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RESUMO

O praziquantel (PZQ) ainda € o unico recurso terapéutico para a esquistossomose,
um farmaco eficaz, seguro, de baixo custo. Entretanto, PZQ € incapaz de agir nas fases
jovens de Schistosoma e esta sob risco eminente do surgimento de cepas resistentes
e/ou tolerantes. Assim, torna-se necessaria a busca por novos compostos com potencial
esquistossomicida. Este estudo teve como objetivo avaliar in vitro a susceptibilidade de
diferentes estagios evolutivos de Schistosoma mansoni (cepa BH) frente a juglona, 5-
hidroxi-1,4-naftoquinona. Para isso, esquistossdmulos, vermes jovens e vermes adultos
(macho, fémeas e casais) de S. mansoni (cepa BH) foram cultivados em meio RPMI-1640
suplementado e submetidos a diferentes concentracbes de juglona. Utilizou-se como
critérios esquistossomicidas as alteracbes de motilidade, taxa de mortalidade e
repercussdbes gerais (danos tegumentares, capacidade de oviposicdo e
desacasalamento. Além disso, foi analisado o potencial citotoxico da juglona sob culturas
primarias de células esplénicas de murinos. Esquistossémulos de S. mansoni (cepa BH)
apresentaram maior susceptibilidade frente a juglona com valor da concentracao letal
meédia (CLso) igual a 0,1981 puM, seguido de vermes jovens com CLso determinada em
3,175 pM e vermes adultos fémeas, machos e casais com CLso 11,32 pM, 19,01 uyM e
22,38 uM, respectivamente. Além disso, a juglona reduziu significativamente a
guantidade de ovos postos por vermes fémeas acasaladas na concentracado de 3,125 e
inibiu completamente a oviposicdo entre 6,25-100 pM. Em adicdo, alteracdes
tegumentares como: bolhas, aspecto granuloso, irregularidade, rupturas no tegumento e
modificacdes topograficas, foram observadas em todas fases evolutivas analisadas. E,
juglona ndo apresentou efeitos citotoxicos sobre esplendcitos de murinos entre 1,56-100
MM. Contudo, esquistossomulos, vermes jovens e adultos de S. mansoni (cepa BH)
demonstraram susceptibilidade ao composto juglona mesmo nos vermes expostos a
concentracdes subletais, havendo reducé&o na motilidade, contracdo muscular/retracao,

incapacidade de adesao e alteracao na estrutura tegumentar do parasito.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. In vitro. Esquistossomose. Juglona.

Esquistossomicida.



ABSTRACT

Praziquantel is still the unique therapeutic resources for schistosomiasis, an
effective, safe, low-cost drug. However, this drug is unable to act in the juvenile stages of
Schistosoma and is at imminent risk of the emergence of resistant and tolerant strains.
Thus it is necessary to search for new compounds with schistosomicidal potential. This
study aimed to evaluate in vitro the susceptibility of different evolutionary stages of
Schistosoma mansoni (strain BH) against juglone, 5-hydroxy-1,4-naphthoquinone. For
that, schistosomules, juvenile worms, and adult worms (male, females, and couples) from
S. mansoni (BH strain) were sustained in supplemented RPMI-1640 medium and
submitted to different concentrations of juglone. Changes in motility, mortality rate, and
general repercussions (tegumentary damage, oviposition capacity, and deletion) were
used as schistosomicidal criteria. Also, the cytotoxic potential of juglone under primary
murine splenic cell cultures was analyzed. Schistosomules of S. mansoni (strain BH) were
more susceptible to juglone with a mean lethal concentration value (LCso) of 0.1981 puM,
followed by juvenile worms with an LCso determined at 3.175 pM and adult female worms,
males and couples with LCsp 11.32 uM, 19.01 uM, and 22.38 pM, respectively. Also,
juglone significantly reduced the number of eggs laid by female worms mated to a
concentration of 3.125 uM and completely inhibited oviposition between 6.25-100 puM.
Besides, were observed in all analyzed evolutionary phases integumentary changes such
as bubbles, granular appearance, irregularity, integument ruptures, and topographic
changes. In addition, juglone did not show cytotoxic effects on murine splenocytes
between 1.56-100 pM. However, schistosomules, juvenile worms, and adults of S.
mansoni (strain BH) demonstrated susceptibility to the compound juglone even in worms
exposed to sublethal concentrations, with reduced motility, muscle contraction, inability to

adhere, and alteration in the parasitic integumentary structure.

Keywords: Schistosoma mansoni. In vitro. Schistosomiasis. Juglone. Schistosomicidal.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose, também conhecido como bilharziase, € causada por
helmintos trematdodeos do género Schistosoma (S. guineensis, S. intercalatum, S.
japonicum, S. mekongi, S. mansoni e S. haematobium). E uma doenca parasitaria de
extrema importancia para a saude publica, pois ainda acomete a saude de milhares de
individuos no mundo e esti relacionada a condi¢cdes socioeconémicas adversas.
Apresenta ainda alta taxa de mortalidade no mundo, gerando um significativo impacto
econdmico e social (COLLEY et al., 2014; GRIMES et al., 2015; CAROD-ARTAL et al.,
2018).

Segundo a Organizac¢do Mundial de Saude (OMS), ainda existem 221 milhdes de
pessoas infectadas por Schistosoma no mundo. Estima-se que 78 paises e/ou territérios
sdo considerados endémicos para esquistossomose (WHO, 2018). Destes, 54 paises,
tém Schistosoma mansoni como espécie mais prevalente, sendo a Africa subsaariana,
Asia e Américas, as regides que apresentam maior nimero de individuos infectados
(MCMANUS et al., 2018; WHO, 2018).

Na América Latina, o Brasil possui maior nUmero de casos positivos para S.
mansoni (ZONI et al., 2016). Cerca de 1,5 milhdes de brasileiros estéo infectados pelo
trematddeo e 25 milhdes vivem em regibes de constante risco a infeccdo. A regido
Nordeste, em especial, os estados de Alagoas, Rio Grande do Norte, Sergipe e
Pernambuco sdo os mais acometidos por focos de transmissdo e nimero de infeccao.
Pernambuco € a unidade federativa brasileira com maior taxa de internacdes e de mortes
causadas pela esquistossomose mansoénica (MARTINS et al., 2015; MS, 2017; KATZ,
2018).

Embora o Schistosoma cause impacto socioecondmico nas regides endémicas,
até o momento, existe apenas uma molécula eficaz para o tratamento dessa parasitose:
o praziguantel (PZQ). PZQ é um composto de baixo custo e eficiente em todas as
espécies do género Schistosoma (BERTAO et al., 2012). Entretanto, esta ha mais de 40
anos no mercado, sendo utilizado extensivamente para tratamentos em massa. Tal fato
torna preocupante o surgimento de cepas resistente e/ou tolerantes (ISMAIL et al., 1994;
ISMAIL et al., 1996; CIOLI et al., 2004 MELMAN et al., 2009). Além disso, o0 PZQ nao



17

impede reinfecg&o e n&do apresenta agdes significativas em todas as fases evolutivas do
verme, limitando-se aos vermes adultos (VALE et al., 2017; HOTEZ et al., 2019).

Diante desta problematica, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos seja de origem naturais, sintéticas ou semissintética afim de combater
e/ou controlar a esquistossomose. Neste contexto, os produtos naturais sdo amplamente
empregados nas pesquisas de farmacos esquistossomicidas, visto que sao fontes de
biomoléculas promissoras, como os compostos fenélicos que apresentam acéo sobre
estagios evolutivos de Schistosoma (AIRES et al., 2014; LAGO et al., 2017; SILVA et al.,
2019).

Um dos subgrupos de moléculas de extrema relevancia em pesquisas anti-
esquistossomoticas sdo as naftoquinonas, visto que apresentam efeitos biologicos e
farmacoldgicos unicos (KAPADIA et al.,, 2017; METWALY et al., 2020). Em estudo
recente com a orto-naftoquinona B-lapachona, realizada por nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado a capacidade dela agir, in vitro, no tegumento de vermes adultos machos
de S. mansoni (cepa BH) e induzir 100% mortalidade no intervalo de 24 horas (AIRES et
al.,, 2014). Quando administrada em camundongos com diferentes estagios de
desenvolvimento do S. mansoni (esquistossdmulos de pele, esquistossémulos pulmonar,
vermes jovens e vermes adultos) a B-lapachona reduziu significativamente a carga de
vermes e ovos e no tecido hepatico, reduziu a densidade numérica e o diametro médio
de granulomas (AIRES et al., 2012).

Neste estudo, nos propomos avaliar a atividade esquistossomicida da Juglona (5-
hidroxi-1,4 naftoquinona), uma naftoquinona natural isolada de caules, folhas, sementes
e raizes das arvores da familia Junglandaceae, comumente utilizada na medicina popular
como anti-inflamatorio, antibacteriano e antifingico (STRUGSTAD e DESPOTOVSKI,
2012). Além dessas propriedades, a juglona € eficiente na interrupcdo de ciclos
biol6gicos de helmintos e protozoarios que afetam animais e humanos. Em protozoarios,
a juglona demonstra atividade em Trypanosoma cruzi, T. brucei rhodesiense e
Leishmania donovani (ELLENDORFF et al., 2015). Em helmintos, é também eficaz na
espécie Hymenolepis nana em camundongos (DAMA e JADHAV, 1997) e sobre o
desenvolvimento de Meloidogyne spp., nematéide frequente em cultivos de Arachis

hypogaea L. (amendoim) (Dama et al., 1999).
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Visto a importancia na busca de novas moléculas esquistossomicidas e
considerando o potencial antiparasitario das naftoquinonas, este trabalho teve como
objetivo avaliar in vitro o efeito de juglona (5-hidroxi-1,4 naftoquinona) contra diferentes

estagios evolutivos do parasito S. mansoni (cepa BH).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GEOGRAFICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA

O termo esquistossomose, também conhecido como bilharziase, é uma
designacao utilizada para infec¢cdes causadas por helmintos trematédeos do género
Schistosoma. E uma doenca cronica e debilitante, de extrema importancia no &mbito da
saude publica, por apresentar altas taxas de mortalidade e morbidade, gerando impacto
social e econdémico a nivel mundial (BRUUN; AAGAARD-HANSEN, 2007; COLLEY etal.,
2014). Devido a isso, a esquistossomose foi categorizada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como a segunda maior doenca parasitaria negligenciada do mundo
(MCMANUS et al., 2018; WHO, 2018).

As infec¢cOes causadas por Schistosoma ocorrem predominantemente em regides
ou comunidades pobres, onde ha maior susceptibilidade das pessoas, devido aos fatores
socioambientais propicios para transmissdo do parasito, como: presenca de caramujos
hospedeiros intermediarios, sistema de saneamento basico ineficiente, limitacdo ao
acesso de agua potavel e auséncia de educacédo sanitaria (MCMANUS et al., 2018).

Segundo a OMS, mais de 700 milhdes de pessoas vivem sob risco eminente de
infeccdo por Schistosoma (Figura 1), 221 milhdes estéo infectadas, 150 mil apresentam
sintomatologia e 500 mil vao a 6bito anualmente (WHO, 2018). Atualmente seis espécies
sao responsaveis por esse perfil epidemioldgico da esquistossomose humana, podendo
se apresentar na forma intestinal (S. guineensis, S. intercalatum, S. japonicum, S.
mekongi e S. mansoni) ou na forma urinaria da doenca (Schistosoma haematobium)
(GRIMES et al., 2015; CAROD-ARTAL et al., 2018;). Dentre as espécies citadas, S.
haematobium e S. mansoni sdo consideradas as mais prevalentes no mundo (WHO,
2017).
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Figura 1 - Distribuicdo dos paises com areas de alto e baixo risco de infec¢do, 2015.

Paises ou dreas de baixo risco

Fonte: (WHO, 2017).

A espécie S. mansoni é relatada em 54 paises e territdrios do mundo, com
predominio na Africa, no leste Mediterraneo e nas Américas. No Brasil é a Gnica espécie
capaz de completar seu ciclo de vida, considerado, até 2014, o pais mais endémico da
Ameérica Latina para esquistossomose mansonica, apresentando 58,6% de positividade
em exames de criancas com idade escolar (MS, 2017a; ZONI et al., 2016). Em 2015,
estimou-se 0,18 morte para cada 100 mil brasileiros com afetando pessoas em idade
economicamente produtiva (NASCIMENTO et al.,, 2019). Pode-se sugerir que 0s
resultados destes estudos estdo associados ao clima tropical, a precariedade no
saneamento bésico e a vulnerabilidade socioecondmica na maioria da populagdo (MS,
2014; ZONI et al., 2016).

Embora haja apenas a espécie S. mansoni instalada e apta a completar seu ciclo
de vida por meio de caramujos do género Biomphalaria, estima-se que no Brasil 2,5
milhdes de pessoas estejam infectadas e 25 milhdes vivam em areas de constante risco
a infeccdo (MARTINS et al., 2015; MS, 2017a) (Figura 2). Cerca de 19 dos 26 estados
brasileiros estdo afetados, com maior taxa de positividade em Alagoas, Bahia, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo, Minas Gerais, Pernambuco e partes
isoladas do sul do pais (Katz, 2018).
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Figura 2 - Distribuicdo da Esquistossomose Mansonica de acordo com a taxa de
positividade no Brasil, 2015.
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Fonte: Ministério da Saude.

As areas de prevaléncia da esquistossomose mansénica estdo correlacionadas
com a distribuicdo geografica de caramujos de agua doce do género Biomphalaria.
(CARVALHO et al., 2008). Existem 10 espécies e uma subespécie pertencentes a este
género de molusco, fazendo parte do ecossistema brasileiro, no entanto, Biomphalaria
glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila sdo as unicas espécies
consideradas susceptiveis a infeccdo por S. mansoni em todo pais (Figura 3).
Biomphalaria glabrata € a espécie considerada mais susceptivel a infeccdo e €
encontrada majoritariamente no nordeste e sudeste brasileiro(CARVALHO et al., 2008;

LEAL NETO et al., 2013).
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Figura 3 - Distribuicdo das espécies do género Biomphalaria no Brasil. Em A, Be C
observa-se a distribuicdo espacial das espécies B. glabrata, B. straminea e B.

tenagophila, respectivamente.
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Fonte: (CARVALHO et al., 2008).

Apesar de existir acdes de controle epidemiolégico com atuacdo direta na
populacdo dos moluscos, o Nordeste permanece como a regido de maior incidéncia em

registro de novos casos de esquistossomose mansoOnica, apresentando maior nimero
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de focos de transmissdo e de casos confirmados de esquistossomose entre 0S anos
2000 e 2017 (PCE, 2016; KATZ, 2018).

Pernambuco é considerado um dos estados brasileiros com maior endemicidade
e taxa de mortalidade para a esquistossomose mansonica. Cerca de 56 localidades
pernambucanas sdo consideradas de regides risco de infeccdo por S. mansoni,
distribuidas em 26 municipios considerados endémicos, pertencentes as Geréncias
Regionais de Saude (GERES) I, IllI, lll, V e Xl (Figura 4) (Tabela 1). Em 2015, 137
doentes evoluiram para o 6bito. Em 2016, mais de 1.400 individuos nao foram tratados
apo6s o diagnostico laboratorial (PCE, 2016).

Recentemente, um novo perfil epidemiolégico tem sido mostrado em inquéritos
regionais. Observa-se que a esquistossomose deixou de ser prevalente apenas em
regides rurais, apresentando também alto indice de positividade (210%) em centros
urbanos, sendo agora considerados prioritarios. Esse novo padréo de incidéncia da
doenca pode ser justificado pelo intenso exddo rural e a insercdao de migrantes
parasitados em ambientes urbanos precarios, estabelecendo a doenca em regides ainda
nao endémicas (PAREDES et al., 2010; VITORINO; GOMES, 2011; BARBOSA et al.,
2018; MS, 2017).

O Litoral, zona da mata e parte do Agreste de Pernambuco séo as areas que tém
maior nimero de casos (COSTA et al., 2017). Segundo o DataSUS (2017), 240 casos
foram confirmados no estado de Pernambuco, destes, 104 sdo localizados na regiédo
metropolitana do Recife e 121 na Zona da Mata e Agreste, afetando significativamente
Santa Cruz do Capibaribe, Panelas, Palmeirina, Palmares, Cha de Alegria e Cabo de
Santo Agostinho (COSTA et al., 2017).

Segundo a portaria SVS/MS n° 104, de 25 de janeiro de 2011 e o Decreto
n°39.497, de 11 de junho de 2013, a esquistossomose é uma doenca de notificacdo
compulséria que necessita de medidas de prevencao e erradicacao através do Programa
de Enfretamento as Doencas Negligenciadas-SANAR (MINISTERIO DA SAUDE, 2011;
PERNAMBUCO, 2018).



Figura 4 — Municipios pernambucanos distribuidos em GERES, considerados

prioritarios para esquistossomose em 2015.
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Fonte: (PERNAMBUCO, 2018), adaptado.

Tabela 1 — Municipios prioritarios por Regido de Saude entre 2015 e 2018.

Geres Municipios

I Aracoiaba, Moreno, Sao Lourenco da Mata e Vitoria de Santo Antéo

Il Carpina, Machados, Tracunhaém e Vicéncia

1] Agua Preta, Escada, Gameleira, Jaqueira, Lagoa dos Gatos,
Palmares, Primavera, Quipapd, Ribeirdo, Rio Formoso, Séo

Benedito do Sul, Sirinhaém e Xexéu

\% Brejao

XIl Alianca, Goiana, Itaquitinga e Timbauba

Fonte: (PERNAMBUCO, 2018).
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Por meio destes decretos tornou-se evidente a realidade pernambucana em

relacdo a epidemiologia da esquistossomose mansoénica, e foi possivel observar

melhorias significativa apos a implantagédo do programa SANAR. Entre 2004 e 2014 a

taxa de positividade para S. mansoni reduziu 17,6%. Em 2013, 103 municipios eram

considerados prioritarios, porém, nos ultimos levantamentos, foram observados apenas
26 municipios na mesma classificacdo (COSTA et al., 2017; PERNAMBUCO, 2018).
Entretanto, ainda esta longe de erradicar a doenca, pois os esforcos realizados para

combate e controle da esquistossomose ndo sao suficientes sem medidas voltadas ao
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saneamento basico, educacdo sanitaria e ao tratamento de &gua, primordiais para o

controle de infec¢cBes por S. mansoni.

2.2  Schistosoma mansoni

2.2.1 Aspectos morfoldgicos dos diferentes estagios evolutivos

Taxonomicamente, espécies de Schistosoma séo platelmintos (vermes chatos),
da classe trematoda, pertencentes a familia Schistosomatidae, apresentando-se com
dimorfismo sexual, ou seja, separacéao nitida entre vermes machos e fémeas. A espécie
S. mansoni habita no sistema porta e veias mesentéricas inferiores dos hospedeiros
vertebrados (mamiferos), havendo varias formas evolutivas durante seu ciclo biolégico,
sao elas: ovo, miracidio, esporocisto, cercaria, esquistossémulo e vermes adultos (macho
e fémea) (REY, 2001; NEVES et al., 2011).

2.2.1.1 Ovos

O ovo de S. mansoni é a forma evolutiva que permite a sobrevivéncia do parasito
no meio ambiente, bem como, é o0 marcador utilizado para o diagndstico
coproparasitolégico e histolégico. Além disso, € o principal agente responséavel pelo
quadro inflamatdério crénico em individuos parasitados, pois permanece retido nos 6rgaos
e tecidos humanos (VITORINO e GOMES, 2011).

Em descrig&o estrutural, os ovos tém uma forma ovalado e apresentam tamanhos
variaveis dependendo do seu estadio evolutivo, podendo chegar a 150 pum de
comprimento por 60 um de largura (Figura 6). Na parte externa, existe uma casca proteica
porosa com uma série de micro espinhos e um espiculo lateral saliente e agudo. Tal
casca sofre adelgacamento na sua espessura de acordo com a maturacdo para facilitar
a entrada de nutrientes (DORSEY et al., 2002).

Na parte interna, é observado a membrana interna, o espago granuloso entre a
membrana e a casca (camada de Reynolds) e as células vitelinicas que dao origem aos
miracidios. As membranas plasmaticas destas células vitelinicas entram em contato

direto com a membrana interna do ovo no decorrer do processo de maturacao, pois estas
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células passam por modificacdes fisiologicas e morfolégicas para o desenvolvimento
adequado do miracidio (DORSEY et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2008).

Os ovos podem ser eliminados no material fecal apdés 45 dias da infeccado do
individuo (Teixeira et al., 2008; Neves et al., 2011; MS, 2017). A expectativa de vida do
ovo é de aproximadamente 20 dias, caso ndo haja eclosdo durante esse periodo, devido
a auséncia de fatores ambientais e climaticos como luminosidade intensa, temperatura

elevada e ambientes aquaticos, os miracidios vao a obito em seu interior (NEVES, 2004).

Figura 5 — Ovo de Schistosoma mansoni. (M) Miracidio interiorizado e (EL) Espiculo

lateral evidente.

M EL
Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

2.2.1.2 Miracidios

Os miracidios apresentam forma cilindro-conica em dimensdes de 180 um de
comprimento por 64 um de largura. A sua superficie € revestida por células epiteliais
pavimentosas escamosas dotadas de inumeraveis cilios, que auxiliam na movimentagéo
em ambientes aquaticos (Figura 6) (NEVES et al., 2011a).

Na extremidade anterior possui uma papila apical, ou terebratorium, representada
por pregas no tegumento, ndo ciliadas e retrateis, que podem se moldar na forma de
ventosa para facilitar a penetracdo nos moluscos. Além disso, na mesma regido, existem
terminacdes nervosas com funcgdes tateis e sensoriais, e as glandulas adesivas e de
penetracdo. A estrutura do corpo é composta por fibras musculares (NEVES et al.,
2011a).
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Figura 6 - Miracidio de S. mansoni: (a) exemplos de miracidio em microscopia de luz.
(b) Miracidio com énfase nas estruturas: Th: terebratorium; Gp: glandulas de

penetracdo; Pe: poro excretor; Cf: células flama.

Fonte: (LEVY, 2008).

Na extremidade posterior existem as células germinativas que dardo continuidade
ao ciclo de vida do S. mansoni. Além disto, possuem um sistema nervoso primitivo,
responsavel por sua contratilidade e motilidade; e um sistema excretor composto por
quatro solendcitos, também conhecido como células flama, as quais se apresentam aos
pares e estdo ligadas a canaliculos com terminagdo no poro excretor (Figura 6 b)
(TEIXEIRA et al., 2008).

Acredita-se que esse estagio evolutivo nao é capaz de obter alimento no ambiente
e seu movimento ciliar € sensivel a alta osmolaridade do meio aquatico, portanto sua
longevidade e infectividade dependem da sua reserva de glicogénio e das condi¢des
hidricas. Os miracidios podem sobreviver por cerca de 24 horas ap6s sua eclosio. E
valido ressaltar que o miracidio € um dos estagios evolutivos mais importantes no ciclo
de vida do parasito, pois € o estagio infectante do caramujo, podendo todo ciclo ser
interrompido caso esteja ineficiente a sua capacidade de localizar e penetrar 0s
hospedeiros invertebrados apropriados (MS, 2014; WANG et al., 2019).

No processo de penetracdo no tecido do hospedeiro intermediario, 0 miracidio
sofre alterac6es morfolégicas, o qual perde suas estruturas internas resultando em uma
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estrutura sacular contendo apenas as células germinativas conhecidas como
esporocistos (REY, 2001;MS, 2017).

2.2.1.3 Esporocistos Primérios e Secundarios

Ao penetrar no interior do molusco, o miracidio permanece nos locais de penetracao
(tecidos moles dos caramujos) e é submetido a um novo ambiente com condi¢des
fisiologicas distintas. Em seguida, se inicia o processo de remodelagdo estrutural com a
perda do seu revestimento epitelial ciliado, transformando seu corpo em uma estrutura
sacular alongada ou ovalada (Figura 7 A, B e C) (MCMANUS et al., 2018).

No oitavo dia a estrutura sacular se transforma em um tubo enovelado, imovel e
cheio de células germinativas em constante multiplicacdo, passando a ser nomeado de
esporocisto primario ou méde. Sua superficie externa apresenta microvilosidades com
uma camada eletrodensa, necessarias para troca metabodlica com a hemolinfa e para
interacdo com os hemadcitos do molusco. O esporocisto ndo possui sistema digestivo,
portanto todos os nutrientes necessarios para evolucdo sédo absorvidos através do seu
tegumento sincicial, rico em mitocéndrias, ribossomos, glicogénio, lipidio e envolto por
corpos celulares situados na superficie (NEVES et al., 2011a; YOSHINO et al., 2017).

A troca de nutrientes auxilia na multiplicacdo das células germinativas contidas no
interior do esporocisto mée. Por volta da segunda semana de existéncia, as células
germinativas medem cerca de 1,5 mm, se rompem e originam cerca de 40 esporocistos
de segunda geracédo ou filhos. Estes, migram para o hepatopancreas e ao ovotestis do
molusco, onde permanecem crescendo. Nesta etapa os esporocistos medem 250 um de
comprimento, contém fibras musculares, terebratorium, sistema nervoso e
protonefrideos, aléem de possuir tegumento sincicial semelhante ao estagio anterior
(MEULEMAN et al., 1980; REY, 2001).
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Figura 7 — Esporocistos de S. mansoni: (a) Regido posterior do esporocisto
evidenciando as células germinativas (gc); (b) Esporocisto mostrando em seu interior a
massa neural (nm), terebratorium (t) vesiculas (v) e gc. As linhas delimitam as regides

anterior (A) e posterior (P); (c) regido posterior evidenciando as vesiculas.

Fonte: (NACIF-PIMENTA et al., 2012).

Para atingirem a maturacao e formar as primeiras cercérias sdo necessarias quatro
semanas (REY, 2001). Os esporocistos filhos maduros exibem na extremidade anterior
uma protuberancia mével e um poro para eliminar as cercarias. Estudos relatam que
depois da producao por certo tempo, 0s esporocistos secundarios podem voltar a formar
uma terceira geracao de esporocisto, os quais podem retomar a producéao e liberacao de
cercarias (NEVES et al., 2005; YOSHINO et al., 2017).

Saindo do esporocisto, as cercarias migram para hemocele que esta envolta do
hepatopancreas e o ovotestis, seguindo pela corrente circulatéria afim de alcancar
regibes vascularizadas. A partir disso, formam minusculas vesiculas na superficie externa
do caramujo, que, ao romperem, as vesiculas saem para o exterior do hospedeiro
invertebrado (MEULEMAN et al., 1980; REY, 2001).
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2.2.1.4 Cercérias

A cercaria € um estagio evolutivo de vida livre, com vida util de 24 a 48 horas cujo
propésito € infectar um hospedeiro definitivo adequado. Esta forma infectante necessita
de ambientes aquaticos para desempenhar sua fungéo e sobreviver (MS, 2014) (Figura
8).

Morfologicamente, seu comprimento total € de 500 pm, possui um corpo
cercariano medindo 190 por 70 um, ligado a cauda bifurcada com 230 por 50 um. O corpo
cercariano possui duas ventosas: oral, que apresentam terminagcdes das glandulas de
penetracdo e abertura para o intestino primitivo; e ventral, ou acetdbulo, o qual fixa-se na
pele do hospedeiro durante o processo de penetracdo (NEVES et al., 2011a).

O tegumento sincicial da cercaria € semelhante aos vermes adultos, jovens e
esquistossémulos. Além disso, exibem uma membrana heptalaminar, envolvida por duas
camadas lipidicas sobreposta a uma regido denominada membrano calice (KRAUTZ-
PETERSON et al., 2007). Na superficie sdo observados poros e fissuras utilizados para
rotas de absorcao de glicose, aminoacidos e outros nutrientes, bem como a excrecao de
metabdlitos como por exemplo o acido latico (CAMACHO e AGNEW, 1995; DORSEY et
al., 2002).

A cauda bifurcada apresenta uma camada muscular longitudinal e circular no
tegumento do corpo, sendo possivel observar também duas ou trés miofibrilas na camada
longitudinal (DORSEY et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2008). Esta estrutura é responsavel
pela mobilidade em agua e penetracdo na pele do hospedeiro definitivo, sendo perdida
apos entrada do corpo cercariano (NEVES et al., 2011a).
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Figura 8 — Cercaria de Schistosoma mansoni.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

2.2.1.5 Esquistossémulos

Apoés a penetracdo da cercaria na pele do hospedeiro definitivo (homem), o corpo
cercariano € submetido a novas condi¢cdes ambientais fornecidas pelo corpo humano.
Tais condi¢cbes induzem alteracbes bioquimica, anatbmica e fisioldégicas, como:
modificacdo do glicocélice, troca do tipo de respiracdo para anaerobica, resisténcia ao
sistema complemento do individuo, formacao de microvilosidades no tegumento e troca
a membrana trilaminar para heptalaminar (STIREWALT, 1974; WILSON, 2012). A partir
disso, o corpo cercariano se transforma em um novo estagio evolutivo, chamado de
esquistossémulos de pele (Figura 9 A e B).

Os esquistossdmulos de pele ficam retidos na derme por 4 dias, podendo ser
neutralizados pelo sistema imunol6gico do hospedeiro. Caso néo sofra a¢des do sistema
imunologico, eles ganham acesso a circulagdo sanguinea, e séo levados ao coracéo e
pulm&o (esquistossdomulos pulmonares). Apos 10 dias de infec¢ao, os esquistossdmulos

pulmonares se reorganizam fisiologicamente e adquirem um aspecto vermiforme. A partir
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desse momento, acontece a migracdo para o sistema porta hepatico, local em que
alcanca amadurecimento em vermes jovens (REY, 2001; TEIXEIRA et al., 2008).

Figura 9 — Esquistossdmulo de Schistosoma mansoni: (a) esquistossomulos em
aumento de 200X; (b) esquistossomulo em aumento de 400X. Ambos sob microscopia
Optica invertida.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

2.2.1.6 Vermes Jovens

Cerca de 21 dias ap6s a infeccdo, os esquistossdmulos pulmonares se
transformam em vermes jovens. Estes, apesar de habitarem os vasos do sistema porta
intra-hepatico e apresentarem aspecto vermiforme semelhante aos vermes adultos, ainda
estdo com seus sistemas biolégicos imaturos (NEVES et al., 2011a). Morfologicamente,
Sa0 vermes que possuem na regido anterior duas ventosas: oral e ventral/acetabulo. Seu
sistema digestivo inicia na boca, préximo a ventosa oral, seguido pelo es6fago e
posteriormente existe um ceco ramificado. Os 0rgaos sexuais ndo estdo totalmente
desenvolvidos nem evidentes. Os machos apresentam dois lobos testiculares e uma
curvatura dorsoventral no corpo, enquanto as fémeas tém o Utero rudimentar (Figura 10)
(TEIXEIRA et al., 2008).
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Figura 10 — Verme jovem (21 dias) de Schistosoma mansoni. Ventosa oral (V.O.);

ventosa ventral (V.V); Ceco ramificado (C.R).
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Fonte:(SANTOS, 2018)

2.2.1.7 Vermes Adultos

Diferente da maioria dos trematddeos, o0 parasito S. mansoni apresenta dimorfismo
sexual. O verme adulto macho mede cerca de 1 cm, apresenta cor esbranquicada e séo
recobertos por minusculas projecdes denominadas de tubérculos (Figura 11). Na regido
anterior, que é cilindrica, estao presentes duas ventosas, a oral e ventral, sendo a ultima
também conhecida como acetabulo. Na regido posterior, vista como plana, existe o canal
ginecoforo; sdo dobras laterais no corpo com sentido longitudinal que tem funcéo de
albergar e fecundar a fémea. Ap0s as ventosas orais existe o es6fago e o ceco unico que
terminara na extremidade posterior. O 6rgao sexual masculino é localizado atras do
acetdbulo e do canal ginecoforo, onde é liberado o conteddo espermatico que entra em

contato com os vermes adultos fémeas (HAN et al., 2009; NEVES et al., 2011a).
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Figura 11 — Verme adulto macho de Schistosoma mansoni. Ventosa oral (V.0O.), ventosa

ventral (V.V.) e canal ginecoéforo (C.G.).
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Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Os vermes adultos fémeas sao maiores que os machos, medindo cerca de 1,5 cm.
Seu tegumento € liso e transparente, entretanto, visualmente, a coloracdo do verme é
enegrecida, pois o tegumento permite visualizar as cores obtidas no processo de digestao
do sangue no ceco (hemozoina) (Figura 12) (Neves et al., 2011; XIAO e SUN, 2017). Sua
estrutura também é estudada em duas metades: anterior e posterior, na anterior sao
observadas ventosa oral e acetdbulo, sendo seguidos a eles: vulva, Utero e ovario. A
metade posterior € preenchida pelas glandulas vitelinas e o sistema digestivo similar ao
verme macho (TEIXEIRA et al., 2008; NEVES et al., 2011; PEREIRA et al., 2012).

Os vermes adultos machos e fémeas geralmente apresentam-se acasalados no
sistema porta e veias mesentéricas inferiores (Figura 13) (NEVES et al., 2011a). As
fémeas necessitam do processo de acasalamento para completar sua maturacao e

assim, conseguir ovipor e seguir o ciclo de vida do parasito.
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Figura 12 — Fémea de Schistosoma mansoni. Ventosa oral (V.O.), ventosa ventral

(V.V.), ovario (Ov). Glandulas vitelinicas (Gv).

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Figura 13 — Casal de Schistosoma mansoni. (Cg) Canal ginecéforo.

Fonte: Adaptado de MCKEEVER, 2016.

2.2.2 Ciclo bioldgico

O S. mansoni apresenta um ciclo bioldgico do tipo heteroxénico, ou seja, necessita
de passagens sucessivas entre hospedeiros intermediarios (caramujos do género
Biomphalaria) e hospedeiros definitivos (humanos ou alguns mamiferos). O meio
aguatico € um ambiente obrigatdrio no processo de evolugdo de S. mansoni, sendo 0
local onde as formas infectantes, cercarias e miracidios, alcancam os hospedeiros

definitivos e intermediarios, respectivamente (COLLEY et al., 2014).
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Quando fezes contendo ovos maduros de S. mansoni entram em contato com
colegBes aquéaticas, sob temperatura de aproximadamente 28°C, luminosidade intensa e
boa oxigenacéo, ocorre a eclosdo do miracidio. Este, € uma larva ciliada de vida livre
capaz de nadar em direcado ao hospedeiro intermediario a partir da sua sensibilidade ao
conteudo liberado pelo caramujo junto ao muco e se aderir por meio das zonas apicais
adesivas. Tal interacdo medeia a liberacao de contetdo proteolitico contido nas glandulas
de penetracdo do miracidio e, a0 mesmo tempo, os cilios realizam movimentos rotatérios
e contrateis para transpassar as partes moles do caramujo (Teixeira, 2008). Este
processo ocorre por, em média, 15 minutos. Dentro do caramujo as glandulas de adeséo
e o epitélio ciliado sédo perdidos, ocorre degeneracdo do terebratorium e a musculatura
subepitelial desaparece. Assim, os miracidios sao transformados em um saco contendo
massas germinativas, conhecido como esporocistos primarios (NEVES et al., 2011;
COLLEY et al., 2014).

Os esporocistos passam por um processo de multiplicagdo intensa com
consequente aumento na complexidade estrutural e no tamanho, dando origem aos
chamados esporocistos secundarios. Estes, percorrem no corpo do molusco até as
glandulas digestivas e, em seguida, formam as cercérias. Um Unico miracidio é capaz de
produzir cerca de 300 mil cercérias, cada uma com o sexo pré-definido (REY, 2001;
NEVES et al., 2011).

A liberacdo cercariana acontece apds um més da infeccdo do caramujo,
preferencialmente em horarios mais luminosos e quentes do dia (DORSEY et al., 2002).
Com o auxilio da cauda, as cercéarias ganham mobilidade no ambiente aquéatico e, quando
entram em contato com um individuo, penetram em sua pele a partir de movimentos
enérgicos da cauda e da liberacdo de enzimas proteoliticas localizadas em sua cabeca,
com intuito de facilitar a abertura de espacgos na regido cutanea. Durante esse processo
a cauda é perdida. E valido ressaltar que a penetracgéo das cercarias ocorrem ao acaso,
Ou seja, as cercarias podem penetrar na pele de qualquer animal, mas ndo ser capaz de
desenvolver o ciclo do parasito (DORSEY et al., 2002; MS, 2014).

Nos tecidos, as cercéarias passam a ser nomeadas de esquistossémulos devido as
notaveis alteracdes bioquimicas e fisiologicas a fim de adaptar-se ao novo ambiente
(SKELLY e WILSON, 2006; TEIXEIRA et al.,, 2008). Os esquistossdmulos ganham as



37

correntes linfatica e/ou sanguinea, sendo levados ao pulméo por volta do 9° dia de
infeccdo. Logo apds, seguem para o sistema porta por meio do fluxo sanguineo,
passando pelo coracdo esquerdo, artéria aorta e alcancam o figado. Nos vasos intra-
hepaticos, as formas mais jovens se alimentam de sangue e alcancam a maturacao se
transformando em vermes adultos machos e fémeas (SKELLY; WILSON, 2006; BRACHS
e HAAS, 2008; HAEBERLEIN e HAAS, 2008; MCMANUS et al., 2018).

Os vermes adultos acasalam e juntos migram contra a corrente sanguinea para as
veias mesentéricas inferiores, proximo ao plexo hemorroidario. A postura de ovos é
iniciada em torno do 35° dia apls a infeccdo. A quantidade de ovos produzidos e
expelidos esté relacionada a idade do verme. A vida média dos vermes adultos fémeas
€ de 5 anos, sendo até o segundo ano expelidos na submucosa intestinal cerca de 400
ovos diariamente (NEVES et al., 2011; MS, 2017b; MCMANUS et al., 2018).0 espiculo
lateral do ovo se adere ao local da oviposicdo, uma reacao inflamatoria € gerada ao
liberar o Antigeno Soluvel do Ovo (ASO) e ha adelgacamento da parede do vaso mediada
pelos vermes. Estes fatores facilitam a migracéo dos ovos para a luz intestinal no periodo
de 7 dias, um intervalo necessario para maturacdo dos ovos em seus diferentes estadios
(VITORINO e GOMES, 2011). E valido ressaltar que nem todos 0s ovos conseguem
migrar para luz intestinal, cerca de 50% deles ficam retidos nos tecidos causando
respostas inflamatérias do tipo granulomatosa, responsavel pelas sintomatologias da
doenca (SCHWARTZ e FALLON, 2018). A partir de 42 dias de infeccdo os ovos maduros
contendo os miracidios séo liberados nas fezes do homem (Figura 14) (MCMANUS et al.,
2018).
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Figura 14 — Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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Fonte: (MCMANUS et al., 2018; O Autor, 2020), adaptado.

2.2.3 Patogenia

A esquistossomose mansonica é uma doenga com multiplos mecanismos lesivos
baseados na resposta imunoldgica do hospedeiro definitivo contra os ovos expelidos
pelos vermes adultos fémeas (MCMANUS et al., 2018). Entretanto, a cepa do parasito, a
idade e o estado nutricional do individuo e a carga parasitaria sdo fatores determinantes
na forma de manifestagéo clinica e laboratorial (MS, 2017b).

A progressao da doenca pode ser dividida em duas fases: aguda e cronica. A fase
aguda ocorre em média até 120 dias ap6s a infeccdo, muitas vezes assintomatica, é
caracterizada desde a penetracdo cercariana, quando a permanéncia dos


https://www.nature.com/articles/s41572-018-0013-8#auth-1

39

esquistossdbmulos na pele gera uma reacdo inflamatodria visualizada como erupcédo
pruridica maculopapular, também denominada dermatite cercariana (Figura 15) (NEVES
et al., 2011la). A dermatite cercariana desencadeada por polimorfonucleares e
mononucleares presentes no tecido, sendo considerada a primeira forma de defesa
contra os vermes, tendo como objetivo de diminuir a carga parasitaria no organismo
(MCMANUS et al., 2018). Essas regides lesivas eritematosas apresentam tamanho de 1-
3 cm e podem ser notadas a partir de 1 hora apds a exposicéo do individuo as cercarias
(BULANTOVA et al., 2018).

Figura 15 — Dermatite cercariana no antebraco de individuo infectado por

Schistosoma.

Fonte: (KOLAROVA et al., 2013).

Os esquistossbmulos remanescentes as citocinas e quimiocinas liberadas pelo
sistema imunoldgico transmigracdo pela corrente sanguinea com intuito de se
desenvolver, e neste processo pode ocorrer manifestacdes clinicas, como: febre,
linfadenia generalizada, mal-estar, cefaleia, diarreia, dores musculares, desconforto
abdominal, problemas pulmonares; podendo chegar a uma hepatite aguda
(LANGENBERG et al., 2019; MCMANUS et al., 2018). A maioria dos pacientes
conseguem se recuperar das manifestacdes clinicas apos 2 a 10 semanas, enquanto
outros podem permanecer doentes, até chegar a fase crénica (LANGENBERG et al.,
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2019). Os sintomas observados nesta fase da esquistossomose séo inespecificos, ndo
sendo possivel o diagnéstico apenas com exames clinicos.

Passados 120 dias da infeccéo primaria, a fase cronica da esquistossomose é
estabelecida (VIASUS; PEDRO-; ALCA, 2017). Os miracidios contidos nos ovos
depositados nos tecidos e oOrgdos dos individuos parasitados, secretam grandes
quantidades de glicoproteinas antigénicas, com consequente modulacdo na resposta
inflamatoria e recrutamento exacerbado de macréfagos, eosinofilos, polimorfonucleares
e mononucleares ao redor dos ovos, formando os granulomas (Figura 16) (HOFFMANN
et. al., 2002; SCHWARTZ e FALLON, 2018).

Figura 16 — Granuloma de Schistosoma mansoni.
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Fonte: (MCMANUS et al., 2018)

Apesar de muitos ovos alcancarem o0 ambiente externo para continuar o ciclo
bioldgico do parasito, grande parte destes permanecem retidos no figado, intestino e
baco dos individuos parasitados (SILVA, 2008; VITORINO e GOMES, 2011). Os
granulomas sao capazes de matar os ovos e induzir um processo de reparo, fibrose e até
calcificagdo a depender do tempo. Os tecidos com a presenca dos granulomas e areas
fibréticas passam por desregulagdes e suas fungfes sdo alteradas (HAMS et al., 2013).



41

A perda gradual da arquitetura do figado e prevaléncia de tecido fibrotico,
compromete os componentes hemodindmicos resultando em fibrose periportal e
hipertenséo porta (MCMANUS et al., 2018). Este aumento de pressao pode desencadear
um quadro de esplenomegalia congestiva, hepatomegalia, varizes gastricas e
esofagianas, hemorragias e ascite (Figura 17 A e B) (CHUAH et al., 2014). Essas
manifestagbes clinicas configuram a nomeada barriga d’agua, terminologia muito
utilizada no Brasil, para infec¢des causadas por S. mansoni (MS, 2017b).

Também séo visualizadas alteracdes intensas no intestino. Os granulomas podem
ser isolados ou mudltiplos, com ou sem fibrose, podendo apresentar até regides de
calcificacdo. Essas modificagbes causam quadros de enterocolite, desnutricdo, diarreia
mucossanguinolenta e constipacdo (VITORINO e GOMES, 2011).

Figura 17 — Hepatoesplenomegalia.(a) vista frontal; (b) vista lateral.
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Fonte: (MCMANUS et al., 2018).

Assim, a morbidade gerada pela esquistossomose reduz significativamente a
qualidade de vida dos individuos, calculado pelos anos de vida perdidos (DAYLS-
Disability Adjusted Life Years), estimada em 4,4. Para reduzir esses quadros morbidos
sd0 necessarias intervengdes terapéuticas e cuidados paliativos para gerar melhor
qualidade de vida aos individuos parasitados (WHO, 2018).
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2.2.4 Tratamento

Atualmente o tratamento da esquistossomose estd bem estabelecido através do
uso do Praziquantel (PZQ), porém nao era essa a realidade ha alguns anos. Até os anos
90, as estratégias de combate a esquistossomose eram voltadas a: (1) eliminacdo do
caramujo transmissor por meio do composto niclosamida; e (2) utilizacdo de
medicamentos a base de antimfnio, lucatone e tioxatenos, farmacos nocivos aos
sistemas biolégicos humanos. Dessa forma, o tratamento se tornava limitado e inviavel,
devido aos seus efeitos adversos (SILVA et al., 2017).

Dentre os medicamentos que cairam em desuso, a Oxaquiminigquine (Oxa), um
derivado do 2-aminometil-1,2,3,4- tetrahidroquinolina, demonstrou uma atividade
promissora contra S. mansoni (PFIZER, 2013). A sua utilizacdo por via oral o tornou
indicado para o tratamento da esquistossomose mansonica. Além disso, a Oxa tem boa
eficacia e efeitos colaterais mais brandos que os farmacos antecessores. Entretanto,
embora possua melhor atividade em doses mais baixas que o PZQ sobre S. mansoni, as
demais espécies do género Schistosoma ndo demonstraram a mesma susceptibilidade
(RUGEL et al., 2020). Assim, a fabricacdo de Oxa foi reduzida e paralelamente o PZQ
passou a ser produzido em larga escala, se tornando o farmaco indicado pela
Organizacdo Mundial da Saude para o controle e tratamento da esquistossomose
humana (SILVA et al., 2017; WHO, 2018).

E valido ressaltar que o tratamento da esquistossomose esta diretamente
relacionado ao controle de morbidade, mortalidade, transmissdo da doenca e do ciclo
evolutivo de Schistosoma (MCMANUS et al.,, 2018). Assim, apenas 0 uso de
guimioterapicos nédo é suficiente para diminuir a prevaléncia da doenca. A¢des conjuntas
aos 0rgdos governamentais sdo essenciais para erradicar fatores de risco a populagéo
(PERNAMBUCO, 2018).
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2.2.4.1 Praziquantel (PZQ)

O Praziquantel (PZQ) € um medicamento de uso oral que esta desde 1972 no
mercado farmacéutico, atuando de forma eficaz sob infeccbes de trematédeos e
cestoides que acometem humanos e animais, inclusive em afec¢des causadas por
trematédeos do género Schistosoma (BORREGO-SANCHEZ et al., 2017).

Quimicamente, € um derivado quinolona descrito estruturalmente como: 2-
(ciclohexilcarbonil)- 1,2,3,6,7,11B-hexahidro-4H-pirazino[1,2a] isoquinolina-4-ona. E um
pd cristalino, sem cheiro, de sabor amargo e com boa estabilidade a variacdo de
temperatura, quando armazenado em condicbfes adequadas (VALE et al.,, 2017).
Apresenta fotossensibilidade e baixa solubilidade em agua. Apesar disso, tem boa
habilidade em permeabilizar tecidos, sendo categorizado como classe Il no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, sistema que avalia a distribuicdo e biodisponibilidade de
farmacos a partir da solubilidade e permeabilidade (CRUZ, 2016).

Atualmente, o PZQ é comercializado como uma mistura racémica de enantidbmeros
com propor¢des iguais de levogiro e dextrogiros, considerados biologicamente ativo e
inativo, respectivamente (Figura 18) (OLLIARO et al.,2014). Isso requer comprimidos com
formulacdo de 600 mg, para obter uma dose final de 40 mg/kg. Tal mistura se faz
necessaria devido ao sabor desagradavel do levégiro-PZQ puro (MEYER et al., 2009).
Dessa forma, apesar do dextrogiro-PZQ nao possuir relatos de atividade farmacolégicas
frente as infecgbes helminticas, ele confere melhor sabor ao medicamento e facilita sua
administracao oral (KOVAC et al., 2017; VALE et al., 2017).

ApoOs administracdo, o PZQ é rapidamente absorvido e entra na corrente
sanguinea, onde se liga as proteinas plasmaticas e sofre metabolismo de primeira
passagem. O pico de acéo ocorre entre 2 e 3 horas, e sua meia vida varia entre 2 e 9
horas. Em relacdo a eliminagéo, cerca de 80% do PZQ administrado é eliminado nas
primeiras 24 horas, através dos rins e intestino (DOMLING e KHOURY, 2010).

Além disso, o0 PZQ é considerado um farmaco de baixo custo e seguro, pois ndo
demonstrou potencial genotéxico em testes de mutagenicidade e a avaliacdo de
toxicidade aguda ndo demonstrou danos em doses de até 1000 mg/kg durante 4 semanas
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(CHAIRMAN et al., 1991; DOMLING; KHOURY, 2010; HONG, 2018). Acerca dos seus
efeitos colaterais, sdo considerados brandos e transitorios, ou geralmente ausentes. Em
casos mais graves, sdo notados quadros de melena, dor abdominal e cefaléia, estando

estes casos relacionados a carga parasitaria do individuo (VALE et al., 2017).

Figura 18 — Estrutura do Praziquantel e de seus enantibmeros levégiro e

dextrogiro

Fonte: (VALE et al., 2017).

Resumidamente, a principal via de atuacéo do PZQ esta relacionada ao influxo de
fons Ca?* no Schistosoma, desregulacdo na bomba Na* e K*, inducdo da contracéo
muscular do verme, liberacdo de neurotransmissores e lesdes tegumentares como
bolhas e rupturas (CRUZ, 2016; VALE et al., 2017).

O influxo de calcio citosdlico é a acdo mais conhecida e estudada, entretanto ainda
nao existem comprovagdes acerca de como, de fato, o PZQ altera a homeostasia do
helminto. A principal hipétese é que o PZQ atua em canais de calcios dependentes de
voltagens, favorecendo seu influxo e todas as demais alteragdes citadas ( SALVADOR-
RECATALA et al., 2008; PARK et al., 2019).
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Embora o mecanismo de acdo do PZQ ainda n&o esteja elucidado, seu amplo
espectro sob todas as espécies de Schistosoma o tornou a alternativa quimioterapica
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o tratamento e controle
da esquistossomose. Entretanto, o PZQ n&o € um farmaco ideal, pois ndo apresenta
potencial esquistossomicida frente a vermes jovens de Schistosoma (JO et al., 2019). E,
vermes adultos fémeas tém apresentado maior tolerancia quando expostas ao farmaco
in vitro (MENDONCA et al., 2016). Assim, uma Unica administracdo nao garante a cura
do individuo parasitado, visto que estagios evolutivos imaturos do parasito continuam
maturando no hospedeiro, mesmo apo6s a administracao padrdo do PZQ (LAGO et al.,
2017).

A OMS baseia-se no PZQ para desenvolver e aplicar estratégias de combate a
esquistossomose. Tais acdes ocorrem por meio de tratamentos em massa, sem
diagndstico prévio da populagéo alvo (WHO, 2019). Estudos mostram que essas medidas
podem diminuir novas infeccbes e a necessidade de mais tratamentos futuros
(MONTRESOR et al., 2017; SCHULZ et al., 2018).

Em 2010, 52 paises necessitaram da utilizacdo de tratamento preventivo em
massa para esquistossomose, sendo 35 milhdes de pessoas beneficiadas com o PZQ.
Destas, 83 % eram oriundas da Africa Subsaariana (WHO, 2018). Em 2015, mais de 66,5
milhdes de individuos foram submetidos ao mesmo tipo de tratamento preventivo (WHO,
2017). Recentemente, em 2018, cerca de 256 milh6es de pessoas receberam tratamento
adequado, sendo distribuidos mais de 650 milh6es de comprimidos de PZQ. Com essa
estratégia, a OMS conseguiu obter >75% de cobertura, principalmente na Africa e
Américas, consideradas as regiées mais endémicas do mundo (WHO, 2019) .

Apesar do PZQ apresentar taxa de cura parasitologica entre 80% e 90%, as taxas
de reinfeccdes em regibes endémica sdo muito altas, visto que ndo existem vacinas
contra o0 parasito e o medicamento ndo induz respostas imunolégicas de memoria
(BERGQUIST et al., 2017).

Assim, cepas de Schistosoma provenientes destas regides, estdo sob constantes
presséao, possibilitando o surgimento iminente de cepas de Schistosoma resistentes e/ou
tolerantes (CIOLI et al., 2004). Tal resisténcia tem sido descrita em cepas cultivadas em

laboratorio, em que foi observado, in vitro, a existéncia de cepas isoladas com doses
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efetivas 50 (DES0) trés vezes maior que o valor de DE5O0 de cepas susceptiveis (COUTO
et al., 2011).

Outro relato foi descrito no Delta do Nilo, onde Ismail e colaboradores analisaram
a susceptibilidade de cepas de S. mansoni que afetava aldebes. Nesse estudo, 0s
individuos infectados receberam até trés tratamentos consecutivos de PZQ, a 40 mg/kg,
sendo a Ultima dose de 60 mg/kg. Apos isso, 1,6% dos individuos tratados apresentaram
ovos viaveis nas fezes. Recuperando o ciclo evolutivo dessa cepa em laboratorio, foi
observado que 80% dos animais infectados foram capazes de eliminar ovos viaveis. Os
vermes recuperados foram susceptiveis ao PZQ, mas com uma EC50 duas a cinco vezes
maior que a obtida com vermes controles susceptiveis. Passados nove anos nova
investigacdo foi realizada, mas nao foi encontrado evidéncias de cepas resistentes,
mesmo havendo uso do PZQ no intervalo de tempo entre os estudos (Ismail et al., 1996;
BOTROS et al., 2005).

No norte do Senegal o acompanhamento parasitolégico apdés um surto de
esquistossomose mansoénica, registrou taxas de cura entre 18 e 37% apds utilizacdo de
PZQ em doses de 40mg/kg. Novamente, a populacao local foi submetida a uma nova
exposicao ao tratamento, e como resultado, néo foi visualizada uma melhora significativa
nos dados descritos anteriormente (BOTROS et al., 2007).

Dessa forma fica evidente que existe uma tendéncia de cepas de Schistosoma nao
responder ao tratamento com PZQ. Nesse sentido, torna-se imperativo a busca por novos

farmacos esquistossomicida.

2.3 JUGLONA

Quinonas sao compostos organicos geralmente semivolateis amplamente
encontradas na natureza. Em descrigdo estrutural, tais moléculas apresentam dois
grupamentos carbonilas em um anel insaturado de seis atomos de carbono, dispostos
na posicado 1,2 (orto-quinona) ou 1,4 (para-quinona). Através do tipo de estrutura
aromatica que contém o anel quinondide, as quinonas podem ser categorizadas como:
benzoquinonas quando possuem benzeno na sua estrutura; naftoquinonas as que

possuem um anel naftalénico; e antraquinona as que tém um anel antracénico (Figura
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19) (SOUSA et al., 2016). A diferenca estrutural entre essas categorias confere aos
compostos propriedades fisicas e quimicas distintas, refletindo em sua atividade biologica
(BOLTON e DUNLAP, 2017).

Figura 19 — Estrutura dos tipos de Quinonas.

0 0 0 0
0 0 o
Benzoquinona Naftoquinona Antraguinona

Fonte: Pubchem, 2020.

A juglona é uma naftoquinona de ocorréncia natural que tem sido amplamente
estudada devido sua importancia nas pesquisas biolégicas e medicinais (MARYON et al.,
2012). Juglona é um composto de cor ambar, solida, com baixa solubilidade em agua e
com boa resisténcia a variacao de temperatura. Sua estrutura é descrita como 5-hidroxy-
1,4-naftoquinona (Figura 20), abundantemente extraida de caules, folhas e sementes de
diferentes estagios evolutivos de plantas das espécies Juglans nigra L, Juglans regia L.,
Juglans cinerea L, Juglans sieboldiana L, pertencentes a familia Juglandaceae
(STRUGSTAD et al., 2012). Dentre estas espécies de plantas, Juglans nigra, é a mais
utilizada na extracéo da juglona, pois apresenta maior quantidade do composto em suas
partes anatbmicas (MARYON et al., 2012).
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Figura 20 - Estrutura da Juglona.

Fonte: Pubchem, 2020.

Na medicina tradicional, a juglona desempenha papel curativo e/ou paliativo em
algumas enfermidades, por apresentar propriedades antibacteriana (KONG et al., 2008),
anti-inflamatéria (LANDA et al., 2012), anti-hipertensiva (AHMAD et al., 2019), sedativa
(STRUGSTAD et al., 2012) e dentre outras. Todavia, seu mecanismo de acéo ainda nao
foi bem elucidado. Entretanto, é conhecida a capacidade antioxidante e oxidante desta
naftoquinona, fazendo dela uma molécula controversa, capaz de gerar protecdo ao
sistema biol6gico e ao mesmo tempo, a depender da dose, causar lesdes (AHMAD e
SUZUKI, 2019).

A estrutura fendlica da juglona confere um potencial antioxidante por meio de
inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo de espécies reativas de oxigénio,
guelacdo de metais de transi¢cédo (Fe e Cu) e doacéo de hidrogénio (AHMAD e SUZUKI,
2019). Esta acdo se demonstra Util em doengas causadas pelo estresse oxidativo, como
€ o0 caso do Alzheimer (GALAS et al., 2006). A juglona evita a desfosforilacdo da proteina
Tau diminuindo a neurodegeneragdo, por meio de inibicdo da enzima peptidil-
prolil cis/trans isomerases (PPlase) (KESAVAPANY et al., 2007). A PPlase € um grupo
de enzimas responsaveis pela regulacdo da fosforilagdo de proteinas e da regulagéo de
sinalizacdo celular envolvidas no sistema imune, céncer, artrite reumatoide, fibrose
cardiaca e entre outros (JORDENS et al., 2006).

O efeito protetivo da juglona também esta relacionado a capacidade da juglona

protonada quelar o Ferro e Cobre, formando complexos que impedem a participacao
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desses metais na formacao de EROS (DIDIER et al., 2016). Associado a isto, estudos
afirmam que a juglona é capaz de aumentar a atividade da enzima super 6xido dismutase
(SOD), diminuir os niveis de alanina amino-transferase, aspartato amino-transferase,
acido hialurénico, laminina, procolageno tipo Il e colageno tipo IV e os niveis de
expressado de a actina do musculo liso e colageno Ill no figado (ZHOU et al., 2015).
Também diminuindo a fibrose renal inibindo a fosforilagdo de Smad2 (REESE et al.,
2010).

Além disso, a juglona e outras naftoquinonas conseguem modular o ciclo redox,
utilizado também nas terapias contra canceres e infeccdes humanas (STRUGSTAD e
DESPOTOVSKI, 2012). A juglona pode ser catalisada pelas enzimas NADPH citocromo
P-450 redutase, NADPH citocromo b5 ou NADPH ubiquinona oxirredutase, responsaveis
pela reducdo de um elétron com subsequente formacdo do radical semiquinona ou
hidroquinona (LANDA et al., 2012). A espécie reduzida, semiquinona, sofre facil oxidagéo
por meio de transferéncia de um elétron para uma molécula aceptora, levando a formacgéo
de espécies bioativas reativas ao oxigénio (Oz2" e , HO e, 102 e H202) (AHMAD; SUZUKI,
2019). O anion superoxido também é capaz de reagir com outras estruturas da célula,
como por exemplo o metal de transicdo Fe?*, que por catélise ou através de reacdo com
peréxido de hidrogénio geram radicais hidroxilas dentro da célula. Assim, 0s niveis
aumentados dos radicais citados, inativam enzimas, causam danos na membrana celular,
peroxidacao lipidica, desnaturacdo de proteinas e quebras de fita de DNA, podendo levar
a morte celular (VERMA, 2006; KIRAN AITHAL et al., 2009; SAJADIMAJD et al., 2015).

A toxicidade da juglona também se baseia no esgotamento de glutationa (GSH),
um potente agente antioxidante enddgeno (KIRAN AITHAL et al., 2009). A juglona pode
reagir com nucleofilos por meio da reacdo de adicdo de Michael. Tal reacao, reduz o
grupo tiol da glutationa que favorece a reacado de arilacédo, responsavel por aumentar a
toxicidade celular e diminuir a quantidade de glutationa reduzida, e assim ha processo de
estresse oxidativo (WANG et al., 2006).

Diferentes estudos demonstram a atividade citotéxica do composto juglona para
diferentes linhagens de células cancerigenas, de modo que foi considerada promissora
como agente antitumoral (VERMA, 2006).
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In vitro, o efeito da juglona foi estudado em linhagem celular de leucemia humana,
sensivel e resistente a doxorrubicina (BAYRAM et al., 2018), carcinoma da bexiga
humana (TCC-SUB e RT-4), glioma (WU et al., 2017), hepatoma (HepG2) (WANG et al.,
2018) e linhagem de fibroblastos L929 de camundongos BALB (ERISEN et al., 2020). As
células tratadas com a juglona apresentaram efeito anti-proliferativo, anti-invasivo e
apoptotico, visto que induziu o aumento da fosforilagcdo p53, inibiu a expressao das
proteinas inibidoras de apoptose, que manteve 0s niveis de caspases 3 e BAX elevados,
e estimulou a via pr6 apoptética 1 (JI et al., 2016; BAYRAM et al., 2018). Além disso, é
conhecido a capacidade da juglona modular sinalizacao celular, inibindo MAPK (WU et
al., 2017).

Diante do efeito citotdxico, surgiu o interesse de se investigar a susceptibilidade
de microorganismos frente a juglona. A sua atividade fungicida foi comparada a
compostos vendidos no mercado farmacéutico, como undecilenato de zinco e sulfeto de
selénio (CLARK et al., 1990; WIANOWSKA et al., 2016). Em estudos realizados por
Zhaoxia e colaboradores (2009) e Zmantar e colaboradores (2016), a juglona demonstrou
acéo sobre Escherichia coli, Bacillus subtilis, Penicillium sp., Aspergillus sp., e Hansenula
sp., com atividade também em cepas de Staphylococcus aureus susceptiveis e
resistentes a antibioticos (ZHAOXIA et al., 2009; ZMANTAR et al., 2016). Por meio da
bioinformética foi sugerido que acdo da juglona esta além de alteracéo no ciclo redox,
sendo capaz de inibir a sintese de DNA, RNA e proteinas bacterianas (WANG et al.,
2016).

A juglona foi também analisada como anti-parasitaria humana e animal. Em
protozoarios, a espécie Toxoplasma gondii apresentou susceptibilidade com
concentracdo inibitéria média de 148 nM (AKERMAN e MULLER, 2005). Extratos de
Juglans spp., rico em juglona, foram também ativos contra Trypanosoma cruzi, T. brucei
rhodesiense e Leishmania donovani (ELLENDORF et al., 2015). Além disso, a juglona
também mostrou atividade antihelmintica sobre Hymenolepis nana em camundongos
(DAMA e JADHAYV, 1997), sobre o desenvolvimento de Meloidogyne spp., nematodide
frequente em cultivos de Arachis hypogaea L. (amendoim) (DAMA et al., 1999) e vermes
adultos de S. mansoni (cepa LE) (MAGALHAES et al., 2014). Também foram

evidenciadas a ampla acdo da juglona, em ensaios envolvendo moluscos adultos de
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Biomphalaria (Say, 1818), o hospedeiro intermediario de S. mansoni no Brasil (RIBEIRO
et al., 2009).

A acdo das naftoquinonas em hospedeiro intermediario e formas infectantes de
Schistosoma foi demonstrada por Pinto e colaboradores (1977), quando avaliou a
capacidade de 19 naftoquinonas, em formulacdo tdpicas, atuarem sobre cercarias
impedindo a penetracdo na pele de camundongos (PINTO et al.,, 1977). Também é
conhecida a acdo em vermes jovens e adultos como € o caso da menadiona (vitamina
K), vitamina que atua nos fatores de coagulagédo e a0 mesmo tempo consegue agir in
vitro e in vivo contra S. mansoni (cepa LE) (KAPADIA et al., 2017).

Diante das atividades antiparasitarias das naftoquinonas, objetivamos avaliar as
propriedades esquistossomicidas ainda ndo estudados da juglona sobre diferentes

estagios evolutivos do S. mansoni (cepa BH), empregando modelo experimental in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a atividade esquistossomicida in vitro do composto juglona sobre

Schistosoma mansoni (cepa BH).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a susceptibilidade in vitro de vermes adultos, vermes jovens e
esquistossdmulos de Schistosoma mansoni, cepa BH, frente a juglona

Determinar a concentragdo letal média (CLso) do composto juglona em todos os
estagios evolutivos que parasitam os hospedeiros definitivos;

Analisar o tegumento dos vermes adultos, vermes jovens e esquistossdmulos de

Schistosoma mansoni, cepa BH.

Avaliar o potencial citotéxico da juglona em esplendcitos de camundongos Balb/c

durante de exposigao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS E ANIMAIS EXPERIMENTAIS

A pesquisa foi iniciada ap06s a aprovacéo do Comité de Etica em Experimentacéo
Animal do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
recebendo numero do processo 0024/2019. Foram utilizados camundongos fémeas
Swiss Webster (Mus musculus) fornecidos e mantidos no Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA). Os animais foram divididos em gaiolas de propor¢cdo 49x34x16,
sobre cama de maravalha previamente autoclavada, mantidos a 25 °C com fotoperiodos
de 12 horas de claro e 12 horas de escuro com acesso livre a ragéo (Labina® / Purina,
Séo Paulo- SP) e agua potavel ad labitum.

Utilizou-se a cepa de Schistosoma mansoni Belo Horizonte- Minas Gerais (BH),
sensivel ao praziguantel, a qual foi mantida através de passagens sucessivas em
caramujos da espécie Biomphalaria glabrata do moluscario da disciplina de parasitologia
do Departamento de Medicina Tropical da UFPE, e camundongos fémeas Swiss
Webster, com 30 dias de idade, do Laboratério de Esquistossomose Experimental do
LIKA.

4.2 COMPOSTOS

O composto juglona (5-hidroxi-1,4-naftalenodiona), Lote: STBH9858, o
Praziquantel(2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7-11B-hexahidro-4H pirazino (2,1a)
isoquinolin-4-ona), (Lote: 122K1443) e os demais reagentes foram adquiridos pela Sigma
Aldrich Corporation.

43 MANUTENCAO DA CEPA BH DE Schistosoma mansoni: INFECCAO DE
CARAMUJOS, OBTENCAO DE CERCARIAS E INFECCAO DE CAMUNDONGOS

Fezes de camundongos infectados com S. mansoni foram tratadas de acordo com
a técnica de sedimentacdo espontanea (HOFFMAN, 1934). O sedimento foi transferido
para placas de Petri e exposto a iluminacdo afim de obter eclosdo dos miracidios. Os

caramujos foram expostos individualmente aos miracidios, permanecendo sob as
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mesmas condi¢des de temperatura e luminosidade, durante 2 horas (STANDEN, 1952).
Em seguida, foram mantidos livres de exposicéo a luminosidade, em aquarios contendo
agua declorada e alimentados com folhas de alface.

Apoés 4 semanas de infeccdo os caramujos, foram transferidos para recipientes de
vidro contendo agua filtrada e declorada, submetidos a temperatura de 28°C e
luminosidade artificial durante, aproximadamente, 60 min, para liberacdo de cercarias
(STIREWALT, 1954). ApOs obtencdo das cercarias, camundongos Swiss Webster
fémeas foram anestesiados por via intramuscular com 90-100 mg/Kg de Dopalen®
(Ketamina) e 5-16 mg/Kg de Anasedan® (Xilazina), numa proporc¢éo de 2:1. Em seguida,
0s animais foram infectados por via percutanea com suspenséao cercariana (60 puL), que
continha, em média, 120 cercarias (OLIVIER, STIREWALT, 1952). Todos os
camundongos apos 60 minutos de exposicao as cercarias foram acomodados em suas

gaiolas no biotério do LIKA, recebendo agua e alimento.

4.4 OBTENCAO DE ESQUISTOSSOMULOS DE Schistosoma mansoni E AVALIACAO
in vitro DA SUA SUSCETIBILIDADE A JUGLONA

Cercarias de S. mansoni foram mecanicamente transformadas em
esquistossémulos através do método de Ramalho-Pinto e colaboradores (1974). Obtido
0S esquistossdmulos, estes foram mantidos, por um periodo de trés horas, em meio
RPMI-1640 acrescido de HEPES 20mM, penicilina (100Ul/mL), estreptomicina
(100pg/mL) e suplementado com soro bovino fetal a 10%, sob 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de COa.

Apos 3 horas de incubacéo, cerca de 50 esquistossdmulos foram distribuidos em
cada poco de uma placa de cultura com 24 pocos, que continham meio RPMI-1640 na
presenca de concentracdes do composto juglona variando entre 0,0781 a 1,25 uM. Os
esquistossébmulos foram observados sobre microscoépio invertido por cinco dias, para
avaliacdo de mudancas na atividade motora, alteracdo do tegumento e morte. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos duas vezes. Meio de cultura com
e sem 1,5% de DMSO foram utilizados como controles negativos, e praziquantel a 250

MM, controle positivo.
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4.5 AVALIACAO in vitro DA SUSCEPTIBILIDADE A JUGLONA DE VERMES JOVENS
(21 DIAS) DE Schistosoma mansoni (CEPA BH)

Camundongos infectados ha 21 dias foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical e subsequente perfusdo do sistema porta-hepatico, com solucao
salina estéril (0,9 %) (DUVALL e DEWITT, 1967). Todos os vermes jovens recuperados
durante os experimentos foram transferidos, lavados e mantidos no meio RPMI 1640
suplementado com Hepes 20 mM, estreptomicina (100 pg/ mL), penicilina (100 pg/ mL)
e Soro Bovino Fetal a 10%.

Os vermes foram distribuidos em uma placa de cultura 24 pocos contendo o0 meio
RPMI 1640 suplementado. Em cada poco foram transferidos 20 vermes jovens, sendo
incubados em estufa para adaptacdo ao meio por 2 horas, sob atmosfera umida e
temperatura de 35 °C a 5% de CO2. ApOs este periodo, foram acrescentados na placa
de cultura, o composto juglona entre 3,125 uM e 50 uM. A placa foi mantida em cultura e
analisada com auxilio do microscopio invertido a cada 24 horas, durante 5 dias, para
analise de avaliacdo motora, alteracdo do tegumento e taxa de mortalidade. Utilizou-se
meio de cultura com DMSO a 1,5% como controle negativo e praziquantel a 250 uM,
como controle positivo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos

duas vezes.

4.6 AVALIACAO in vitro DA SUSCEPTIBILIDADE A JUGLONA DE VERMES ADULTOS
(50 DIAS) DE Schistosoma mansoni (CEPA BH)

No 50° dia da infeccdo, camundongos foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical e subsequente perfusdo do sistema porta-hepatico e veias
mesentéricas visando recuperagdo os vermes (DUVALL, DEWITT, 1967). Em seguida,
0s vermes obtidos durante os experimentos foram transferidos para uma placa de Petri,
lavados e mantidos no meio RPMI 1640 suplementado com Hepes 20 mM, estreptomicina
(200 pg/ mL), penicilina (100 pg/ mL) e Soro Bovino Fetal a 10%.

Os vermes adultos, casais, machos e fémeas, foram distribuidos em uma placa de

cultura 24 pocos contendo o meio RPMI-1640 suplementado com Hepes 20 mM,
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estreptomicina (100 pg/ mL), penicilina (100 pg/ mL) e Soro Bovino Fetal a 10%.. Em
cada poco foram transferidos 4 pares de vermes adultos (machos, fémeas ou casais),
sendo incubados em estufa para adaptacdo ao meio durante 2 horas, sob atmosfera
umida e temperatura de 35 °C a 5% de CO2. Apos este periodo, acrescentou-se a juglona
em concentracdes que variam entre 6,25 e 100 uM para machos e fémeas e 3,125 a 100
MM para casais. A placa foi mantida em cultura e analisada com auxilio do microscopio
invertido a cada 24 horas, durante 5 dias, para avaliacdo motora, alteracdo do tegumento
e morte. Foram utilizados meio de cultura com DMSO a 1,5% e Praziquantel (10 yM)
como controles negativo e positivo, respectivamente. Todos 0s experimentos ocorreram

em triplicata e repetidos duas vezes.

4.7 CRITERIOS PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA DA
JUGLONA FRENTE A DIFERENTES ESTAGIOS EVOLUTIVOS DE Schistosoma
mansoni (CEPA BH)

4.7.1 Escores de motilidade e taxa de sobrevivéncia

Para avaliar as condi¢cdes gerais dos parasitos utilizou-se microscopio invertido.
Os vermes incubados com meio de cultura e juglona, nos diferentes estagios evolutivos
e concentracdes, foram monitorados nos tempos 3 h, 6 h, 12 h, 24 h e a cada 48 horas
durante 5 dias. Foram considerados mortos 0s vermes que ndo apresentaram nenhum
movimento durante 2 minutos de observacao.

Na analise em vermes jovens e adultos foram estudadas alteracdes de motilidade,
do tegumento e a taxa de sobrevivéncia. A motilidade foi classificada por meio de escala
que varia entre 0 e 3, sendo: 3- vermes com movimentos ondulatorios tipicos; 2-
movimentos reduzidos do corpo; 1- movimentos presentes apenas nas extremidades; O-
mortos (SANTOS, 2018).

Para esquistossbmulos a escala foi de 3, 1,5 e 0, sendo: 3- vermes com
movimentos ondulatérios tipicos; 1,5, movimentos reduzidos em todo 0 corpo ou somente

nas extremidades; escore 0, mortos (ARAUJO et al., 2020).
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4.7.2 Capacidade de oviposicao durante exposi¢cdo a Juglona

Os vermes adultos acasalados foram transferidos para placa de cultura 24 pocgos
contendo meio de cultura RPMI-1640 e cultivados durante 5 dias em estufa a 37 °C em
5% de CO2.Os casais de S. mansoni (cepa BH) foram submetidos a concentra¢cdes do
composto juglona que variam entre 3,125 e 100 uM para analisar a capacidade de
oviposicéo durante 120 horas. Os ovos em cada poco foram contados e comparados com
0s controles negativos, contendo Meio de cultura acrescido ou ndo de DMSO a 1,5%, e
controle positivo, PZQ a 10 uM. Para essa analise, foram excluidos da contagem os

pocos com vermes desacasalados.

4.7.3 Avaliacao de citotoxicidade da juglona em células esplénicas

Este procedimento foi realizado de acordo com Melo e colaboradores (2011).
Camundongos albinos Balb/c foram submetidos a eutanésia por deslocamento cervical
seguida de esplenectomia, sob condi¢cdes assépticas. Em um fluxo laminar, os bagos
obtidos foram macerados em 2 mL de meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF), contendo uma solucdo penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL). As suspensoes celulares obtidas foram transferidas para um
tubo falcon (15 mL) contendo solucéo Ficoll-PagqueTM Plus e centrifugado a 1500 rpm
por 30 minutos. Em seguida, o contetdo celular foi transferido para um novo tubo falcon
(15 mL) e lavado duas vezes com meio de cultura RPMI-1640 e centrifugado a 1500 rpm
por 5 minutos. A partir disso, uma amostra do precipitado foi diluida em azul de trypan
(1%) e quantificada em camara de Neubauer, para verificar a viabilidade celular.

Da suspenséo celular, foram distribuidas por poco 1 x 108 células, em placas de
96 pocgos, seguido de incubacao a 37°C, 5% CO:2 por 72 horas com a solucéo de juglona
nas concentracgdes variando de 1,5625 uM a 100 uM. Apds incubacao a viabilidade dos
esplendcitos apos tratamento foi determinada pelo ensaio de citotoxicidade baseado no
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). Resumidamente,
as células apos exposicdo passaram por remocao do meio, foram lavadas com PBS e
sub subsequentemente adicionado 100 pL de meio RPMI-1640 (sem vermelho de fenol)
e 10 puL de MTT (5 mg/mL), retornando para incubacdo por 3 horas. Em seguida, foi
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removido 0 meio contendo MTT e adicionado 100 pL de DMSO para solubilizar o
formazan. As placas foram incubadas por 7 minutos em agitagdo e posteriormente
medi¢ao da densidade optica pelo espectrofotdmetro (A = 560 nm). A viabilidade celular
foi calculada em relacdo ao controle celular cultivado com meio de cultura RPMI-1640.

Os tratamentos foram realizados em triplicatas e repetidos duas vezes.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados numéricos foram expressos como médias = desvio padrdo (DP). As
andlises estatisticas e a determinacdo das Concentracdes Letais média (ClLso) dos
vermes em diferentes estagios evolutivos foram realizadas através do programa Statistica
versao 8.0 e CompuSyn versao 1.0 (Chou e Martin, 2005), respectivamente. Os dados
da citotoxicidade foram submetidos ANOVA, seguido do pds-teste Bonferroni. Enquanto
os resultados da avaliacao de oviposicao foram gerados através do teste nao paramétrico
Mann-Whitney. O gréfico da oviposi¢cao e do potencial citotoxico de esplendcitos murinos
foram construidos com o auxilio do software Origin versédo 8.5. O valor de p<0.05 foi

considerado estatisticamente significativo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489419302723?via%3Dihub#bib10
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5 RESULTADOS

5.1 A JUGLONA CAUSA MORTE E REDUC}AO DE MOTILIDADE EM DIFERENTES
ESTAGIOS EVOLUTIVOS DE Schistosoma mansoni (CEPA BH)

A juglona causou mortalidade e interferiu progressivamente na motilidade de
esquistossémulos, vermes jovens e adultos (machos, fémeas e casais). Os efeitos
esquistossomicidas observados nas diferentes fases de vida foram concentragéo e tempo
dependentes.

Utilizou-se como controles negativos esquistossémulos, vermes jovens e adultos,
cultivados em meio de cultura e/ou com DMSO a 1,6%. Estes, permaneceram com
movimentos tipicos, exibindo peristaltismo dos 6rgdos internos, ventosas em movimento,
aderindo ao fundo e/ou a lateral da placa de cultura e tegumento integro durante todo
experimento, 120 horas. Enquanto que o controle positivo, praziquantel, foi utilizado em
concentracfes que apresentaram atividade esquistossomicida evidente. As diferentes
fases evolutivas expostas ao praziquantel, demonstraram efeito imediato e progressivo
no decorrer do tempo. Foram observadas reducdo de motilidade, contragcdo muscular

longitudinal, alteracéo no tegumento dos vermes que resultaram na morte dos vermes.

5.1.1 Atividade da juglona frente a Esquistossdmulos

A susceptibilidade in vitro de esquistossémulos, ao longo de 120 horas de
incubacdo com a juglona esta descrita em score de motilidade na tabela 2 e Figura 21
(A-1). Ap6s 3h de incubacéo, a concentracdo de 1,25 uM causou letalidade total. Na
concentracédo de 0,625 pM houve alteracdo na motilidade e mortalidade de 20% dos
vermes apos 3 horas de incubacdo e apos 72 horas e 120h alcancou 96% e 100% de
mortalidade, respectivamente. Ao final de 120h, as concentra¢des 0,3125, 0,1561 e
0,0781 pM causaram alteragcdes na motilidade e mortalidade de 54%, 30% e 12%,
respectivamente. A concentracdo letal média (CLso) foi de 0,1923 uM. Por outro lado,
PZQ na concentracédo de 250 uM causou mortalidade de 96% ao final de 120 horas.
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Alteracbes tegumentares nos esquistossomulos foram registradas no intervalo de
3 horas de exposicdo a 1,25 uM de juglona, caracterizadas por bolhas na superficie do
tegumento e aparéncia granulosa no interior do verme. As lesdes tornaram-se mais
intensas com 0 aumento da concentracdo e do tempo de exposi¢cdo sendo observado
aumento no numero e tamanho de bolhas, ruptura do tegumento, edema e modificacdes

topogréficas do verme.
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Figura 21- Microfotografia de esquistossdmulos S. mansoni (A-H). (A) Vermes
cultivados por 120 horas em meio RPMI 1640 e (B) meio com DMSO 1,6%
evidenciando ventosa oral (seta amarela) ventosa ventral (seta branca) e tegumento
integro (seta cinza). (C) PZQ, 250 uM, em 120 horas, exibindo bolhas (circulos),
aspecto granuloso (seta preta) e contracdo muscular longitudinal (colchete). Juglona (D)
na concentracéo de 1,25 uM em 3 horas e (E) na concentracdo de 0,625 pM exibiu
bolhas e aspecto granuloso em 12 h, (F) além de bordas irregulares/ rupturas em 72h.
(G) em 0,3125 uM houve bolhas evidentes em 72 h. Juglona (H) a 0,635 e (I) 0,0781

MM exibiram bolhas, aspecto granuloso e irregularidade/edema no tegumento no tempo

de 120 horas. Imagens capturadas em 400X.




Tabela 2 — Avaliacao in vitro da susceptibilidade de esquistossdmulos (3 horas) de Schistosoma mansoni (cepa BH)

controles e tratados com diferentes concentracdes de juglona, durante 120 horas.
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Media de esquistossomulos de Schistosoma mansoni * Desvio Padrio e Score de motilidade durante 120h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h 72h 120h
n=50 3 1.5 0 3 1.5 0 3 1.5 0 3 1.5 0 3 1.5 0 3 1.5 0

Dch;’gé 500.0 50+0,0 500,0 500,0 500,0 500,0

(1.6%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Cntrl 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0

Meio (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)

Cntrl 50+0.0 50+0.0 50+0.0 13805 37405 4105 46411 2405 48+11
PZQ (100%) (100%) (100%) (26%)  (74%) (8%)  (92%) (4%)  (96%)
250uM

Juglona

1 25uM 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0
M (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
0.625uM 4105 36:05 10:05 405 36:05 10:05 30,0 37:0.5 10:0.5 36105 14105 2605 484711 500.0
el (8%) (72%) (20%)  (8%) (72%) (20%)  (6%) (74%) (20%) (72%)  (28%) (4%)  (96%) (100%)
0.3125uM 50+0.0 46411 4205 40415 10411 40400 1005 23417 17+11 10805 1205 11:05 27+05
e (100%) (92%)  (8%) (80%) (20%) (80%)  (20%) (46%) (34%) (20%)  (24%) (22%) (54%)
0.1561uM 500.0 50+0.0 50+0,0 43100 700 28:00 16£15 605 14105 21:0,0 15+15
ARl (100%) (100%) (100%) (86%)  (14%) (56%) (32%) (12%)  (28%) (42%) (30%)
0.0781uM 50+0.0 50+0.0 50+0.0 50+0.0 43100 7:00 25405 19411 6410
s (100%) (100%) (100%) (100%) (86%)  (14%) (50%) (38%) (12%)

CLs0=0,1823pM

* (3) Movimento ondulatério tipico; (1,5) Movimento reduzido em todo o corpo ou somente nas extremidades; (0) Morto.
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5.1.2 Atividade da juglona frente a Vermes Jovens

Na tabela 3, sdo apresentadas a susceptibilidade dos vermes jovens de
Schistosoma mansoni (cepa BH), controles e tratados com diferentes concentracoes de
juglona ao longo de 120 horas. Apos 3 h, as concentragfes de 25 pM e 50 uM causou
efeito esquistossomicida maximo. No mesmo tempo, a concentracdo de 12,5 uM reduziu
a motilidade dos vermes e induziu mortalidade de 20%, alcancando 90% e 100% dos
vermes em 24 h e 72 h, respectivamente. Ao final da analise de 120 horas, foram
evidenciadas reducédo de motilidade nas concentracdes de 6,25 pM e 3,125 uM, sendo
observado também mortalidade em 70% e 35% dos vermes jovens, respectivamente. O
valor da CLso foi determinado em 3,172 pM. Por outro lado, o PZQ na concentracdo de
250 uM causou mortalidade de 96% ao final de 24 horas.

A juglona apresentou efeitos sucessivos ao tegumento dos vermes jovens, sendo
verificado bolhas em todo corpo, coloracdo alterada, aspecto granuloso no interior do
verme, nas primeiras trés horas de incubacéo. Os danos observados se tornaram criticos
de acordo com a concentracdo e o tempo decorrido, sendo percebido o aumento no
namero e tamanho de bolhas, rupturas do tegumento, edema e modificacdes da estrutura
topografica (Figura 22 A-I).



64

Figura 22 — Microfotografia de vermes jovens de S. mansoni (A-1). (A) Vermes
cultivados por 120 horas em meio RPMI 1640 e (B) meio com DMSO 1,6%
evidenciando ventosa oral (seta laranja) e ventral (seta branca) e ceco (seta cinza). (C)
PZQ, 250 uM, em 120 horas, aspecto granuloso (seta preta) e contracdo muscular
longitudinal (colchete). Juglona (D) na concentracao de 50 pM e (E) 25 pM exibiram
aspecto granuloso, bolhas no tegumento e ventosas (circulos) e retragdo dorso ventral
(colchete). (F) Na concentracdo de 12,5 uM em 24 horas exibiu as aspecto granuloso e
contracdo muscular. (G) a concentracéo de 6,25 uM exibiu aspecto granuloso e
contracdo muscular em 72h, (H) com bolhas e extravasamento de material intracelular

(quadrado) as 120 h. Ao final do experimento, (I) 3,125 uM evidenciou aspecto

granuloso, bolha e contracdo muscular. Imagens capturas em 200X, exceto para figura
B a qual foi obtida em 100X.
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Tabela 3 — Avaliacao in vitro da susceptibilidade de vermes jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni (cepa BH)

controles e tratados com diferentes concentragdes de juglona, durante 120 horas.

Média de vermes jovens de Schistosoma mansoni * Desvio Padrio e Score de motilidade durante 120h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h 72h 120h
n=20 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Cntrl 20+0,0 20+0,0 20400 20+0,0 20+0,0 20+0,0
DMSO (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Cntrl 2040,0 2040,0 2040,0 20+0,0 20+0,0 20+0,0
Meio (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
{:;S 20x0,0 20£0,0 20£0,0 4+0,0 1600 . . . o . . . .
250uM (100%) (100%) (100%) (20%) (B0%)
Juglona
50uM 20£0,0 20+0,0 20£0,0 20+0,0 20£0,0 20+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
25uM 20+0,0 20+0,0 20+0,0 20+0,0 20+0,0 20+0,0
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
12,50M 7+15 3+00 6+05 4+00 3+00 3x00 7+0,0 7+00 2+05 4+05 T+05 7T=+05 1+05 100 18+05 20+0,0 20+0,0
! (35%) (15%) (30%) (20%) (15%) (15%) (35%) (35%) (10%) (20%) (35%) (35%) (5%) (5%) (90%) (100%) (100%)
6,25uM 17405 2+0,0 100 14+05 3+00 30,0 3200 4+05 T7+10 6205 2+05 3200 710 9:05 1+0,0 300 3x00 13x00 305 3:05 14205
! (85%) (10%) (5%) (70%) (15%) (15%) (15%) (20%) (35%) (30%) (10%) (15%) (35%) (45%) (5%) (15%) (15%) (65%) (15%) (15%) (70%)
31250M  20+0,0 20+0.0 15¢05 3+05 105 11+05 4+05 30,0 605 5+05 4+10 5205 2¢05 3x05 8:05 T7+10
(100%) (100%) (75%) (15%) (5%) (55%) (20%) (15%) (30%) (25%) (20%) (25%) (10%) (15%) (40%) (35%)

CL50=3,175um

*(3) Movimento ondulatdrio tipico; (2) Movimento do corpo reduzido; (1) Imével, mas vivo; (0) Morto.
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5.1.3 Atividade da Juglona frente a Vermes Adultos de S. mansoni (machos, fémeas

e casais)
5.1.3.1 Efeitos da juglona sobre Vermes Machos

A tabela 4, observa-se a susceptibilidade dos vermes adultos machos controles e
expostos a composto juglona. Apds 3 horas de incubacao, a juglona induziu reducéo na
motilidade em 37,5% e 12,5% dos vermes nas concentragcdes 50 uM e 25 pM, enquanto
que o efeito esquistossomicida maximo foi observado na concentracdo de 100 uM. Na
concentracdo de 50 pM esse mesmo efeito maximo foi obtido em 12 horas, em
contrapartida, as concentragdes 25 pM e 12,5 uM permaneceram com vermes Vivos,
porém com progressiva diminui¢do no score ao longo de 72 horas. Em 120 horas, as
concentracbes 25 uM e 12,5 uM apresentaram acdo esquistossomicida em 62,7% e
37,5%, enquanto que reducao de motilidade intensa foi observado em 6,25 uM. O valor
de CLso foi determinado em 19,01 pM. Por outro lado, PZQ na concentracdo de 10 puM
causou mortalidade de 100% ao final de 72 horas.

Vermes machos em PZQ seguiu com evidentes lesdes contracdo muscular
intensa, bolhas no tegumento e aspecto granuloso. Da mesma forma, a juglona atuou no
tegumento dos vermes machos. Nas 3 primeiras horas, foram notadas bolhas no
tegumento e alteracdo de estrutura com retracdo muscular evidente em vermes
submetidos a 100 pM de juglona. Os efeitos foram graduais e intensificados com o
decorrer do tempo e concentracdo do composto, resultando em aumento de bolhas
tegumentares, intensidade de contragdo muscular com perda de aderéncia e

microerosdes do tegumento (Figura 23. A-H).
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Figura 23 - Microfotografia vermes adultos machos de S. mansoni (A-H). (A) Vermes
cultivados por 120 horas em meio RPMI 1640 e (B) meio com DMSO 1,6%,
evidenciando canal ginecéforo (seta amarela), ventosas orais e ventrais (setas brancas)
e tegumento integro (seta cinza). (C) PZQ, 10 uM, evidenciando bolhas e aspecto
granuloso (circulo), auséncia de adesdo (seta) e contracdo muscular (colchete), em 24
h. Juglona (D) na concentracéo de 100 uM demonstra as bolhas (circulo) e microbolhas
(quadrado) no tegumento, auséncia de adeséao (seta preta) e contracao dorso ventral
(colchete) em 3 horas de incubacéo. (E) em 50 uM gerou bolhas, contragcdo muscular
em forma espiral e sem adeséo, em 12 horas. (F) em 25 uM foi observado ventosa néo
aderida (seta), bolhas e microbolhas em todo tegumento, apds 24 horas. Em 120 h (G)
na concentracdo de 12,5 uM houve contracdo muscular dorso ventral (colchete), bolhas
no tegumento e ventosas (circulos) e (H) em 6,25 uM, bolhas (circulo). As imagens

foram capturadas em 40X, exceto as figuras F e H as quais estdo em 200X e 100X,

respectivamente.
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Tabela 4 — Avaliacao in vitro da susceptibilidade de vermes adultos machos de Schistosoma mansoni (cepa BH),

controles e tratados com diferentes concentracdes de juglona durante 120 horas.

Média de vermes adultos machos de Schistosoma mansoni * Desvio Padrdo e Score de motilidade durante 120 horas (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h 72h 120h
n=8 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Cntrl 80,0 80,0 80,0 80,0 8+0,0 8+0,0
DMSO  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Cntrl 80,0 80,0 80,0 80,0 8+0,0 8+0,0
Meio (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Cntrl 80,0 80,0 2+00 60,0 100 705 8+0,0 8+0,0
PZQ (100%) (100%) (25%) (75%) (12,5%) (87,5%) (100%) (100%)
10pmM
Juglona
80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0
100pMm (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
5+00 320,0 4+00 3«05 1x05 8+0,0 8+0,0 8+0,0 8+0,0
50uM  (62,5%) (37,5%) (50%) (37,5%) (12,5%) (100%) (100%) (100%) (100%)
705 1205 600 10,0 1x00 4+00 2400 2+00 200 3:05 1£05 2400 200 2+00 2+00 2«00 3405 5205
25uM  (87.5%) (12,5%) (75%) (12,5%) (12,5%) (50%) (25%) (25%) (25%) (37,5%) (12,5%) (25%) (25%) (25%) (25%) (25%) (37,5%) (62,7%)
80,0 705 1:05 5+05 3:05 305 5:05 2+05 4+08 2+05 305 2405 305
12,50M  (100%) (87.5%) (12,5%) (62,7%) (37,5%) (37,5%) (62,7%) (25%) (50%) (25%) (37,5%) (25%) (37,5%)
3+0,0 3+0,0 6+00 2+00 5+05 3:05 4+00  4+00 6+00 2400
6,25uM  (100%) (100%) (75%) (25%) (62,7%) (37,5%) (50%) (50%) (75%) (25%)

CLs0=19,01pM

*(3) Movimento ondulatério tipico; (2) Movimento do corpo reduzido; (1) Imével, mas vivo; (0) Morto.
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5.1.3.2 Efeitos da juglona sobre Vermes Fémeas

Avaliacdo da susceptibilidade in vitro de vermes adultos fémeas diante do
composto juglona esta descrita na tabela 5 e Figura 24 (A-1). Em 3 horas de exposicéo a
juglona, as concentractes 25 pM, 50 uM e 100 uM causaram mortalidade de 50%, 75%
e 100%. No mesmo tempo observou intensa reducéo na motilidade entre 12,5-50 uM, em
que 25% e 12,5% dos vermes apresentaram movimentos apenas nas extremidades, com
auséncia de peristaltismo dos 6rgéos internos e sem aderéncia nas concentracdes de 50
UM e 25 uM, respectivamente. O efeito esquistossomicida maximo de 50 uM e 25 uM
ocorreram nos tempos de 6 e 24 horas de incubacgédo. Ao final de 120 horas, as
concentragbes de 12,5 pM e 6,25 pM induziram reducdo de motilidade em todos os
vermes e mortalidade em 37,5% e 12,5%, respectivamente. A CLso foi igual a 11,32 uM.
PZQ na concentracdo de 10 uM causou mortalidade de 100% ao final de 120 horas.

Os efeitos do PZQ nos vermes fémeas seguiu com bolhas, coloracdo enegrecida,
aspecto granuloso e contracdo muscular intensa. O mesmo foi visualizado aos vermes
condicionados as diferentes concentracdes de juglona. Em 3 horas, foram notadas
coloracdo enegrecida e alteracdo estrutural, com evidente contratura muscular intensa.
Ao passo que o tempo foi transcorrido as lesdes se tornaram mais graves, sendo
evidenciado bolhas tegumentares, alteragdo estrutural, com maior intensidade de

contracdo muscular e perda de aderéncia (Figura 24 A-H).
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Figura 24 - Microfotografia de vermes adultos fémeas de S. mansoni (A-H). (A) Vermes
cultivados por 120 horas em meio RPMI 1640 e (B) meio com DMSO 1,6%
evidenciando ventosas oral e ventral (setas brancas), ovario (seta amarela) e glandulas
vitelinicas (seta cinza). (C) PZQ a 10 uM, evidenciando bolhas (circulo), e intensa
contracdo muscular (colchete), no tempo de 72 horas. Juglona (D) na concentracdo de
100 pM exibiu contragdo muscular intensa e sem adesao a placa, em 3 horas de
incubacéo. (E) concentracédo de 50 uM, em 6 horas, evidencia bolhas, contracéo
muscular em forma espiral e aspecto granuloso (seta). (F) a 25 UM exibiu contracéo
intensa em forma de espiral e incapacidade de aderéncia em 24 h. (G) em 12,5 uM
visualiza-se bolhas, aspecto granuloso, contragdo muscular, em 72 horas. (H) 6,25 uM

exibe bolhas no intervalo de 120 horas. Imagens capturadas em 40X.




Tabela 5 - Avaliacéo in vitro da susceptibilidade de vermes adultos fémeas de Schistosoma mansoni (cepa BH),

controles e tratados com juglona durante 120 horas.

Média de vermes adultos fémeas de Schistosoma mansoni t Desvic Padrdo e Score de motilidade durante 120 horas (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h 72h 120h
n=8 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Cntrl 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 8+0,0
DOMS0 [100%) (100%) {100%) (100%) (100%) (100%)
Cntrl 80,0 80,0 80,0 80,0 80,0 B+0,0
Meio [100%) (100%) {100%) (100%) (100%) (100%)
Cntrl 8+0,0 8+0,0 8+0,0 5+05 3+05 8+0,0 8+0,0
PZQ (100%) (100%) (100%) (62,7%) (37,5%) (100%) [(100%)
10pM
Juglona
8200 8200 8200 80,0 80,0 80,0
100um {100%) {100%) {100%) (100%) (100%) [100%)
2405 6205 80,0 8200 8200 80,0 80,0
50uM (25%) (79%) {100%) {100%) (100%) (100%) [100%)
305 105 421 1:05 1:05 605 1:05 1:05 605 1£05 705 80,0 80,0
25uM (37 5%) (12,5%) (50%) (12,5%) (12,5%) (75%) (12,5%) (12,5%) (75%) (12,5%) (87,5%) (100%) [(100%)
5:05 305 80,0 7+05 1:05 5+11 311 5+11  2:05 105 2+05 3:05 305
12,50M  (52,7%) (37 5%) (100%) (87 5%) (12,5%) (62,7%) (37.5%) (62,7%) (25%) (125%) (25%) (37,5%) (37,5%)
80,0 400 4+00 2:00 600 10,0 7+05 2:00 60,0 2+05 500 105
6,25uM (100%) (50%)  (50%) (25%) (75%) (12,5%) (87,5%) (25%) (75%) (25%) (62,7%) (12,5%)

CLso=11,32pM

*(3) Movimento ondulatdrio tipico; (2) Movimento do corpo reduzido; (1) Imével, mas vivo; (0) Morto.
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5.1.3.3 Efeitos da juglona sobre Casais

A tabela 6 e figura 25 (A-H) descrevem a avaliacao in vitro da susceptibilidade de
casais de Schistosoma mansoni (cepa BH), controles e expostos a juglona durante 120
horas. Em 3h de incubacgéo, a concentracdo 100 uM causou efeito esquistossomicida
méximo. No mesmo intervalo de tempo, em 50 pM, foram observadas reducdo de
motilidade em 100% dos vermes, alcancando efeito maximo em 12 h. Na concentracao
de 25 pM fez-se evidente a reducdo de motilidade em 72 h, causando mortalidade em
75% ao final do experimento. Em 120 h, em 12,5 pM exibiu 12,5% de morte e 100% de
reducdo de motilidade em 6,25uM. A CLso foi determinada em 19,15 pM. PZQ na
concentracdo de 10 uM causou mortalidade de 96% ao final de 72 horas.

Juglona causou alteracfes tegumentares continuas aos casais de S. mansoni
(cepa BH). Durante 3 horas, foi visualizada contratura muscular e irregularidade no
tegumento dos vermes expostos a 100 uM. Em seguida, houve aumento do niumero e
tamanho de bolhas no tegumento, inducéo de aspecto espinhoso e alteracdo estrutural,
com contracdo muscular evidente, incapacidade de adesdo e consequente separacao
dos vermes. Tais resultados foram comparados com a acado do PZQ que apresentou
coloracdo enegrecida, contracdo muscular intensa e bolhas tegumentares (Figura 25. A-
H)
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Figura 25 - Microfotografia de Casais de S. mansoni (cepa BH) (A-H). (A) Vermes
cultivados por 120 horas em meio RPMI 1640 e (B) meio com DMSO 1,6%
evidenciando tegumento integro, ventosas orais e ventrais (setas brancas), ovario (seta
cinza) e canal ginecdéforo. (C) PZQ, 10 uM, exibiu bolhas no tegumento (circulo),
aspecto granuloso (seta) e contracdo muscular intensa (colchete), em 72 horas de
incubacé&o. Juglona (D) na concentragcédo de 100uM evidenciando contragdo muscular e
irregularidade no tegumento (quadrado), apés 3 horas. (E) a 50uM, no tempo de 12 h,
exibindo bolhas no tegumento e ventosas (circulo) e sem aderéncia (seta preta). (F) em
25 uM auséncia de adeséao e bolhas na ventosa, apds 24 horas. (G) concentracdo de
12,5 uM com auséncia de adeséo e incapacidade de pareamento (asterisco), em 72
horas. (H) em 6,25 uM exibindo incapacidade de adesao e contracdo muscular

evidenciada pela borda irregular (circulo), em 120 horas. Imagens capturadas em 40X.
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Tabela 6 - Avaliac&o in vitro da susceptibilidade de casais de Schistosoma mansoni (cepa BH), controles e tratados com

juglona durante 120 horas.

Meédia de casais de Schistosoma mansoni f Desvio Padrio e Score de motilidade durante analise de 120h (%)
Grupos 3h 6h 12h 24h 72h 120h
n=4 3 2 1 3 2 1 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Cntrl 4400 4400 4+0,0 4£0,0 4£0,0 4200
DMSO  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) {(100%)
Cntrl 4+0,0 4+0,0 4+0,0 4+0,0 40,0 4+0,0
Meio  (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Cntrl 4£0,0 4£0,0 10,0 3200 10,0 3200 4100 4£0,0
PZa (100%) (100%) (25%) (75%) (25%) (75%) (100%) (100%)
10uM
Juglona
4100 4200 4100 4£0,0
100um (100%) (100%) (100%) (100%)
50uM 40,0 2+0.0 2+0.0 4200 4+0,0 4+0,0 4+0,0
(100%) (50%) (50%) (100%) (100%) (100%) (100%)
25uM 4+0,0 4+0,0 10,0 305 10,5 3x05 4+0,0 1200 3x05
(100%) (100%) (25%) (75%) [25%) (75%) [(100%) (25%) (75%)
12,50M 4+0,0 4+0,0 4+0,0 4+0,0 40,0 1205 2+05 105
' (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (25%) (50%) (25%)
g2sum 4200 4200 4+0,0 4£0,0 4£0,0 4+0,0
' (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
CLs0=19,15pM

*(3) Movimento ondulatério tipico; (2) Movimento do corpo reduzido; (1) Imével, mas vivo; (0) Morto.
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5.2 Atividade da juglona na oviposi¢cao de S. mansoni

Os ovos postos por fémeas acasaladas de S. mansoni foram quantificados nos
diferentes tempos (24, 48, 96 e 120h) e em diferentes concentracdes de juglona (3,125
MM, 6,25 uM, 12,5 uM, 25 pM, 50 uM e 100 pM). Os casais expostos as concentracoes
entre 6,25-100uM de juglona ndo apresentaram ovos durante analise, semelhante aos
vermes submetidos ao PZQ na concentracdo de 10 uM. Apenas na concentracao de
3,125 uM de juglona as fémeas acasaladas foram capazes de ovipor, mas em quantidade
significativamente menor (p=0,049), quando comparado aos grupos controles (Figura
26).

Figura 26 - Influéncia in vitro da juglona sobre oviposicédo de fémeas acasaladas de
Schistosoma mansoni (Cepa BH) durante 120 horas. Valores expressos em média +

desvio padréo (DP).
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5.3.5 Avaliagéo de citotoxicidade da juglona

A juglona nas concentracfes 1,56 a 100 uM n&o apresentou citotoxicidade sobre
esplendcitos murinos quando em contato por 72 horas (figura 27). No teste de viabilidade

a concentracao inibitéria média (Clso) > 100 uM.

Figura 27: Efeito citotoxico da Juglona sobre a cultura priméaria de Esplendcitos murino
apos 72h de tratamento, avaliado pelo ensaio do MTT. Valores em média + desvio
padréo, analisados por ANOVA, seguido do pés-teste de Bonferroni CN: Controle

Negativo (meio de cultura RPMI-1640).

Viabilidade celular (%)

CN 156 3,125 625 125 25 50 100
Concentracao (uM)
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose é uma doenca endémica longe da erradicagéo, visto que o
tratamento depende apenas de um farmaco. O praziquantel apresenta baixo custo, facil
administracdo e eficicia sobre todas as espécies de Schistosoma (PARK et al., 2019).
Entretanto, a utilizagdo indiscriminada nos tratamentos em massa pode levar a falha
terapéutica a qualquer momento, como observado em ensaios de laboratério que o
constante contato com doses sub terapéuticas de PZQ sado capazes de induzir resisténcia
e/ou tolerancia em Schistosoma (WANG; WANG; LIANG, 2012).

Além disso, 0 PZQ ndo mostra efeito esquistossomicida satisfatério sob formas de
vida jovens de Schistosoma. Isso acarreta na necessidade de utilizacdo de maior
exposicao ao PZQ para tratar individuos parasitados, visto que € necessario a espera do
desenvolvimento completo dos vermes para seguir com tratamento (KAMEL; BAYAUMY,
2017). Assim, o risco de inefichcia do PZQ tem mobilizado a pesquisa de novos
compostos esquistossomicidas. Para a triagem da atividade esquistossomicidas séo
utilizadas moléculas sintéticas, semi sintéticas e de origem natural como as
naftoquinonas (AIRES et al., 2014; LAGO et al., 2017; SILVA et al., 2019; ARAUJO et al.,
2020). Tais moléculas sdo utilizadas em sua forma natural ou a partir de sintese,
apresentando atividade promissora contra Schistosoma (LORSUWANNARAT et al.,
2013; KAPADIA et al., 2017; PAI et al., 2019).

Este € o primeiro estudo que evidencia o potencial esquistossomicida da juglona
em todas as formas evolutivas que parasitam o homem. Em nossos resultados
esquistossébmulos, vermes jovens e adultos (acasalados ou ndo) de S. mansoni (cepa
BH) sofreram interferéncia progressiva de morte, motilidade e modificacdes (aderéncia e
contragcdo muscular) em diferentes concentra¢des de juglona, interferindo assim no ciclo
biolégico do parasito. De acordo com Noel (2008) a fungdo motora e a aderéncia dos
vermes estdo relacionadas a liberacdo de neurotransmissores ou neuromoduladores
como serotonina, dopamina e acetilcolina. Estas fun¢gbes sdo importantes para S.
mansoni, pois permitem sua permanéncia e a transmutacdo nos oOrgaos e tecidos
humanos, estando relacionados a viruléncia do parasito no corpo (NOEL, 2008).

Em esquistossomulos de 3 horas e vermes jovens de 21 dias, o efeito

esquistossomicida maximo da juglona ocorreu em concentracbes expressivamente
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menores que o controle praziquantel. E encorajador a capacidade da juglona em reduzir
a motilidade e causar mortalidade nas formas mais jovens de S. mansoni, visto que 0
atual tratamento, baseado no uso do praziquantel, ndo é eficaz sob tais estagios
evolutivos (KAMEL e BAYAUMY, 2017).

Acredita-se que essa menor eficacia do PZQ em vermes jovens confere remissao
da esquistossomose em areas endémicas, em virtude do tratamento limitado que néo
afeta os vermes jovens. Assim, 0S vermes alcancam sua maturacdo sexual com
consequente oviposicao, responsavel pelos principais quadros de morbidade e
mortalidade dos individuos parasitados (YEPES et al., 2015; KAMEL e BAYAUMY, 2017).

A juglona também induziu morte em vermes adultos acasalados ou néo. Estes
resultados foram diferenciados de Magalhées e colaboradores (2014), que realizou um
estudo sobre potencial esquistossomicida de 19 naftoquinonas apenas contra casais de
vermes adultos de S. mansoni (cepa LE). Dentre estes compostos, a juglona causou
100% na mortalidade na concentracao de 100uM, nas primeiras 24 horas. E, em analise
de 72 horas, sua CLso frente a vermes acasalados foi de 25 pM. Ainda estudo citado,
nao foram evidenciados atividade da juglona em vermes jovens e desacasalado, e seu
valor de CLso foi um pouco maior, provavelmente devido a diferenca de cepa utilizada e
tempo de anélise (MAGALHAES et al., 2014).

No presente estudo, foram observadas de acordo com a concentracéo e o tempo,
a reducéo e inibicdo total da oviposicdo em fémeas acasaladas. Tal fato € importante,
visto que casais de S. mansoni pode sobreviver por anos ovipondo nos érgaos e tecidos
humanos (Macmannus et al., 2018). O processo patolégico da esquistossomose esta na
resposta imunogénica ao ovo. A partir dele, € iniciada a resposta inflamatoéria
granulomatosa e subsequentes quadros de hepatomegalia, esplenomegalia e disfuncdo
de varios tecidos por meio do processo de cicatrizacdo (SCHWARTZ e FALLON, 2018).

Ao longo dos anos, moléculas com capacidade gerar danos no tegumento foram
consideradas fortes candidatas a farmacos como é o caso do PZQ e artemeter, um
derivado da artemisina (MANNECK et al., 2012; EL-LAKKANY e SEIF, 2013). A analise
de tegumento por microscopia Optica evidenciou os efeitos da juglona contra a superficie
tegumentar de esquistossomulos, vermes jovens e adultos. Nas Figuras foram

evidenciadas rupturas, erosdes, bolhas e irregularidades tegumentares, edemas, aspecto



79

granuloso, contracdo muscular, incapacidade de adesédo e desacasalamento, mesmo em
concentragdes com baixa taxa de mortalidade.

O tegumento de Schistosoma é um dos alvos terapéuticos mais importantes, pois
desempenha multiplas fungdes afim de garantir sua sobrevivéncia no hospedeiro
definitivo (BRITO et al., 2017). A superficie tegumentar € uma camada de células
sinciciais que confere protecao e adaptagcdo dos vermes as variagcdes de meio ambiente,
durante o parasitismo (WENDT e COLLINS, 2020). Além disso, auxilia na evasao do
sistema imune, permite o mimetismo antigénico, regula ions K*, Na*, H* e Ca*" e
possibilita a passagem de nutrientes essenciais para o interior do verme (acidos graxos,
carboidratos e proteinas) (SKELLY e WILSON, 2006; SILVA et al., 2019).

Além disso, o tegumento dos vermes é rico em mitocondrias, as quais podem ser
alvos terapéuticos (AIRES et al., 2014). Estudos in vitro, descreveram a acao da juglona
em mitocondrias isoladas. A juglona por meio do estresse oxidativo € capaz de induzir
alteracdo na permeabilidade da membrana mitocondrial levando ao processo conhecido
como desacoplamento mitocondrial (JI et al., 2016). Por meio disso, ocorre diminuicdo
na producdo de ATP, acarretando em um desequilibrio osmético das membranas
celulares com desregulacdo de bombas e canais dependentes de energia. Os ions Na*
e K*, se desregulam ocasionando acumulo de liquido (edema), podendo gerar rupturas
(SESHADRI et al., 2011; BONORA; PINTON, 2014; JlI et al., 2016). Ainda, ocorre
aumento acentuado de fatores pré apoptéticos com subsequente liberacéo de Citocromo
C citosdlico, ativacdo do sistema Caspase 3 e morte celular (CHENG et al., 2011;
SESHADRI et al., 2011).

Alteracfes tegumentares similares foram visualizados em S. mansoni expostos a
plumbagina, uma naftoquinona analoga da juglona (LORSUWANNARAT et al., 2013). A
plumbagina demonstrou atividade esquistossomicida in vitro sobre vermes adultos
machos e fémeas desacasalados a partir da concentracdo 1 pg/mL. Foram relatadas
alteracbes como edema, bolhas, rachaduras, superficie rugosa e aparéncia fibrosa no
tegumento de S. mansoni em funcao do tempo e concentragdo, assim como no presente
estudo (LORSUWANNARAT et al., 2013).

Nesse mesmo sentido, Aires e colaboradores (2014) demonstraram também o

impacto de uma naftoquinona contra S. mansoni (cepa BH). Em 24 horas, o composto -
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lapachona induziu morte em 100% dos vermes adultos machos expostos a concentracao
de 100uM. Além disso, a B-lapachona foi capaz de alterar o tegumento com reducéo de
espinhos, descamacéo e erosao, formacéo de bolhas e ruptura, com aparecimento de
lesBes originando aparéncia fibrosa, mas os vermes nao foram encurtados como aqueles
expostos ao PZQ (AIRES et al., 2012, 2014).

O mecanismo de acao da juglona frente a Schistosoma ainda nao foi devidamente
elucidada. Entretanto sua caracteristica estrutural da suporte para pressupor as principais
vias esquistossomicidas. A juglona € um composto natural fenélico comumente extraido
de caules, folhas, frutos das plantas da familia Juglandaceae, que possui em sua
estrutura o anel naftoquindnico. Sua estrutura fornece boa permeabilidade em
membranas celulares e aptiddo em interferir no ciclo redox de células tumorais e de
células dos microorganismos (CATANZARO et al., 2018). A grande habilidade desse
composto € de sofrer facilmente reducdo enzimatica, responsavel pela geracao de
espécies que reagem ao oxigénio (EROS) (Oz- e, HOe, 102 e H202) (SESHADRI et al.,
2011). Por meio disso, a juglona pode promover a hipdxia intracelular, com subsequente
producdo de super anions, aumentando a peroxidacao lipidica e a desorganizacdo de
macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos e enzimas) (AHMAD e SUZUKI, 2019).
Trata-se de um dos mecanismos relatado como responsavel pela atividade citotdxica,
antimicrobiana e antiparasitaria.

A acado da juglona aparenta estar relacionada com sua capacidade de gerar
espécies reativas de oxigénio (SESHADRI et al., 2011). Estudos protedmicos
demonstraram que S. mansoni apresenta apenas uma enzima responsavel pelo controle
do estresse oxidativo, denominada Glutationa Tiorredoxina redutase de Schistosoma
mansoni (SmTGR) (LYU et al., 2020). Acredita-se que a SmTGR é multifuncional e
desempenha o papel de glutationa redutase e Tireodozina redutase, que estao presentes
em eucariotos (ALGER e WILLIAMS, 2002). Estudos in vitro, induziram a supresséao de
RNA da SmTGR matando 92% dos vermes adultos de S. mansoni (KUNTZ et al., 2007).
Além disso, o uso de compostos capazes de inibir TRG, como é o caso de auranofina,
tartarato de potassio, antimolinico e oltipraz, resultou em morte em 100% de S. mansoni
( SAYED et al., 2008; PRAST-NIELSEN; HUANG; WILLIAMS, 2011; WILLIAMS et al.,
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2012). Tais achados demonstram que a SmMTGR é crucial na sobrevivéncia do parasito,
mostrando-se como um alvo terapéutico em potencial.

Os compostos 1,4-naftoquindnicos sao considerados potenciais inibidores de
SmTGR em vermes adultos de S. mansoni. Johann e colaboradores (2015) identificaram
os diferentes compostos 1,4-naftoquinonicos que agiram como antagonistas competitivos
ou blogueadores de SmMTGR. Nesse mesmo estudo, 0 composto juglona obteve destaque
por apresentar um mecanismo de acédo diferente dos demais, visto que foi a molécula
gue menos sofreu alteracbes na presenca do selénio, que compete pelo sitio ativo da
enzima. Esses resultados podem nortear 0 meio que a juglona mata os diferentes
estagios evolutivos de S. mansoni (LANFRANCHI et al., 2012; JOHANN et al., 2015).

Em relacdo a citotoxicidade em esplendcitos, as concentracbes de juglona
avaliadas nas diferentes fases evolutivas de S. mansoni (cepa BH), ndo foram capazes
de alterar a viabilidade celular de esplendcitos durante 72 horas. Este resultado corrobora
com ensaios realizados utilizando as naftoquinonas biflorina, extraida de Capraria biflora
L, e um derivado da B-lapachona, R72. Estas moléculas também néo apresentaram
efeitos citotbxicos em esplendcitos nas concentracbes até 100 e 200 uM,
respectivamente (SILVA et al., 2019b). Em contrapartida, Neves e colaboradores (2011)
demonstraram que o PZQ causou reducdo na viabilidade de esplendécitos murinos
tratados com 1 uM de PZQ durante 72 horas Foi evidenciado que o praziquantel apesar
de possuir boa acdo esquistossomicida, desencadeou apoptose e necrose dos
esplendcitos tratados (NEVES et al., 2011b).

Os efeitos da juglona em linhagens celulares saudaveis sdo controversos, visto
que apresentam concentracdes inibitrias médias variando entre 8,1-28,7 uM para
fibroblastos L929, queratinécitos, macrofagos e células mononucleares de sangue
periférico, respectivamente, e apresenta hemolise em concentracdes altas (>200 pg/mL)
(ERISEN et al., 2020; INBARAJ; CHIGNELL, 2004; MARTINS et al., 2015;
MONTENEGRO et al., 2010). Esta diferenca na citotoxicidade pode ser atribuida aos
diferentes mecanismos de a¢cdo mencionados.

No entanto, ressalta-se que 0s compostos com potencial farmacolégico podem ser
otimizados a partir de modificacdo quimica (derivados) (ANAISSI-AFONSO et al., 2018),
associados a excipientes farmacolégicos (OLIVEIRA; SANTOS; COELHO, 2009), ou,
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ainda, em associagdo com outros compostos (ALMEIDA et al., 2015), a fim de diminuir

os efeitos nocivos que possam atuar nos sistemas biol6gicos humanos.
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7 PERSPECTIVAS

Avaliar sob microscoépio eletrénico de varredura as alteracfes tegumentares em
maior detalhe, visto que concentracdes testadas demonstraram resultados promissores

nos tegumentos dos diferentes estagios evolutivos de S. mansoni (cepa BH);

Investigar in vivo composto juglona com intuito de excluir as limitagcdes dos ensaios

in vitro;

Analisar in vitro a associacao da juglona com outros compostos esquistossomicidas,

inclusive o PZQ, frente a S. mansoni (cepa BH).
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8 CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se concluir que a juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona)
apresentou atividade esquistossomicida in vitro frente ao parasito Schistosoma mansoni
(cepa BH).

Juglona foi capaz de gerar mortalidade em todos as fases de vida de S. mansoni
gue acometem os hospedeiros definitivos (esquistossémulos, vermes jovens e adultos,
acasalados ou ndo), além de causar reducdo de motilidade, danos tegumentares, inibicéo
na oviposicao e desacasalamento em adultos de S. mansoni.

Em adicao, nenhum efeito citotoxico da juglona foi visualizado sob cultura priméria

de células esplénicas de murinos.
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