plumbagina reduziu significativamente o nimero de
vermes em 46.85, 46.56 e 59.64%, nas doses de 8, 16 e 32 mg/kg, respectivamente.
Além de também ter afetado a formacédo dos ovos, reduzindo em 58.29, 74.67 e
70.4%, nas doses de 8, 16 e 32 mg/kg, respectivamente, quando comparados ao
grupo controle.

Acredita-se que os helmintos do género Schistosoma, sejam uns dos raros
helmintos parasitas que conseguem produzir energia através de processos aerébios,
utilizando a ubiquinona (CoQ) como carreadora de elétrons, substituindo a
rodoquinona (comum nos helmintos que produzem energia por pProcessos
anaerobios). Portanto, sugere-se que a plumbagina compita com a CoQ na cadeia
transportadora de elétrons, atuando como antagonista da CoQ, assim como outras

naftoquinonas. Ademais, o potencial da plumbagina de aumentar os niveis de ROS e
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de peroxido de hidrogénio leva a diminuicdo das reservas de glutationa, oxidando-a,
expondo os vermes a acao dos radicais livres (LORSUWANNARAT et al., 2013).

Um importante alvo para a acdo dos farmacos esquistossomicidas € o
tegumento do verme adulto. Este tem papel indispensavel em sua sobrevivéncia,
atuando na obtenc&o de nutrientes, na protecdo ao sistema imune do hospedeiro,
excrecgao, percepcao sensorial e osmorregulagédo. (HALTON, 2004; PEREIRA et al.,
2011).

Lorsuwannarat e colaboradores observaram o efeito esquistossomicida da
PLUM in vitro. Constataram que a PLUM ocasionou altera¢cdes no tegumento dos
vermes adultos como inchaco dos tubérculos, formacéo de sulcos, bolhas e rupturas
no tegumento e erosdo nas bordas das ventosas oral e ventral. Houve ruptura dos
tubérculos e dos sulcos, expondo a lamina basal, observando-se a auséncia de
tegumento em grandes areas da superficie do corpo do trematddeo (2013). Zhang e
Coutlas (2013) observaram que essa lesdo pode expor os antigenos do parasita ao
sistema imunolégico do hospedeiro. Constataram, ainda, que a PLUM gera
contracdes musculares em todo o corpo do verme adulto.

Em outro estudo, Lorsuwannarat e colaboradores (2014) compararam o efeito
do tratamento com PLUM e TCZ (triclabendazol) em vermes jovens de Fasciola
gigantica, também um platelminto trematdédeo, agente etioldégico da fascioliase em
ruminantes e em humanos (PHALEE et al., 2015). Observaram que ambos os
farmacos geraram lesdes no tegumento, porém essas alteracdes ocorriam
precocemente nos grupos tratados com PLUM, no mesmo intervalo de tempo e
concentracgfes utilizados nos grupos tratados com TCZ.

O efeito da PLUM em vermes adultos de Paramphistomum cervi, também um
trematddeo, se mostrou semelhante aos observados em S. mansoni e F. gigantica,
com importante acdo no tegumento. Além disso, a depender da dosagem utilizada,
PLUM pode alterar a motilidade dos vermes, reduzindo-a, podendo resultar na morte
do helminto (SAOWAKON et al., 2013). Shalaby e colaboradores observaram que a
PLUM danifica as papilas em Paramphistomum microbothrium, o que pode gerar
perda de fun¢des sensoriais (2010).

Lima e colaboradores (2002), testaram o potencial moluscicida e cercaricida
do lapachol, de ocorréncia natural (também uma naftoquinona), e do isolapachol,

sintético. Esses compostos demonstraram alta eficiéncia na eliminacdo dos B.
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glabrata adultos e de seus ovos, mesmo em pequenas concentracdes. Também foi
descrita significante atividade cercaricida, eliminando aproximadamente 90% das
cercéarias na concentracdo de 2ppm (partes por milh&o).

O oograma é utilizado para analise da oviposicdo dos vermes adultos. O PZQ
possui acao ovicida, inviabilizando os ovos, através da retracdo do miracidio,
geralmente em ovos maduros. Portanto, os camundongos tratados com PZQ,
demonstraram grande quantidade de ovos mortos e pequena quantidade de ovos
maduros e imaturos, concordando com os estudos de Aires e colaboradores
(2014a). Nos animais tratados com PLUM, houve predominancia de ovos imaturos,
guando comparados ao grupo controle. Uma possivel explicacdo seria a de que a
PLUM acomete estruturalmente os vermes fémeas, gerando danos nas glandulas
vitelinicas, alterando sua aptiddo reprodutiva, efeito semelhante provocado pela
artemisina (ABDUL-GHANI et al., 2011). Com a diminui¢cdo da postura dos ovos, ha
um menor numero de infiltrados inflamatérios granulomatosos, alteragdes
imunoldgicas e fibrose hepatica, atenuando os efeitos da infeccdo (AIRES et al.,
2014a). A reducdo do numero de ovos nas fezes nos grupos tratados com
plumbagina, pode ser relacionada a diminuicdo da carga parasitaria, corroborando
com outros estudos que avaliaram a acdo esquistossomicida de produtos de origem
natural como o fitol e a epiisopiloturina (DE MORAES et al., 2014; GUIMARAES et
al., 2015). Além disso, a reducdo da oviposicdo € de carater crucial para 0 uso
terapéutico, visto que o0 ovo € responsavel pela transmissdo do parasita e
manutencao de seu ciclo biolégico.

A maior reducao do numero de ovos nos tecidos hepatico e intestinal na dose
de plumbagina de 8 mg/kg, quando comparada a reducéo obtida nas doses de 16 e
32 mg/kg, pode ser explicada com os estudos farmacocinéticos envolvendo
plumbagina (TOKUNAGA et al., 2004; HSIEH et al., 2006; RAYABANDHA et al.,
2010; SUMSAKUL et al., 2016a; SUMSAKUL et al., 2016b). Tais estudos
demonstram que os perfis farmacocinéticos da plumbagina sugerem que uma baixa
exposicao sistémica ao farmaco pode ser um fator farmacocinético limitante, levando
a uma concentracao inadequada do farmaco. E isto pode afetar o desenvolvimento
da plumbagina como um medicamento de formulagéo oral. Em busca de melhoras
na biodisponibilidade oral da plumbagina, diversos estudos foram realizados,

incluindo a preparacdo de microesferas a base de quitosana e preparacdo de
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formulagdo lipossomica (TOKUNAGA et al., 2004; HSIEH et al., 2006;
RAYABANDHA et al., 2010; SUMSAKUL et al., 2016a; SUMSAKUL et al., 2016b).
Além disso, Sumsakul et al. (2016a, 2016b), avaliou a distribuicdo do farmaco pelo
organismo através da utilizacdo do complexo *"Tc-plumbagina, que se acumulou
extensivamente no figado e nos pulmdes, cinco minutos apds a administracao.
Ademais, a biodisponibilidade oral da plumbagina demonstrou ser relativamente
baixa (39%), relacionada as suas limitadas propriedades biofarmacéuticas como
insolubilidade em &gua e alta lipofilicidade (SUMSAKUL et al., 2016a).

Provavelmente, a diferente resposta da PLUM sobre o sexo se deve ao
tegumento mais espesso dos machos, possuindo maior superficie devido aos seus
tegumentos elevadamente dobrados, gerando maior area de absorcao de drogas. Ja
as fémeas encontram-se albergadas no canal ginecéforo do macho, o que a
assegura protecdo contra acbes farmacolégicas e do sistema imune do hospedeiro.
Lorsuwannarat et al. (2013) e Zhang e Coutlas (2012) juntamente com suas equipes,
comprovaram, in vitro, que a PLUM causou maiores danos em vermes adultos
machos de S. mansoni.

As naftoquinonas representam alvos de estudos para o desenvolvimento de
novas terapias contra a esquistossomose. Experimentos demonstram que, esse
grupo de compostos naturais, atuam contra fases maduras e imaturas do S.
mansoni, além de atuarem contra os hospedeiros intermediarios da enfermidade, os
planorbideos B. glabrata (AIRESa et al., 2014; AIRESD et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2009; CAMARA et al., 2008; LIMA et al., 2002; PINTO et al., 1977). Novos trabalhos
devem ser realizados visando a elucidacdo do mecanismo de acdo das
naftoquinonas, além da descricdo de seus potenciais protetivos em relacdo ao
surgimento de granulomas e fibrose.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, um farmaco com potencial
atividade esquistossomicida deve reduzir cerca de 80% da carga parasitaria, quando
administrado por via oral, durante 5 dias, na dose de 100 mg/kg. Sendo assim, a
plumbagina nas doses de 8, 16 e 32 mg/kg, conseguiu reduzir em 46.85, 46.56 e
59.64% a carga parasitaria. As doses empregadas sdo menores do que a

recomendada, mas alcangcaram elevado percentual de reducdo da carga parasitaria.
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Desta forma, nossos resultados representam um ponto de partida para
realizacdo de novas pesquisas envolvendo outras doses da PLUM, associacédo da
PLUM com outras drogas, entre outros.
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7 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstra que a plumbagina possui agdo esquistossomicida
através da reducdo da carga de vermes totais e vermes fémeas, do nimero de ovos
nos tecidos hepatico e intestinal e nas fezes, além de modificar o padrdo do
oograma. Novos estudos devem ser realizados, como a combinacdo da plumbagina
com outros farmacos, visando melhorar sua biodisponibilidade oral e acédo

terapéutica.
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