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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca tropical e negligenciada (DTN), causada por
trematddeos do género Schistosoma sendo considerada como a segunda maior
doenca parasitaria de importancia socioecondmica. Estima-se que essa infeccao afete
mais de 240 milhdes de pessoas no mundo e que 700 milhdes de pessoas vivem em
areas de risco de contrai-la. O praziquantel (PZQ) é atualmente o Unico medicamento
utilizado para o tratamento da esquistossomose, com acao contra todas as espécies
de Schistosoma spp., no entanto, apresenta certas limitacdes pois ndo impede
reinfeccdes e nado é eficaz contra as fases jovens do parasito, 0 que aumenta o risco
de surgimento de cepas resistentes e/ou tolerantes. Diante disto, torna-se necessaria
a busca por novos compostos com potencial esquistossomicida, por sua vez, este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade esquistossomicida, in vitro, da juglona
(JUG) isolada e em associagcao com o praziquantel (PZQ) frente a diferentes estagios
evolutivos do Schistosoma mansoni (cepa BH). Para isso, camundongos fémeas
Swiss webster, previamente anestesiados, foram infectados via percutanea com uma
suspensao de cercarias contendo em média cerca de 120 cercéarias. As cercarias
foram obtidas através de caramujos Biomphalaria glabrata infectados com miracidios
de S. mansoni (cepa BH), apds o periodo de 30 dias e ap0s exposicao a luz artificial,
em seguida foi realizado processo mecanico de transformacdo das cercarias em
esquistossémulos de 3 horas. Durante o periodo de 21 e 50 dias, os camundongos
foram eutanasiados e por meio de perfusao hepatica foram obtidos os vermes jovens
(21 dias) e vermes adultos, machos e fémeas (50 dias). A susceptibilidade das fases
evolutivas in vitro diante da JUG e do PZQ foi observada no periodo de 24 horas,
utilizando-se como critério as alteracbes de motilidade, taxa de mortalidade e
repercussdes gerais, como danos tegumentares. As CL50 da JUG e do PZQ foram
também estabelecidas, com resultados de 0,57 uM e 182,7 uM, respectivamente, para
esquistossémulos de 3 horas; 8,76 uM e 111,3 uM para vermes jovens com 21 dias;
26,4 UM e 2,92 uM para vermes adultos macho e 22,6 uM e 87,8 uM para vermes
adultos fémea. Os resultados da associacdo JUG/PZQ mostraram atividade sinérgica
em diferentes graus frente a todas as fases evolutivas analisadas, utilizando-se CL50
e concentracdes subinibitérias. Os melhores resultados apresentaram indice de

combinacao (IC) indicativo de um sinergismo muito forte frente aos esquistossémulos



(IC=0,09) e aos vermes adultos machos (IC=0,07), e indicando sinergismo forte frente
aos vermes jovens (IC=0,29) e aos vermes adultos fémeas (IC=0,10). Além disso o
efeito da associacdo JUG/PZQ permitiu diminuicdo das doses utilizadas de juglona e
praziquantel contra o Schistosoma mansoni, também apresentando efeito sobre a

oviposicao, inibindo nos vermes acasalados expostos as doses subletais.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; praziquantel; juglone; in vitro; sinergismo.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease (NTD) caused by trematodes of the
genus Schistosoma and is considered the second major parasitic disease of
socioeconomic importance. It is estimated to affect more than 240 million people
worldwide, with 700 million people living in risk areas. Praziquantel (PZQ) is currently
the only drug used for treatment of schistosomiasis, acting against all species of
Schistosoma spp., however, it has certain limitations, not preventing reinfections and
not being effective against the young developing stages, subjecting itself to the risk of
emergence resistant and/or tolerant strains. Thus, it becomes necessary to search for
new drug compounds that can be used as a potential new treatment against
schistosomiasis, therefore, the present work aimed to evaluate in vitro schistosomicidal
activity of juglone (JUG) used isolated and in association with praziquantel (PZQ) at
different developmental stages of Schistosoma mansoni (BH strain). For this purpose,
female Swiss webster mice previously anesthetized, were infected percutaneously with
an average suspension of cercariae. The cercariae were obtained from Biomphalaria
glabrata snails already infected with S. mansoni miracidia (BH strain), after a period of
30 days and after exposure to artificial light, moreover, a mechanical process of
transformation of cercariae into three-hour-old schistosomula was carried out. After a
period of 21 days and 50 days, the mice were euthanized and through liver perfusion
young worms (21-days-old) and adult worms (50-days-old), male and female, were
obtained. The susceptibility of the different developmental stages in vitro to JUG and
PZQ was observed withing 24-hour period and motility, mortality and alterations in the
tegument were employed as schistosomicidal parameters. The CL50 of JUG and PZQ
were stablished, and the results found for the three-hour-old schistosomula was 0,57
UM and 182.7 uM, for JUG and PZQ respectively; 8.76 um and 111.3 um for 21-days-
old young worms; 26.4 um and 2.92 um for male adult worm and 22.6 um and 87.8 for
female adult worm. The results of the JUG/PZQ association showed synergistic activity
in different degrees against all developmental stages analyzed, using the CL50 and
subinhibitory concentrations. The best results showed a combination index (CI)
indicative of a very strong synergism against schistosomula (Cl=0.09) and adult male
worms (CI=0.07) and indicating a strong synergism against young worms (CI=0.29)
and adult female worms (CI=0.10). In addition, the effect of the JUG/PZQ association



allowed the decrease of used doses of juglone and praziquantel against Schistosoma
mansoni, also showing effect on oviposition, inhibiting mated worms exposed to

sublethal doses.

Key words: Schistosoma mansoni; praziquantel; juglone; in vitro; synergism.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —
Figura 10 —

Figura 1l —

LISTA DE ILUSTRACOES

Mapa da situacdo dos paises com esquistossomose endémica

Mapa da distribuicdo da esquistossomose no Brasil, 2009-2020,
segundo faixa de positividade por muniCipio ..........cccceeeeeeerieeeeinnnee
Distribuicdo espacial das espécies de moluscos do género
Biomphalaria no Brasil. Em A, B e C observa-se a distribuigcdo das
espécies B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila,
FESPECHVAMENTE ... e e e e e e
Mapa com a distribuicdo geografica dos municipios prioritarios do
Programa SANAR (2019 — 2022) para esquistossomose em
PerNambUCO .........iiiiiiiii e e
Ovo de Schistosoma mansoni. Espiculo lateral (E) e miracidio
(=T To ] 4= To [o I (1Y, I

Miracidio de Schistosoma mansoni: Miracidios em microscopia de

Esporocisto priméario (ES1) e secundario (ES2) de Schistosoma
mansoni em corte histologico de Biomphalaria sp ..............oooeeeee
Cercaria de Schistosoma mansoni: (A) exemplo de cercéaria em
microscopia de luz. (B) cercaria com énfase nas estruturas: (a)
corpo; (b) cauda; (c) bifurcacdo na cauda; (d) ventosa oral; (e)
ventosa ventral ou acetabulo; (f) distancia entre as ventosas...........
Esquistossémulo de Schistosoma mansoni ..........ccceeeeeeveeeeeeeeneeen,
Vermes jovens (16 dias) de Schistosoma mansoni, com cerca de
0,4 mm de COMPIIMENTO .....ccceviiiiiieiiiieiie e e e e e e e e
Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de vermes jovens de
Schistosoma mansoni. (A) Vermes jovens apresentando: Ventosa
oral (V.0), ventosa ventral (V.V) e formacdo do sulco (S),
marcando o inicio do canal ginecéforo. (B) Superficie dorsal de
vermes jovens mostrando fileiras de pregas tegumentares (P.T).

(C) Verme jovem (21 dias) e suas estruturas ............cceuvveeeeeeeeennnnnn

18

19

20

22

25

26

27

28
29

30



Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —
Figura 17 —

Figura 18 —
Figura 19 —
Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Figura 23 —

Verme jovem (21 dias). Ventosa oral (V.O.); ventosa ventral (V.V.);
Ceco ramificado (C.R.) .uuuuueeiiiiiii e
Desenvolvimento de caracteristicas tegumentares de vermes de
Schistosoma mansoni. (A) microscopia da superficie dorsal da
fémea de Schistosoma mansoni aos 20 dias de idade. (B)
superficie dorsal de verme com 20 dias de idade ...................ceoe
Verme adulto macho se Schistosoma mansoni. Ventosa oral
(V.0.), ventosa ventral (V.V.) e canal ginecoforo (C.G. .).................
Verme adulto fémea de Schistosoma mansoni. Ventosa ventral
(V.V.), ventosa oral (V.O.), ovério (O.), glandulas vitelinicas (G.V.)
Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata in natura ..................
Ciclo biologico do Schistosoma mansoni. A figura apresenta as
formas do parasita (ovo, miracidio, cercaria, esquistossomulos,
vermes adultos) e seus hospedeiros intermediario (Biomphalaria
glabrata) e definitivo (vertebrado) ..........cccccvveeiiiieeiiice e
Estrutura molecular do Praziquantel ............cccccoovveiiiiiiicciniciee e,
Estrutura molecular da Juglona ............ccooevvveviieiiiiciii e
Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacao entre
juglona e praziquantel frente a esquistossdmulos de S. mansoni
(CEPABH) ..o

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacao entre

juglona e praziquantel frente vermes jovens de S. mansoni (cepa

Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacdo entre
juglona e praziquantel frente a vermes adultos machos de S.
Mansoni (CEPaA BH) ....oovee e
Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associagcdo entre
juglona e praziquantel frente vermes adultos fémeas de S.

ManSsoNi (CEPABH) ......oooviiecce

31

32

34

34
35

38
42
45

68

70

71



Tabela 1 -

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10 —

Tabela 11 —

LISTA DE TABELAS

Relacédo da distribuicao das trés principais espécies do caramujo
hospedeiro intermediario nos estados do Nordeste ......................
Municipios prioritarios por Regido de Saude no quadriénio 2019

Distribuicdo das frequéncias dos municipios com registros de
caso em que houve contato com cole¢des hidricas nos anos de
2010 @ 2012 ..o s
Descricéo do grau de sinergismo com base nos valores do indice
de CombINAGAD (IC) ...uuuiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e
Avaliacdo in vitro da motilidade de esquistossomulos de
Schistosoma mansoni expostos durante 24 horas a diferentes
concentragtes de Juglona .........ccoooiiiiiiiiiiiie e
Avaliacdo in vitro da motilidade de esquistossébmulos de
Schistosoma mansoni expostos durante 24 horas a diferentes
concentragdes de praziquantel ..........cccceeeeeeieii e
Avaliacdo in vitro da motilidade de vermes jovens de
Schistosoma mansoni expostos durante 24 horas a diferentes
concentragtes de JUGIONa ........ccceeiieeeeii e e
Avaliacdo in vitro da motilidade de vermes jovens de
Schistosoma mansoni com 21 dias, expostos durante 24 horas a
diferentes concentracdes de praziquantel ..............cccceceeeeeeieeennnnnn,
Avaliacdo in vitro da motilidade de vermes adultos machos de
Schistosoma mansoni com 50 dias, expostos durante 24 horas a
diferentes concentragdes de juglona ...........cccceeeeeeiiiieeiieeeieiiiecennn,
Avaliacdo in vitro da motilidade de vermes adultos machos de
Schistosoma mansoni com 50 dias expostos durante 24 horas a
diferentes concentracdes de praziquantel ...............ccoeeeeeviiiiiennnnn,
Avaliacdo in vitro da motilidade de vermes adultos fémeas de
Schistosoma mansoni com 50 dias, expostos durante 24 horas a

diferentes concentragdes de juglona ..........cccoeeeeivieeeiiiiiiieiiiiieeiinns

20

21

22

57

59

60

61

62

63

64



Tabela 12 —

Tabela 13 —

Tabela 14 —

Tabela 15 —

Tabela 16 —

Tabela 17 —

Tabela 18 —

Tabela 19 —

Avaliacdo in vitro da motilidade de vermes adultos fémeas de
Schistosoma mansoni com 50 dias, expostos durante 24 horas a
diferentes concentragdes de praziquantel ............cccccevveveveiiineennnnn.
Valores da concentracdo letal 50% CLso [uM] da juglona e do
praziquantel sobre as formas evolutivas de Schistosoma mansoni
APOS 24N s
Atividade da associacao JUG+PZQ frente a esquistossomulos de
Schistosoma mansoni (cepa BH) ap0s 24 horas ..........ccccoecuueennn.
Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a vermes jovens de
Schistosoma mansoni (cepa BH) ap0s 24 horas ...........cccccvvuuveeenn..
Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a vermes adultos
machos de Schistosoma mansoni (cepa BH) apos 24 horas ..........
Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a vermes adultos
fémeas de Schistosoma mansoni (cepa BH) apds 24 horas ...........
Atividade da associacéao juglona + praziquantel sobre a oviposicao
de vermes fémeas acasaladas de S. mansoni (cepa BH) utilizando
doses subletais de acordo com a CLsg de vermes adultos machos
Atividade da associacéao juglona + praziquantel sobre a oviposicao
de vermes fémeas acasaladas de S. mansoni (cepa BH) utilizando

doses subletais de acordo com a CLso de vermes adultos fémeas

66

67

68

69

71

72

74

74



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 15
2 REVISAO DE LITERATURA ...t 17
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI NO BRASIL......... 17
2.2 SChISTOSOMA MANSONT ..o 24
2.2.1 Aspectos morfologicos de Schistosoma mansoni nos diferentes estagios

EVOIULIVOS ittt eeees 24
2.2.2 Ciclo bioldgico do SchistoSOmMa MaNSONi.....ccuceeeiiiiiiiiiiiiieee e 35
2.2.3  PatOgeNIA .ccoeeeeeeeeeeeeee e 39
2.2.4  TralAMENTO ... ettt e e e e e e e e s 41
2.2.4.1 Praziquantel (PZQ) ... 41
2.2.5  JUQGIONA. .. 44
2.2.6 ASSOCIACA0 de fArmMaCOS .....coevviviiiii i 48
3 OBUJETIVOS .. e 51
3.1 OBJIETIVO GERAL.... et 51
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......oooviiiicieceecte e, 51
4 MATERIAIS E METODOS .....cooouiieeieeeeceeeeeeee ettt ete et ane s 52
4.1 CONSIDERACOES ETICAS E ANIMAIS EXPERIMENTAIS .......cccovevveneee. 52
4.2 COMPOSTOS ..ttt e e e e e e ena s 52
4.3 MANUTENCAO DA CEPA BH DE Schistosoma mansoni: INFECCAO DE

CARAMUJOS, OBTENGAO DE CERCARIAS E INFECCAO DE

CAMUNDONGOS ...ttt sresre s snesnesnenneas 52
4.4 AVALIACAO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE DOS ESQUISTOSSOMULOS

COM 3 HORAS DE Schistosoma mansoni A JUGLONA E PRAZIQUANTE ...53
4.5 AVALIACAO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE DE VERMES JOVENS COM

21 DIAS DE Schistosoma mansoni A JUGLONA E PRAZIQUANTEL ......... 54
4.6 AVALIACAO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE DE VERMES ADULTOS COM

50 DIAS DE Schistosoma mansoni A JUGLONA E PRAZIQUANTEL.............. 54



4.7

4.8

4.9

5.2

5.3

5.3.1

5.3.2

5.5

5.6

5.7

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA DA ASSOCIACAO
JUG/PZQ FRENTE A DIFERENTES FASES EVOLUTIVAS DE Schistosoma
MAaNSONI (CEPA BH) ......oiiiiiiie ettt 55

AVALIACAO DA CAPACIDADE DA ASSOCIACAO JUG/PZQ FRENTE A
ATIVIDADE OVIPOSITORA DE CASAIS DE Schistosoma mansoni (CEPA

BH) oottt ettt 55
CRITERIO DE AVALIACAO ..o 56
RESULTADOS ...ttt e et e e e et e e e eaaans 58
ATIVIDADE DA JUGLONA E PRAZIQUANTEL FRENTE A ESQUISTOSSOMULOS
DE 3 HORAS DE SchiStOSOMa MaNSONI.......ceeriruieririeerisieeseeesesesesesessenesessesessesens 58

ATIVIDADE DA JUGLONA E PRAZIQUANTEL FRENTE A VERMES JOVENS
DE Schistosoma mansoni COM 21 DIAS ... 60

ATIVIDADE DA JUGLONA E PRAZIQUANTEL FRENTE A VERMES ADULTOS
DE Schistosoma mansoni COM 50 DIAS ... 62

Susceptibilidade dos vermes machos de S. mansoni frente a juglona e

[TV o LU= T} = USSP 62

Susceptibilidade de vermes fémeas de S. mansoni frente a juglona e

[T V4 o LU= T a1 = S SUUSPPPTPRRN 64

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL 50% DA JUGLONA E
PRAZIQUANTEL FRENTE AS FORMAS EVOLUTIVAS DE Schistosoma

(0 F=1 0 150] o U UPTRRRRPR 66

ATIVIDADE DA ASSOCIACAO JUG+PZQ SOBRE ESQUISTOSSOMULOS,
VERMES JOVENS E VERMES ADULTOS MACHOS E FEMEAS DE
Schistosoma mansoni (CEPA BH)..........cooiiiiiiiiiiiiee e 67

ATIVIDADE DA ASSOCIACAO JUG/PZQ SOBRE A OVIPOSICAO DE VERMES

FEMEAS DE Schistosoma mansoni (CEPA BH)........cccoovevviieeeeeeeeeserenenns 73
DISCUSSAOD .ottt 75
CONCLUSAOD oottt 82
PESPECTIVAS oo e ettt 83
REFERENCIAS ... ettt et eeiaa e 84

ANEXO A- APROVACAO DO CEUA/UFPE ..ot 101



15

1 INTRODUCAO

A esquistossomose, também conhecida como Xistose, Barriga d’Agua,
Bilharziose e outras denomina¢gdes menos usuais, € uma doencga tropical e subtropical
parasitaria, causada por vermes do género Schistosoma. E considerada a segunda
parasitose de maior importancia epidemiolégica, tendo transmisséo relatada em 78
paises, com 51 destes apresentando transmissdo moderada a alta, demandando
tratamento preventivo para milhées de individuos (BRASIL, 2014; WHO, 2022a)

E causada por vermes parasitas com ampla distribuicio geogréafica, ocorrendo
principalmente nos continentes Africano (Schistosoma haematobium, Schistosoma
mansoni), Asiatico (Schistosoma japonicum) e na Ameérica Latina (Schistosoma
mansoni). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 240 milhdes
de pessoas estdo infectadas no mundo, com mais de 700 milhdes vivendo em areas
endémicas (BRASIL, 2014; WHO, 2022b).

E caracterizada como uma doenca tropical negligenciada com prevaléncia em
regides carentes, contribuindo de forma direta na manutencéo da desigualdade social
(BRASIL, 2014). O Brasil se destaca dentre os paises da América Latina, com 19
estados federativos endémicos para esquistossomose, onde cerca de 25 milhdes de
pessoas se encontram em areas de constante risco (BRASIL, 2017; MS, 2021). Em
Pernambuco a esquistossomose tem prevaléncia nas areas rurais, no entanto,
estudos ja demonstram altos indices de transmisséo no litoral do estado (BARBOSA
et al. 2017).

Sua sintomatologia no ser humano pode se manifestar com evolucdo de uma
forma assintomatica até formas clinicas graves, podendo levar a internacdes e 0bitos.
Os efeitos patolégicos mais importantes sao visualizados na fase cronica,
caracterizada pela forma grave da doenca, a hepatoesplénica. Sua sintomatologia
sofre influéncia de varios fatores como a localizacdo do parasita, a sua quantidade
nos orgaos afetados, a resposta ao tratamento e a reacdo e sensibilidade do
organismo (BRASIL, 2014; GRYSEELS et al. 2006).

O praziquantel (PZQ) é atualmente o Unico medicamento de escolha para o
tratamento da esquistossomose, atuando contra todas as espécies de Schistosoma
gue infectam seres humanos. Apresenta baixa toxicidade, boa tolerancia, eficacia e
baixo custo, no entanto o PZQ apresenta limitagGes, e dentre elas destaca-se sua

baixa atividade contra estagios imaturos dos vermes, a possibilidade de resisténcia
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ou tolerancia devido ao seu uso repetido em regifes altamente endémicas, além de
nao impedir reinfeccdes e causar efeitos adversos (CIOLI, 2014; SILVA, 2017; HOTEZ
et al., 2019).

Diante deste cenario ha uma necessidade premente de investigar drogas
alternativas ou sinérgicas. Dentre o grupo de moléculas mais promissoras, destaca-
se o potencial das naftoquinonas. A juglona (JUG) é uma naftoquinona natural que
tem sido alvo de estudo devido as suas propriedades consideradas benéficas no
campo da medicina. Variadas atividades farmacolégicas ja foram comprovadas
incluindo antifingica (ARASOGLU et al. 2016), antimicrobiana (CLARK, et al., 1990),
anti-helmintica (DAMA E JADHAYV, 1997), anti-inflamatoria (LANDA et al., 2012) além
de apresentar efeitos anticancerigenos (MARYON et al., 2012). A juglona também
mostrou atividade contra Toxoplasma gondii (AKERMAN e MULLER, 2005),
Trypanosoma cruzi, T. brucei rhodesiense, Leishmania donovani (SALOMAO et al.
2013) e frente ao Schistosoma mansoni (PINTO et al., 1977; LIMA et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2009; MAGALHAES et al., 2014).

Por se tratar de uma doenca negligenciada, que afeta as camadas mais pobres
da populagcédo, a esquistossomose nao possui a devida atencdo do governo, dos
sistemas de monitoramento sanitario, ambiental e de industrias farmacéuticas. Por
consequéncia recebe quase nenhum investimento em inovacdo, pois 0 retorno
financeiro ndo é atrativo, comprometendo dessa forma a pesquisa nesta area (TAIWO
et al, 2018). A quimioterapia combinada € uma opcéo a ser considerada, pois traz
beneficios relacionados a uma maior eficacia, reducao de resisténcia e de efeitos
adversos. E uma alternativa amplamente utilizada por exemplo em infecBes
bacterianas, na malaria, bem como em casos néo infecciosos como no cancer
(TALLARIDA et al. 2001).

Diante do exposto, a busca por medidas alternativas e acessiveis para o
tratamento da esquistossomose € uma necessidade urgente. O potencial
antiparasitario apresentado pelas naftoquinonas chama atencéo para seu uso como
potencial agente esquistossomicida, e seu uso em associacdo ao PZQ podera
potencializar seu efeito contra 0 S. mansoni, além de reduzir as doses utilizadas e

dessa maneira minimizar os riscos de surgimento de cepas resistentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI NO BRASIL

A esquistossomose € considerada umas das parasitoses mais disseminadas
no mundo, sendo umas das doencas veiculadas pela agua de maior prevaléncia
(BRASIL, 2014). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que
afete mais de 240 milhdes de pessoas no mundo, tendo transmisséo relatada em 78
paises, com 51 destes apresentando transmissao de moderada a alta intensidade
(Figura 1) (WHO, 2022a). Destaca-se sua presenca nos continentes Africano, Asiatico
e na Ameérica Latina, sendo considerada pela OMS como a segunda infeccéo
parasitaria mais disseminada no mundo, depois da maléaria (BRASIL, 2014; ROCHA
et al. 2016).

A OMS pontua que mais de 700 milhdes de pessoas vivem em areas de risco
para infeccbes por Schistosoma spp., principalmente em locais com saneamento
basico precario e escassez de agua potavel, com prevaléncia em areas tropicais e
subtropicais (STEINMANN et al., 2006; GRIMES et al. 2014; WHO, 2022b). Dados de
2019 mostram que pelo menos 236.6 milhdes de pessoas necessitaram de tratamento
preventivo, onde mais 105.4 milhdes de pessoas infectadas foram tratadas (WHO,
2022a.; WHO, 2022b). No ano de 2020 o numero de tratados sofreu um decréscimo,
sobretudo devido a pandemia do COVID-19, evidenciando dessa maneira a gravidade
das interrupcdes nos servicos de prestacdo de saude para as doencas tropicais
negligenciadas (DTNs) (WHO, 2021).

O género Schistosoma apresenta cinco espécies responsaveis pela
manifestacdo da esquistossomose intestinal no homem, séo elas: S. guineensis, S.
intercalatum, S. mansoni, S. japonicum, e S. mekongi. Ja a forma urinaria da doenca
€ ocasionada pela espécie Schistosoma haematobium, com distribuicdo e predominio
de cada espécie relacionado ao seu hospedeiro intermediario e ao clima da regiao.
Algumas espécies apresentam maior importancia clinica, como a espécie S.
japonicum ocorrendo na Asia, S. haematobium e S. mansoni ocorrendo no Oriente
Médio e Africa, com predominancia do S. mansoni nas Américas, sendo essa a Unica
espécie presente nas Américas do Sul e Central. Estima-se, segundo dados da OMS,
que 90% das pessoas que necessitam de tratamento para a esquistossomose se
encontram na Africa (COLLEY et al., 2014; BRASIL, 2014; WHO, 2022a).
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Figura 1 - Mapa da situacdo dos paises com esquistossomose endémica 2020.
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Fonte: Disponivel em: Adaptado de
https://apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/sch/sch.html.

Na América Latina, o Brasil, Venezuela, Porto Rico e Suriname se destacam
com maior numero de casos (VITORINO et al. 2012). No Brasil estima-se que 25
milhdes de pessoas estdo em areas de risco de contaminacao, e segundo Ministério
da Saude (MS), a sua transmissdo esta presente de forma intensificada em 19
unidades federativas (UFs), com registro de casos em todas as regides do pais
(ESPIRITO-SANTO et al., 2015; BRASIL, 2017). Os estados da regido Sudeste e
Nordeste sdo os mais afetados, com sua ocorréncia ligada a presenca dos moluscos
transmissores, e instalacdo do seu ciclo evolutivo (Figura 2). Apesar da
esquistossomose estar incluida na Lista de Notificacdo Compulsoria acredita-se que
nem todos os casos sao notificados, fazendo com que os dados reais sejam ainda
mais alarmantes (BRASIL, 2014).
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Figura 1 - Mapa da distribuicdo da esquistossomose no Brasil, 2009-2020, segundo
faixa de positividade por municipio.

J “\\ \/ .._7"5(
Ny ) ‘\

g / 4

/ N # 0 \ b
‘ / A L
S~ ) {8 o
N SN\ 7/ T
4 o { — / \J o R
e | Ly ( A

n
»
iy

" ¥ ;W

Positividad 1 i ﬁ :

'ositividade N 4 o
0 R

=4 gegov:qsues } ’_),
eSa Y

W Maior que 15 \ }‘

- » 0 250 500 750 1000 km
R — — )
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Fonte: Ministério da Saude, 2021

Apesar de o molusco transmissor ser classificado em 10 espécies, apenas
Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila séo
conhecidos como agentes naturalmente infectados (BRASIL, 2014). Em Recife 30
criadouros de B. straminea foram detectados, sendo quatro destes criadouros focos
potenciais de transmissao (BARBOSA et al. 2013). Na regido de Porto de Galinhas,
no ano de 2013, foram coletados 485 caramujos B. glabrata e os resultados apos
analise mostraram uma taxa de infeccao de 81,9%, caracterizando este um local de
elevada transmissao para esquistossomose (GOMES et al. 2014). A regido Nordeste
se destaca na distribuicdo das espécies de Biomphalaria com risco de transmisséo do
S. mansoni (Quadro 1), todavia é valido ressaltar que as demais regides do Brasil ndo

fogem das altas estatisticas em notificacdes do caramujo (Figura 3).
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Tabela 1 - Relacao da distribuicao das trés principais espécies do caramujo hospedeiro
intermediario nos estados do Nordeste

NUMERO DENMUNICiPIOS POR ESTADO, COM PRESENGCA, AUSENCIA OU SEM
INFORMAGAO DE HOSPEDEIRO INTERMEDIARIOS DE Schistosoma mansoni

No. De Presenca Auséncia
ordem Estados de B. glabrata  B. tenagophila  B. straminea ou sem
molusco informacao
*%
1 Alagoas 88 48 0 74 14
2 Bahia 415 301 8 411 2
3 Ceara 117 0 0 117 67
4 Maranhao 56 29 0 39 161
5 Paraiba 80 15 0 76 143
6 Pernambuco 170 23 0 170 15
7 Piaui 76 1 0 76 148
8 Rio Grande 159 23 0 162 8
do Norte
9 Sergipe 66 50 0 46 9

** Municipios sem informacfes ou negativos para hospedeiros de S. mansoni.
Fonte: CARVALHO, et. al, 2020 modificado.

Figura 3 — Distribuic@o espacial das espécies de moluscos do género Biomphalaria
no Brasil. Em A, B e C observa-se a distribuicdo das espécies B. glabrata, B. straminea e B.
tenagophila, respectivamente.

BRASIL BRASIL £ BRASIL

'k S
 Biomphalaria glabrata I, " * Blomphalaria straminea &

Fonte: CARVALHO et. al, 2020.

Os dados apresentados pela regido Nordeste influenciam para sua
permanéncia como a mais incidente para novos casos confirmados e maior nimero
de focos de transmissdo (KATZ, 2018). O mesmo pode ser verificado em estudo
realizado por Martins-Leite e colaboradores (2014), entre os anos de 2000 e 2011,
gue evidenciam as maiores taxas de mortalidade para a regido do Nordeste, com

situacdo epidemioldgica critica em alguns desses estados. No ano de 2015 a regido
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chegou a concentrar 78,7% dos casos de esquistossomose, sendo a maior
prevaléncia de infeccéo, com elevado numero de formas graves e 6bitos atribuidos a
doenca no pais (SILVA; NUNES; LEAL et. al., 2019).

Dentre os estados brasileiros, Pernambuco se destaca devido ao elevado
namero de notificagdes para a esquistossomose, sendo considerado o estado com
maior mortalidade e endemicidade. (BRASIL, 2014; SILVA e DOMINGUES, 2011). A
prevaléncia da esquistossomose neste estado pode ser observada ndo apenas em
regides rurais, como também em centros urbanos e regides antes ndo endémicas.
Esse novo perfil epidemioldgico é evidenciado em decorréncia da urbanizacdo e o
intenso éxodo rural nesta regido, atrelado a uma inexistente infraestrutura sanitaria
gue contribuem para o processo de expanséo da doenca (ARAUJO et al. 2007; MS,
2017). As cidades consideradas como prioritarias, que apresentaram indice de
positividade =210% no periodo 2010-2014, se concentram no Litoral, Zona da Mata, e
parte do Agreste. Os municipios de destaque com grande ocorréncia estao
distribuidos entre as seguintes regides de saude (RS): RS I; RS II; RS Ill e RS XII
(Quadro 2) (Figura 4) (SEVS/SES-PE, 2019).

Tabela 2 - Municipios prioritarios por Regido de Saude no quadriénio 2019 — 2022.

RS | Aracoiaba, Vitéria de Santo Antdo
RS I Joéo Alfredo, Machados, Vicéncia
RS Il Agua Petra, Barreiros, Escada, Gameleira, Jaqueira, Maraial, Palmares, Primavera,
Rio Formoso, Sdo Benedito do Sul, Xexéu
RS Xli Alianca, Goiana, Itaquitinga, Macaparana, Timbauba

Fonte: SEVS/SES-PE, 2019
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Figura 4 - Mapa com a distribuicdo geografica dos municipios prioritarios do Programa
SANAR (2019 — 2022) para esquistossomose em Pernambuco.
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Fonte: SANAR/SEVS/SES-PE, 2019

Como mencionado, a Zona da Mata se destaca como uma das principais
regides endémicas, com clima quente e umido, chuvas abundantes e rios de agua
doce, apresenta forte influéncia da populacgéo rural e suas condi¢des habitacionais na
prevaléncia da doenca. A vulnerabilidade social e a auséncia de saneamento basico
propiciam a contaminacéao de colecdes hidricas e de criadouros naturais dos moluscos
hospedeiros intermediarios, assim como as variacbes climaticas favorecem o
alastramento dos criadouros do caramujo vetor (GOMES et al., 2012; BARRETO et
al, 2015). Essa regido € constituida por 43 municipios e em estudo realizado por
Campos (2014), foi observado que na distribuicdo espacial dos portadores de
esquistossomose atendidos no Hospital das Clinicas, no periodo de 2010 a 2012, a
grande quantidade de casos registrados foram provenientes da mesorregido da Zona

da Mata, exposto no quadro 3.

Tabela 3 - Distribuic&do das frequéncias dos municipios com registros de caso em que houve
contato com coleg¢des hidricas nos anos de 2010 a 2012

Municipios com registro de contato com Quantidade %  Mesorregiéao

colec¢des hidricas de casos
Vitéria de Santo Antao 25 8.4 Zona da Mata
Jaboaté@o dos Guararapes 21 7.1  Metropolitana
Escada 19 6.4 Zona da Mata
Nazaré da Mata 18 6.1 Zona da Mata
Alianca 9 3.0 Zonada Mata
Limoeiro 9 3.0 Zonada Mata
Rio Formoso 9 3.0 Zona da Mata
Sao Lourenco da Mata 9 3.0 Metropolitana
Carpina 8 2.7 Zonada Mata
Palmares 8 2.7 Zona da Mata
Recife 8 2.7 Metropolitana
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Timbaudba 8 2.7 Zona da Mata
Goiana 7 2.4  Metropolitana
Bom Jardim 6 2.0 Agreste
Cabo de Santo Agostinho 6 2.0 Metropolitana
Catende 6 2.0 Agreste
Ipojuca 6 2.0 Metropolitana
Paudalho 6 2.0 Zona da Mata
Camaragibe 5 1.7 Metropolitana
Cha de Alegria 5 1.7 Zona da Mata
Gravata 5 1.7 Agreste
Moreno 5 1.7 Metropolitana
Paulista 5 1.7 Metropolitana
Vicéncia 5 1.7 Zona da Mata
Sao Vicente Férrer 4 1.4 Zona da Mata
Agua Preta 3 1.0 Zonada Mata
Barreiros 3 1.0 Zona da Mata
Bom Conselho 3 1.0 Zona da Mata
Buenos Aires 3 1.0 Zona da Mata
Canhotinho 3 1.0 Agreste
Caruaru 3 1.0 Agreste
Gloria do Goita 3 1.0 Zonada Mata
Jodo Alfredo 3 1.0 Zona da Mata
Machados 3 1.0 Zona da Mata
Orobé 3 1.0 Zonada Mata
Ribeirdo 3 1.0 Zona da Mata
Demais municipios 41 13,9 -
TOTAL 296 100

Fonte: CAMPOS, 2014

No entanto, foi observada nos ultimos anos uma reducéo da mortalidade por
esquistossomose no Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Esse fato poderia ser
explicado por alguns pontos relevantes, como as acdes em saude publica, a elevacao
socioeconémica e o distanciamento das fontes hidricas que abrigam os moluscos
infectados pelo S. mansoni. O ministério da Saude (2019) chama atencéo para o
decréscimo nos indicadores de morbimortalidade no periodo de 2003 a 2017, onde foi
observado uma reducéo de 74% nas taxas de internacdes e de 11% na taxa de Obitos
por 100 mil habitantes. Semelhantemente pode ser verificado em estudo realizado,
entre 2007 e 2015, por Soares e colaboradores, evidenciando uma reducao
importante no percentual de casos positivos no estado de Pernambuco, de 10,31% no
inicio do periodo para 3,01% (SOARES et al., 2019).

A regido da Zona da Mata apresenta os piores resultados no que diz respeito a
reducédo de casos, mostrando que a reducdo nao ocorreu de forma uniforme para
todas as regides de saude. A manutencgdo dos individuos positivos pode estar ligada
tanto a questdes da fisiopatologia das formas graves da doenga quanto a ineficacia

do praziquantel, utilizado como estratégia isolada em regiées hiperendémicas (BRITO
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et al., 2020). Esse fato pode ser observado em estudo sobre eficacia do praziquantel,
realizado no Quénia, por quatro anos (2010-2014), em 67 criancas. Os resultados
encontrados mostram que para 15 delas, a carga parasitaria ndo diminuiu, revelando
a capacidade do parasito, apesar do tratamento, permanecer em areas endémicas
(LELO et al., 2014).

Visando o enfrentamento as doencas negligenciadas, o Governo de
Pernambuco articulou acbes de promocao, prevencdo e controle das doencas,
organizando uma série de intervencbes em municipios prioritarios por meio do
Programa SANAR (Programa de Enfrentamento as Doencas Negligenciadas —
SANAR), instituido através do Decreto n® 39.497 em 2013. Inicialmente, ao fim do
guadriénio 2011-2014, o programa teve como foco 108 municipios, passando ao final
do quadriénio 2015-2018 a atuar em 144 municipios do estado (SEVS/SES-PE, 2017).
Apesar da diminuicdo nos casos, a esquistossomose ainda é um grave problema de
saude publica que esta longe de ser erradicado, mostrando que os esforcos realizados
nao sao suficientes, necessitando de maior atencao aos fatores chaves no controle

da doenca.

2.2 Schistosoma mansoni

2.2.1 Aspectos morfoldgicos de Schistosoma mansoni nos diferentes estagios

evolutivos

A esquistossomose mansonica (EM) é causada pelo trematddeo Schistosoma
mansoni pertencente ao filo Plathyhelminthes da Classe Trematoda (SILVA et al,
2008). Esta espécie habita nos hospedeiros vertebrados, no sistema porta e veias
mesentéricas inferiores, apresentando diferencas marcantes com relacdo aos demais
trematddeos. O S. mansoni possui dimorfismo sexual, isto €, separacao nitida entre
vermes machos e fémeas, e alteracdes morfoldgicas sao observadas ao longo do seu
ciclo de vida, sendo possivel distinguir diferentes formas evolutivas: ovo, miracidio,
esporocisto, esquistossémulo e verme adulto (CAVALCANTI, 2008; NEVES et al.,
2016).
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2.2.1.1 Ovos

Os ovos (Figura 5) sdo produzidos nas glandulas vitelinicas e no ovéario das
fémeas e passam por algumas modificacdes, do primeiro ao quarto estagio de
maturacéo, até sua eliminacao. Apoés 45 dias infeccdo os ovos podem ser encontrados
no material fecal, medindo cerca de 150 um de comprimento por 60 - 65 um de largura,
guando maduros. Apresentam formato oval sendo facilmente reconhecidos pela
presenca de um espiculo ou espinho lateral, situado no polo posterior, medindo cerca
de 20 pm de comprimento e formado pela membrana externa do ovo. Tem em sua
constituicdo uma casca proteica com uma série de micro espinhos, ja internamente
pode ser observado uma membrana, o espaco granuloso entre a membrana e a casca
(camada de Reynolds) e as células vitelinicas que originardo os miracidios. Em seu
ultimo estagio de maturacdo contém em seu interior um miracidio formado, que
apresenta 20 dias de tempo médio de vida dentro do ovo no tecido, jA no ambiente
tem sobrevida de 2-5 dias sendo preciso contato aquatico, luminosidade e
temperatura adequada para sua eclosao e evolucdo (BRASIL, 2014; SILVA et al.;
2008; CARVALHO, et al. 2008; DORSEY et al., 2002; NEVES et al., 2016).

Figura 5 — Ovo de Schistosoma mansoni. Espiculo lateral (E) e miracidio interiorizado

(M)

Fonte: CARVALHO, et al. 2008

2.2.1.2 Miracidios

Com forma cilindrocbnica, o miracidio (Figura 6) mede cerca de 150-180 pum de
comprimento por 60 um de largura. Sua superficie é composta por 21 placas

epidérmicas ciliadas que auxiliam no nado e estdo agrupadas em quatro fileiras.
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Apresenta em sua por¢ao anterior o terebratorium, isto €, uma papila apical em forma
de cone contendo uma abertura de glandulas adesivas e de penetracdo e varios
receptores sensoriais. Diferente dos outros trematddeos, 0 S. mansoni ndo apresenta
glandulas cefélicas, todavia ja foi observado componentes de um sistema de deteccdo
de luz consistente com o fototropismo positivo. Seu sistema excretor elimina seus
produtos de excrecao e regula os seus liquidos internos, esse mecanismo é possivel
devido a dois pares de células em flamas ou solenécitos que seguem por tubulos
coletores e finalizam nas laterais do corpo para o meio externo (VERJOVSKI-
ALMEIDA et al., 2003; CARVALHO, et al. 2008).

Figura 6 — Miracidio de Schistosoma mansoni: Miracidios em microscopia de luz.

Fonte: FIOCRUZ, 2008

2.2.1.3 Esporocistos primario e secundario

A passagem de fase de vida livre do miracidio para a vida parasitario de
esporocisto (Figura 7) € decorrente da necessidade de habitar em um novo ambiente
com diferentes condicdes fisiologicas, como temperatura, oxigenacdo e pH. Apos
penetracdo no seu hospedeiro (tecidos moles dos caramujos) os miracidios passam
por variadas modificagdes. Apds duas horas eles perdem seu revestimento epitelial
ciliado e outras estruturas externas responsaveis pela penetracédo se transformando
em uma estrutura sacular alongada. Seguidas 24 horas de infeccdo € iniciada a
formacdo de microvilosidades sobre uma nova membrana externa que esta sendo
formada com funcao de realizar trocas metabdlicas e interagir com o meio celular do
hospedeiro onde se encontra. Apés 72 horas destaca-se a nova camada superficial
ao redor do esporocisto primario ou mae, e € por meio deste tegumento que é

realizado absorcéo de nutrientes, ja que este ndo apresenta sistema digestivo (CHIA-
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TUNG, 1996; SILVA et al.; 2008). Apos alguns dias, e depois de passarem por
alteracbes, 0 esporocisto secundério ou filha é originado e apds sofrerem
modificacbes anatdmicas 0s esporocistos secundarios atingem a maturidade e

abandonam o esporocisto mée. (SILVA et al.; 2008).

Figura 7 — Esporocisto primario (ES1) e secundario (ES2) de Schistosoma mansoni
em corte histolégico de Biomphalaria sp.

Fonte: CARVALHO, et al. 2008

O tempo necessario para o desenvolvimento em cercarias maduras no
esporocisto € de trés a quatro semanas. A liberacdo cercariana ndo ocorre apenas
uma unica vez, e sim de maneira cadenciada e diante de estimulos ambientais. A
justificativa encontrada para explicar este acontecimento é o conceito discutido por
alguns autores da formacdo de um terceiro esporocisto, dando continuidade a uma
nova geracao de esporocistos (MEULEMAN et al., 1980; BAYNE & GREVELDING,
2003).

2.2.1.4 Cercarias

Medindo cerca de 500 um de comprimento, as cercarias (Figura 8) tem um
corpo alongado e cilindrico com uma cauda de extremidade curta e bifurcada
essencial no seu deslocamento. A cauda cercariana apresenta uma camada
longitudinal e circular com duas ou trés miofibrilas na sua camada longitudinal
(DORSEY et al., 2002; NEVES et al., 2016).

O corpo cercariano mede cerca de 200 um de comprimento e nele estao
presentes duas ventosas: a oral e a ventral (ou acetabulo). Também sdo observados
espinhos e granulos no revestimento do corpo cercariano e em toda extensdo da

cauda. O corpo cercariano possui estruturas fundamentais, além das ja citadas, como
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células musculares, nervosas, do sistema digestivo, papilas sensoriais, células do
sistema osmorregulador e células germinativas que irdo se desenvolver nos 6rgaos
reprodutivos nos vermes adultos, machos ou fémeas (DORSEY et al., 2002;
CAVALCANTI et al. 2009). Na sua regido anterior ha a presenca de receptores
sensoriais, terminacdes nervosas que estdo localizadas na superficie das cercarias,
que regulam seu comportamento no ambiente através de respostas aos sinais
térmicos, quimicos e mecanicos. Esta interacdo com o meio ambiente ocorre através
de cilios ou até mesmo através de aberturas no tegumento da cercaria (NEVES et al.,
2016; SILVA et al.; 2008).

A cercéria é revestida por um tegumento sincicial, apresentando uma regido
citoplasmatica anucleada que estd unida diretamente a membrana superficial
continua. A superficie externa do seu tegumento é formada por uma membrana
plasmatica sobre uma membrana basal, ambas trilaminadas. Na sua superficie
também é possivel observar a presenca de numerosas fibrilas denominadas glicocalix,
gue dentre outras funcdes, protegem a permeabilidade da cercaria (DORSEY et al.,
2002; SILVA, 2008).

Figura 8 — Cercaria de Schistosoma mansoni: (A) exemplo de cercaria em microscopia de
luz. (B) cercéria com énfase nas estruturas: (a) corpo; (b) cauda; (c) bifurcacdo na cauda; (d)
ventosa oral; (e) ventosa ventral ou acetdbulo; (f) distancia entre as ventosas.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2021; SILVA et al., 2000.
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2.2.1.5 Esquistossomulos

Alteraces bioquimicas e morfolégicas ocorrem no processo de transformacéao
de cercaria para esquistossémulos (Figura 9). A partir da penetracdo na pele do
hospedeiro definitivo, a cauda se desprende e seu tegumento se torna especializado
para absorcao, secrecdo e como local das ac¢des imunoldgicas do hospedeiro. Esse
novo ambiente induz alteracbes no verme para sua sobrevivéncia e desenvolvimento
j& que esta passando da vida livre para uma vida parasitaria (SKELLY E
SHOEMAKER, 2000). Durante a transicao ocorre uma reorganizacao do tegumento,
apresentando grandes vacuolos, corpos alongados e pequenos COrpos
membranosos. Com cerca de trés horas a grande maioria de sua membrana externa
€ heptalaminada e com 24 horas a principal modificacdo observada é a presenca de
pregas e cavidades na sua superficie (MCLAREN, 1980; HOCKLEY & MCLAREN,
1973). Durante sua migracdo no hospedeiro, 0 esquistossomulo passam por
modificacbes chegando a medir cerca de 400 um de comprimento com as
extremidades cobertas de espinhos, tendo seu formado mais alongado e estreito.
Também séo observadas alteragcdes no tubo digestivo com evolucdo de um ceco
bifurcado que se une apds a ventosa ventral formando assim um unico ceco. E no
sistema porta-hepatico que 0s vermes jovens iniciam seu processo de maturagcao
(PINTO et al. 1990; CARVALHO, et al. 2008).

Figura 9 — Esquistossémulo de Schistosoma mansoni.

Fonte: SILVA et al., 2008
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2.2.1.6 Vermes jovens

No sistema porta-hepético, o processo de maturacdo € iniciado sendo bem
caracteristico com 21 dias. No décimo sexto dia a aparéncia geral dos vermes jovens
difere bastante dos vermes adultos, apresentando menos de 0,5 mm e superficie
dorsal e ventral semelhantes. Nesta fase é geralmente impossivel distinguir entre
machos e fémeas (VOGE et al., 1978) (Figura 10). Estudos realizados por Kamel e
colaboradores (2017) em vermes juvenis (21 dias) de S. mansoni demonstraram
nesse periodo a presenca da ventosa oral e ventral, e ja evidenciando a formacgéo de
um sulco, que futuramente se desenvolvera no canal ginecéforo. Nesse periodo
também é possivel observar a superficie dorsal dos vermes jovens coberta por fileiras
de dobras tegumentares (Figura 11 A-B) (KAMEL et al.; 2017).

Figura 10 — Vermes jovens (16 dias) de Schistosoma mansoni, com cerca de 0,4 mm de
comprimento.

Fonte: Voge et al., 1978
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Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) de vermes jovens de
Schistosoma mansoni. (A) Vermes jovens apresentando: Ventosa oral (V.O), ventosa ventral
(V.V) e formacéo do sulco (S), marcando o inicio do canal ginecéforo. (B) Superficie dorsal
de vermes jovens mostrando fileiras de pregas tegumentares (P.T). (C) Verme jovem (21
dias) e suas estruturas.

Fonte: KAMEL et al., 2017

O seu sistema digestivo tem inicio na boca, localizado préximo da ventosa oral,
seguido de um esodfago que se une posteriormente a um ceco ramificado (Figura 12).
Os machos jovens e ainda pouco desenvolvidos apresentam dois lobos testiculares,
por outro lado, as fémeas jovens, em contraste as adultas ja desenvolvidas,
apresentam Uutero rudimentar e seu tegumento composto por estrias bem-
organizadas, largas e profundas (SILVA et al.; 2008; KAMEL et al.; 2017).

Figura 12 — Verme jovem (21 dias). Ventosa oral (V.0.); ventosa ventral (V.V.); Ceco
ramificado (C.R.).

Fonte: SANTOS, 2018
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Um processo de grande relevancia durante o desenvolvimento e crescimento
dos vermes é a formacéo do seu tegumento. E importante ressaltar que o tegumento
do parasito é renovado a cada seis horas, e além de desempenhar importante papel
na defesa frente ao sistema imunolégico do hospedeiro, também esta envolvido na
absorcao de nutrientes, osmorregulacdo e excrecao (KAMEL et al.; 2017; OLIVEIRA
et al., 2013). Com relacdo a esta importante estrutura, na quarta semana a superficie
do corpo do macho jovem (20 dias) apresenta-se lisa e com presenca de organelas
sensoriais. Ja na face dorsal o tegumento demonstra protuberancias (tubérculos) com
presenca de espinhos (Figura 13-A) Estudos realizados por Voge e colaboradores
(1978) constataram que a medida que os vermes aumentam de tamanho, o tegumento
comeca a apresentar pregas mais profundas, dando assim uma aparéncia mais
enrugada. Cada dobra formada pode desenvolver reentrancias adicionais (Figura 13-
B). Se presentes, os espinhos e bulbos sensoriais podem ficar escondidos pelas
dobras.

Figura 13 — Desenvolvimento de caracteristicas tegumentares de vermes de Schistosoma
mansoni. (A) microscopia da superficie dorsal da fémea de Schistosoma mansoni aos 20
dias de idade. (B) superficie dorsal de verme com 20 dias de idade.

Fonte: VOGE et al.,1978

O tegumento neste momento apresenta duas superficies, uma externa em
contato direto com o hospedeiro, composto de dupla camada lipidica, e a superficie
basal interna, constituida de uma unica membrana com dupla camada. Os citons, sao
as ceélulas subtegumentares, que estdo diretamente conectadas ao tegumento por
ligacdes mediadas por microtubulos. Essas células possuem nucleo, mitocondrias,



33

complexo de Golgi, corpos membranosos, reticulo endoplasmatico e corpos discoides
no local de unido a superficie externa (SILVA et al.; 2008).

Na quarta semana 0os machos ja apresentam oito I6bulos testiculares, onde é
observada a presenca de espermatozoides. Nesse periodo as fémeas jA comecam a
desenvolver um pequeno ovario e o oétipo, local onde o ovo é encontrado em
processo de formacao. Por volta da quinta semana o canal ginecoforo é formado ap6s
dobramento das extremidades laterais do corpo e nas fémeas, a proteina da casca do
ovo esta presente e os foliculos ovarianos se desenvolvem ao longo de seu corpo
(SILVA et al.; 2008).

2.2.1.7 Vermes adultos

Os vermes machos adultos apresentam coloracdo esbranquicada medindo
cerca de 10mm de comprimento e tem seu tegumento coberto por pequenos
tubérculos. E achatado dorsoventralmente formando um tubo longitudinal conhecido
como canal ginecéforo (SILVA et al. 2008). Traz na sua extremidade anterior uma
ventosa oral e uma ventral (acetabulo), e na sua extremidade posterior esta localizado
o canal ginecoforo com funcédo de albergar e fecundar a fémea (Figura 14). Apés a
ventosa oral se encontra o es6fago e o ceco Unico terminando na extremidade
posterior. A vesicula seminal se encontra unida ao poro genital através do ducto
ejaculatorio e unida ao testiculo através do ducto deferente que esta situado na porcao
final do canal ginecéforo. Desde que desprovido de o6rgdo copulador, a fémea é
fecundada por meio do envoltério do canal ginecoforo, onde os espermatozoides sédo
liberados no poro genital, dessa forma alcancando a fémea. O acasalamento é
fundamental para manutencdo da maturidade sexual das fémeas (MARTINEZ et al.
2003; NEVES, 2016).



34

Figura 14 — Verme adulto macho se Schistosoma mansoni. Ventosa oral (V.O.),
ventosa ventral (V.V.) e canal ginecoforo (C.G.).

4

=

Fonte: Universidade do Panama, 2021

Os vermes adultos fémeas diferem do macho apresentando comprimento mais
longo e corpo cilindrico medindo cerca de 15mm de comprimento (Figura 15). Sua
superficie € lisa e de aparéncia translucida, permitindo visualizacdo de uma coloragéo
amarronzada devido a presenca do pigmento hemozoina no tubo digestivo,
decorrente do metabolismo da hemoglobina do sangue do hospedeiro. Sao filiformes
e sua ventosa oral e ventral (ou acetabulo) sdo de tamanhos inferiores quando
comparadas aos do macho. Seu sistema reprodutor tem inicio abaixo do acetabulo,
pela vulva, seguida pelo Utero, ootipo e ovario. O odtipo € envolvido por células
glandulares sendo uma de suas funcgdes estimular as células vitelinicas, que ocupam
a maior parte do corpo da fémea, e que apresentam diferencas no tamanho e na
funcao de sintetizar material para formacéo da casca do ovo (CARVALHO et al. 2008;
PEREIRA et al. 2012).

Figura 15 — Verme adulto fémea de Schistosoma mansoni. Ventosa ventral (V.V.),
ventosa oral (V.0.), ovario (O.), glandulas vitelinicas (G.V.).

G.V.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021
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2.2.2 Ciclo bioldégico do Schistosoma mansoni

O ciclo do Schistosoma mansoni querer passagem por dois hospedeiros, sendo
categorizado por um ciclo do tipo heteroxénico. No hospedeiro definitivo, representado
pelo homem, se realiza a reproducéo sexuada dos vermes adultos e no hospedeiro
intermediario, representado por moluscos do género Biomphalaria, ocorre a
reproducao assexuada.

O homem infectado com casais de S. mansoni libera em suas fezes ovos
maduros contendo no seu interior miracidios, larva aquatica de vida livre infectante ao
caramujo. Em contato com a 4gua no meio externo, em condi¢c6es adequadas de
umidade, oxigenac¢ao da agua, luminosidade e de temperatura media de 28°C, 0s ovos
maduros eclodem e os miracidios sao liberados. Com o auxilio das suas estruturas
ciliares essas larvas sao capazes de nadar em busca do hospedeiro intermediario, 0s
caramujos de agua doce pertencente ao filo Molusca, e género Biomphalaria (Figura
16). O encontro e reconhecimento ao caramujo € feito através de mecanismo
guimiotaticos, por gradientes de particulas presentes no muco do caramujo que Sao
detectados pelos miracidios (SOUZA, 2011; BRASIL, 2014; NEVES, 2016).

Figura 16 — Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata in natura.

Fonte: Arquivo pessoal, 2021

Ao entrar em contato com 0os caramujos, 0s miracidios liberam o contetudo de
sua glandula de adeséo e seu terebratorium assume forma de ventosa, que somados
aos movimentos rotatérios e contrateis garantem a penetragdo da larva. As enzimas
proteoliticas garantem a digestdo dos tecidos moles do caramujo, tendo esse
processo em média duracdo de 10 a 15 minutos (NEVES, 2016). No tecido do

caramujo, o miracidio se reestrutura se desfazendo de sua camada ciliada e perdendo
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parte de seus componentes externos. Em cerca de 48 horas, as células restantes se
reorganizam formando um saco alongado contendo células germinativas, chamado
de esporocisto | (primario ou mae). Esta estrutura sacular se diferenciara em
esporocisto secundario por um processo de poliembrionia, que posteriormente se
diferenciam em cercérias. As células germinativas se dividem e se diferenciam
carregando consigo o0 mesmo sexo do miracidio que o originou. Esse processo leva
aproximadamente 30 dias apds a infeccdo do caramujo. Cerca de 100 a 300 mil
cercéarias podem ser geradas provenientes de um unico miracidio (SILVA et al.; 2008;
GRYSSELS et al. 2006).

Estimulos, tais como temperatura e luz, influenciam na emergéncia cercariana,
isto é, na saida das cercéarias dos caramujos. Além disso, as cercarias no ambiente
respondem a diversos estimulos, como por exemplo, a turbuléncia e escuriddo que
aumentam seu periodo de natacéo, em contrapartida os produtos quimicos da pele
causam constante natacdo, aumentando a probabilidade de encontro com seu
hospedeiro. As cercarias recém-eliminadas nadam em busca do hospedeiro, com
movimentos oriundos, sobretudo, pela movimentacdo da cauda. No meio aquatico o
tempo médio de vida cercariana € de 36-48 horas (CURWEN & WILSON, 2003;
MCKERROW, 2003).

A infeccdo ao hospedeiro definitivo tem inicio quando este entra em contato
com agua contendo as cercarias que penetram através da sua pele ou mucosa. As
cercarias apresentam maior capacidade de infeccdo nas suas primeiras 8 horas de
vida, e alguns sinais quimicos, térmicos e mecanicos estao relacionados diretamente
a probabilidade de encontro ao hospedeiro. A adesdo ocorre através da regido da
ventosa oral e no processo de penetracdo ocorre a liberacdo das enzimas
proteoliticas, que associado a sua a¢cdo mecanica rotatoria favorece a passagem do
corpo cercariano, com consequente perda da cauda. Esse processo de penetracao
varia de hospedeiro para hospedeiro, no homem dura aproximadamente 15 minutos
(SILVA et al. 2008; BRACHS e HASS, 2008; HAEBERLEIN e HASS, 2008).

O corpo cercariano, agora denominado esquistossémulo, passa por alteracdes
em busca de adaptacdo ao ambiente em que se encontra. Seu tegumento trilaminar
passa a ser uma estrutura heptalaminar, que protege e “esconde” o parasito do
sistema imunoldgico ao possibilitar sua adeséo a diversas proteinas do hospedeiro.
Também se observa troca do metabolismo oxidativo para o anaerébio facultativo. Os

esquistossémulos incialmente transitam por estruturas que compdem a epiderme e
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derme extravascular e a Ultima barreira a ser vencida antes de cairem na circulagéo
sanguinea ou linfatica € a parede dos vasos (SKELLY e WILSON, 2006; NEVES,
2016).

O sistema venoso € a principal rota da pele para os pulmdes e somente uma
pequena fracdo utiliza a via linfatica. Do pulméo os esquistossdmulos sédo carregados
para o lado direito do coracéo sendo entdo distribuidos para os pulmdes através da
artéria pulmonar, sendo conhecidos nessa fase como esquistossémulos pulmonares.
A densidade de esquistossémulos no pulmao é aumentada entre o segundo e oitavo
dia de infeccéo, e seu desenvolvimento completa-se nos vasos intra-hepaticos. Nesse
local vao se acumulando podendo ser encontrado tanto vermes jovens como adultos
(SKELLY e WILSON, 2006; NEVES, 2016).

A literatura demonstra a possibilidade de trés vias de migracdo dos pulmdes
para o sistema porta-hepatico: Intravascular direta que pode ocorrer sem recirculacao
(modelo passivo) ou com recirculacao; Intravascular reversa (modelo ativo) onde os
esquistossomulos, apoOs atingirem os pulmdes, migrariam contra a corrente
sanguinea; Transdiafragmatica, nesse modelo os esquistossdmulos escapariam dos
capilares pulmonares em direcao aos alvéolos seguindo através do tecido pulmonar
até atingirem 0s vasos intra-hepaticos, para isso atravessando o diafragma e a
capsula hepética. Das vias exemplificadas, a via intravascular direta com recirculacao
mostrou ser a de maior comprovacao. Nesta os esquistossémulos transitariam pela
circulacdo pulmonar-sistémica, sendo transportados até as camaras esquerdas do
coracao para a aorta e desta seguindo para o sistema porta-hepatico através das
artérias hepaticas ou mesentéricas. Varios circuitos desse processo migratério podem
ser necessarios antes que os esquistossémulos logrem o sistema porta-hepéatico
(MILLER e WILSON, 1980; GEORGI, WADE e DEAN, 1987; WILSON, 2009; SKELLY
e WILSON, 2006; NEVES, 2016).

Os esquistossémulos séo induzidos a completarem sua maturidade nos vasos
intra-hepaticos entre 10 e 20 dias apds a infeccdo, sendo observados vermes com
sangue ingerido e aumento de seu volume corporal. O amadurecimento sexual na
fémea tem inicio com a sua chegada ao sistema porta-hepatico e de seu contato
intimo com o macho, sendo isto um pré-requisito para seu amadurecimento. Por volta
da terceira semana de infeccdo ocorre a migracdo para as veias mesentéricas
inferiores onde comumente ocorre o acasalamento, onde o macho mantém a fémea

em seu canal ginecéforo ajudando-a na digestdo do sangue e no seu transporte para
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os locais de postura dos ovos entre 0 30° e 0 34° dia de infecgcdo (STANDEN, 1953;
CLOUGH, 1981; WHEATER e WILSON, 1979).

A migragao dos ovos para a luz intestinal ocorre concomitante ao processo de
maturacdo do miracidio dentro do ovo, que dura em média de 6-7 dias. A passagem
ocasiona micro hemorragias e areas de inflamacdo que sdo responsaveis pelo
surgimento de diarreia. Em caso de ndo alcancar a luz intestinal os ovos podem
permanecer presos na parede intestinal ou serem arrastados em dire¢&o ao figado. E
possivel observar presenca de ovos maduros no material fecal do hospedeiro
definitivo ap6s cerca de 42-45 dias de infeccdo. No ambiente 0s ovos permanecem
viaveis por cerca de 4 a 5 dias desde que em lugares Umidos, e sob determinadas
condicBes descritas anteriormente, os ovos eclodem liberando o miracidio reiniciando

dessa maneiro o seu ciclo biolégico (Figura 17) (NEVES, 2016).

Figura 17 — Ciclo biol6gico do Schistosoma mansoni. A figura apresenta as formas do
parasita (ovo, miracidio, cercaria, esquistossémulos, vermes adultos) e seus hospedeiros
intermediario (Biomphalaria glabrata) e definitivo (vertebrado).
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2.2.3 Patogenia

A patogénese da esquistossomose e as lesfes causadas ao organismo
parasitado dependem de varios fatores: Da cepa, da carga parasitaria, da idade e
estado nutricional do hospedeiro, bem como da sua resposta imune as agressdes do
parasito. O quadro clinico da doenca e suas caracteristicas patogénicas podem ser
divididos em duas fases: Aguda e cronica (NEVES, 2016; KLAVER et al., 2015).

E possivel definir sintomas classicos caracteristicos de cada estagio da doenca,
no entanto em seus primeiros momentos pode passar despercebida ou assintomatica
na maioria dos portadores (VALE et al. 2017). A fase aguda pode perdurar até 120
dias ap6s a infeccdo e engloba sintomas iniciais muitas vezes inespecificos.
Inicialmente os individuos podem apresentar uma reacao inflamatoria ocasionando
uma erupgao cutanea, a chamada dermatite cercariana ou dermatite do nadador,
decorrente do contato e morte de cercarias que penetraram na pele do hospedeiro.
Essas lesGes podem ser visualizadas a partir de 1 hora apos exposicéo e contato do
hospedeiro, apresentando tamanho de 1-3 centimetros (ROSS et al., 2007; NEVES,
2016; LICHTENBERGOVA et al., 2008; VITORINO et al., 2012).

Apés trés a quatro semanas, dependendo da carga parasitaria e da
sensibilidade do hospedeiro, pode surgir o quadro clinico descrito como forma
toxémica. Este quadro é decorrente de uma reacdo de hipersensibilidade sistémica
ocasionada pela migracdo dos esquistossémulos ou ovos que ocorrem entre 14-84
dias apds a infeccao primaria. Seus sintomas gerais incluem febre, fadiga, mal-estar,
mialgia, tosse, leucocitose com eosinofilia, perda de peso, dispneia, dor na regido do
figado ou do intestino, hepatoesplenomegalia discreta, diarreia acompanhada ou ndo
por sangue, entre outros. Os sintomas sao intensificados entre a quinta e sexta
semana coincidindo com o periodo de oviposi¢do. Nessa fase toxémica, na maioria
dos casos, ha evolucdo de forma lenta para a esquistossomose crbnica, caso o
paciente ndo seja submetido a tratamento especifico. E importante pontuar que as
manifestacdes agudas sdo comuns nos individuos expostos pela primeira vez, todavia
essas manifestacdes sdo raras nas populacdes de areas endémicas (GRYSEELS et
al., 2006; ROSS et al., 2007; BRASIL, 2014; NEVES, 2016; VITORINO et al., 2012).

Na fase crénica existem grandes variacdes clinicas, e as principais lesfes sao
decorrentes das reacfes imunoldgicas dos antigenos presentes no ovo de S.

mansoni. Uma fragdo dos ovos seréo lancados no meio externo junto ao bolo fecal e



40

os demais ficaréo retidos e serdo arrastados para o figado ou, mais raramente, para
outros 6rgaos, resultando na formacdo de granulomas e tecidos fibréticos (ROSS et
al. 2007; HAMS e AVIELLO; FALLON, 2013). Na forma intestinal, o paciente pode
apresentar fibrose da algca retossigmoéide, ocasionando uma diminuicdo do
peristaltismo e consequentemente constipacdo. Os sintomas caracterizam-se por dor
abdominal crbnica, desconforto, falta de apetite, fezes mucossanguinolentas, o que
leva o individuo infectado a apresentar anemia, podendo estar associada a passagem
dos ovos para o lumen intestinal (ROSS et al., 2007; CARVALHO, 2008; NEVES,
2016).

As alteracBes encontradas no figado surgem concomitantemente ao inicio da
oviposicao e formacao dos granulomas, desencadeados devido a presenca dos ovos
arrastados para esse 6rgdo. Os ovos liberam antigenos chamados de SEA (Soluble
egg antigens — Antigenos soluveis do ovo), que induz liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias. A resposta inflamatdéria resulta na formagéao de uma barreira para conter
0 patdgeno, células semelhantes a fibroblastos vao substituindo as células
inflamatorias, se reunindo e organizando-se em camadas concéntricas fabricando
grande quantidade de colageno, ao final a formacdo do granuloma ird acarretar a
perda da funcdo da regido acometida ao hospedeiro. Esses granulomas podem ser
isolados ou multiplos, com ou sem fibrose podendo também ser encontrado regides
de calcificacdo (HANG et al., 1974; HAMS; AVIELLO e FALLON, 2013).

A fibrose periportal, caracterizando a “fiborose de Symmers”, € uma das
alteracoes provocadas no figado resultando na perda da elasticidade com obstrucéo
parcial ou total dos vasos sanguineos acarretando hipertenséo portal ao individuo.
Essa manifestacdo, decorrente da formacdo de granulomas devido a grande
guantidade de ovos nesse 0rgao, podera levar ao desenvolvimento no paciente de
uma série de outras alteragbes como a esplenomegalia, causada pela reacao
imunoalérgica resultando em hiperplasia do baco; ascite, conhecida como “Barriga
D’agua”, que pode ser observada nos quadros clinicos avancado das formas mais
graves da esquistossomose sendo decorrente de alteracbes hemodinamicas da
circulacdo portal; e formacdo de varizes gastresofagicas como uma forma de
compensac¢ao do organismo, essas varizes podem ser sensiveis e possuirem um alto
risco de rompimento podendo levar a hemorragia, o que pode ser fatal. Pacientes com
este grau de acometimento de forma crénica estdo com maior frequéncia nos registros
de 6bitos (ROSS et al. 2007, NEVES, 2016; GRYSEELS et al., 2006).
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2.2.4 Tratamento

A guimioterapia € a medida principal utilizada para o controle de morbidade da
esquistossomose. Inicialmente os primeiros compostos utilizados para o tratamento
da esquistossomose, dentre eles compostos sintéticos derivados dos sais de
antimonio e o lucantone, tiveram sua utilizacao proibida devido aos perigos e efeitos
adversos apresentados (CARVALHO et al. 1982; KATZ e COELHO, 2008). A
oxaminiquine (OXA) foi utlizada por muito tempo no tratamento de milhdes de
pessoas infectadas com o S. mansoni, antes da introducdo do praziquantel (PZQ).
Apresenta acéo especifica contra esta espécie e seu protocolo terapéutico consiste
na administragdo oral em dose Unica, exibindo indice de cura semelhante ao do
praziquantel. Seu uso destacava-se pela sua boa tolerancia e alta eficacia, sobretudo
aos vermes machos, mais susceptiveis ao farmaco. No entanto sua utilizagéo foi
suprimida devido a alguns de seus efeitos colaterais, sendo atualmente o praziquantel
o farmaco de primeira escolha para o tratamento da esquistossomose (SILVA et al.,
2017; CIOLI et al., 2014; NEVES, 2016).

2.2.4.1 Praziquantel (PZQ)

O praziquantel apresenta espectro mais amplo em comparac¢ao a oxaminiquine
agindo contra todas as espécies do género Schistosoma que infectam o ser humano.
Apresenta elevada taxa de cura, baixo custo e baixa toxicidade, sendo o medicamento
de escolha para o tratamento da esquistossomose em todas as suas formas clinica.
Em primeiro momento, o praziquantel foi desenvolvido para o tratamento de cestoides,
tendo posteriormente seu uso expandido ao tratamento da esquistossomose. Por
conseguinte, também € indicado para tratamento de teniase, cisticercose e contra
Hymenolepis nana e Diphyllobothrium spp, exibindo dessa forma atividade
farmacolégica mais evidente e significativa contrastando com a atividade da
oxaminiquine (SILVA et al., 2017).

O PZQ é um derivado pirazino-isoquinoleinico (Figura 18), de sabor amargo e
inodoro, sendo praticamente insoluvel em agua, porém sollvel em alguns solventes
organicos. Apresenta rapida absorcdo, tendo sua biodisponibilidade
significativamente aumentada apos refeicées gordurosa (DOENHOFF et al., 2008;

OLLIARO, 2014). Com maior frequéncia é possivel observar no individuo efeitos
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adversos que podem ser leves e transitorios, como dor abdominal, diarreia, cefaleia,
vomito, anorexia, palpitacdo, tremor, sonoléncia e ocasionalmente 0s pacientes
podem apresentar reacdo urticariforme e febre (JERNIGAN e PEARSON, 1995;
NEVES, 2016; BRASIL, 2014). Além disso, um quadro de eosinofilia pode estar
presente, decorrente de uma resposta imunoldgica induzida pela morte dos vermes,
com algumas alteracdes reversiveis das provas de funcdo hepética e
hipersensibilidade cutanea, relatada em alguns casos, nesse cenario o PZQ é
contraindicado, no entanto € considerado um farmaco seguro, pois ndo demonstra
potencial genotoxico nos testes de mutagénicidade (CHAIRMAN et al.,, 1991;
DOMLING e KHOURY, 2010).

Figura 18 - Estrutura molecular do Praziquantel

Fonte: Pubchem, 2023

E evidente a importancia do tegumento ao verme, estando envolvido em
funcdes importantes, como na absorcdo de nutrientes, equilibrio osmotico, defesa do
sistema imune do hospedeiro e na secre¢cdo de metabdlitos. Dessa forma, o
surgimento de bolhas e vacuolizacdo do tegumento compdem mecanismos de acao
importantes relacionado a acdo do PZQ (HONG; 2018). O mecanismo de acao do
PZQ ainda nado esta totalmente esclarecido, contudo, estudos evidenciam a
importancia dos canais de Ca?" voltagem-dependente, que acarretam o influxo
acelerado de Ca?*, provocando contracdo da musculatura lisa, paralisia e
consequentemente a morte do parasito (SALVADOR-RECATALA et al. 2008;
GREENBERG, 2013). A droga causa paralisia ao verme expondo antigenos-alvo ao
sistema imune do hospedeiro. Em poucos minutos apos administracdo da droga os

vermes relaxam o acetabulo e sdo carregados ao figado onde sao expostos as
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reacdes inflamatorias nesse meio (NEVES, 2016; MATOS-ROCHA et al., 2016; VALE
et al.; 2017).

Embora comprovada eficacia do PZQ, a principal limitacdo no uso esta
relacionada a sua baixa eficicia contra estagios imaturos do verme e ndo prevenir
reinfeccbes. Além disso, quando apenas vermes machos sdo considerados, esses
irdo apresentar maior sensibilidade ao PZQ quando comparado as fémeas
(DOENHOFF et al., 2000; SILVA et al., 2017; CIOLI et al., 2014; GRYSEELS et al.,
2001). E alarmante o PZQ ser considerado o Unico medicamento de escolha para
tratar uma doenca que afeta milhdes de pessoas, principalmente levando em
consideracdo o surgimento de cepas de Schistosoma resistentes e/ou pouco
sensiveis ao PZQ (ABDUL-GHANI et al.,, 2009). Esse cenario € preocupante
principalmente em diferentes regides endémicas, onde se tem alto risco de
reinfec¢des, visto que ndo existem vacina contra 0 parasito, o que pode levar a
interpretacdo errbnea sobre as taxas de cura. Associado a isto, podemos destacar
também falhas no tratamento dos individuos infectados, em conjunto com 0 uso
indiscriminado e recorrente do PZQ, tornando pertinente o surgimento de resisténcia
elou tolerancia (DOENHOFF, CIOLI e UTZINGER, 2008; WANG et al. 2012;). E
possivel ainda identificar cepas que apresentam naturalmente diferentes
susceptibilidades aos farmacos esquistossomicidas, como também cepas resistentes
aos PZQ induzidas em laboratério, apesar do mecanismo de resisténcia ndo esta
totalmente elucidado (ISMAIL et al.,1996; BONESSO-SABADINI e DE SOUZA DIAS,
2002; COUTO et al., 2011; COUTO, 2014).

De acordo com pesquisas realizadas por Fallon e Doenhoff (1994), foi
evidenciado que camundongos tratados com doses subcurativas desenvolveram
resisténcia ao PZQ, obtendo assim a primeira evidencia de cepas resistentes. Em
comunidades do Delta do Nilo no Egito foram relatados pacientes que apresentaram
ovos viaveis de S. mansoni em suas fezes, mesmo apos serem tratados (ISMAEL et
al. 1999). Diferentes paises da Africa estdo entre os mais citados na literatura
referentes a casos de resisténcia. A fim de buscar explicacdo para o baixo indice de
cura nesses paises, Denso-Appiah & De Vlas (2002) avaliaram varios ensaios clinicos
realizados com o PZQ, evidenciando em seus resultados que apesar da alta carga
parasitaria influenciar no indice de cura, ndo pode ser excluido a resisténcia, ou forte
tolerancia da cepa de S. mansoni ao PZQ nessa regido (DOENHOFF et al. 2009). Em

estudo de eficacia para tratamento coletivo, € ressaltado sobre a eficacia do PZQ ser
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de apenas 50%, e que essa droga isolada é insuficiente para eliminar a
esquistossomose como um problema de saude publica (ROSS et al., 2017).
Considerando que a exposicao e o emprego do PZQ, sobretudo em regides
endémicas, ocorrer em larga escala e de forma repetida, o surgimento de cepas
resistentes é uma possibilidade que deve ser considerada. As consequéncias deste
cenario podem culminar na diminuicdo da eficicia do tratamento e persisténcia da
infec¢do, o que é potencialmente perigoso e aponta a necessidade de identificar novos

medicamentos eficazes.

2.2.5 Juglona

A juglona (5-hidroxy-1,4-naftoquinona) (Figura 19) foi isolada pela primeira vez
em 1850 e em 1881 foi publicado o primeiro relatorio cientifico sobre seu efeito
alelopatico, sendo utilizada como ingrediente ativo em remeédios fitoterapicos e
corantes comerciais (STICKNEY J. HOY P., 1881). Apresenta cor ambar, com baixa
solubilidade em agua, ligeiramente soluvel em agua quente e solavel em alcool
metilico e etilico, acetona, cloroférmio, benzeno e acido acético. Tem boa resisténcia
a variacdo da temperatura, apresentando temperatura de fusdo de 155 °C, e é
bastante reconhecida e estudada devido a sua importancia nas pesquisas biolégicas
e medicinais (ERDEMOGLU et al.,, 2003; HARBORNE, 1988; TAKURH, 2011;
STRUGSTAD & DESPOTOVSKI, 2012).

E uma naftoquinona encontrada naturalmente em espécies de Juglans regia,
Juglans nigra, Juglans cineraria e em outras espécies da familia Juglandaceae.
Acredita-se que a J. regia seja nativa da Grécia e da Peninsula Balcanica, podendo
ser encontrada atualmente em diferentes continentes, crescendo na natureza em 19
paises do continente asiatico como também nos EUA, sendo este um dos maiores
produtores de castanha de J. regia (WESTWOOD, 1977; TAKURH, 2011). E relatada
sua presenca, em quantidades significativas, em todas as partes da planta, incluindo
suas folhas, raizes, caule, galhos e nozes. Dentre as espécies, a J. regia € a mais
utilizada na extracdo deste componente por apresentar uma maior quantidade
(TAKURH, 2011; STRUGSTAD & DESPOTOVSKI, 2012).
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Figura 19 — Estrutura molecular da Juglona.

O

Fonte: Pubchem, 2021

As naftoquinonas constituem uma classe de metabdlitos secundarios que
ocorrem naturalmente em uma grande variedade de plantas, estando entre o0s
produtos naturais mais ativos. Estudos mostram as diversas propriedades
farmacologicas apresentadas por esses metabolitos, como atividade antibacteriana
(TAN et al., 2012), antifangica (MONKS et al., 1990), antitumoral (PAREKH et al.,
1991), como também antiparasitaria (BABULA et al., 2009). A atividade antiparasitaria
foi reportada por uma série de naftoquinonas, dentre elas, a plumbagina, com acéo
leishmanicida (KAYSER et al., 2000), antimalarica (LIKHITWITAYAWUID et al., 1998),
capaz de agir contra Fasciola gigantica (LORSUWANNRAT et al., 2013), além de
estudos in vitro terem demonstrado sua atividade contra vermes adultos de S.
mansoni (LORSUWANNARAT et al., 2013; ZHANG E COULTAS 2013); o lapachol
também apresentou acéo leishmanicida (TEIXEIRA et al., 2001) e atividade contra
Trypanosoma cruzi (PINTO E DE CASTRO 2009), além de estudos destacarem a
acao de sais de potassio de lapachol contra cercarias de S. mansoni (LIMA et al.,
2002).

Em estudo realizado por Pinto e colaboradores (1977) foi evidenciado acao de
19 naftoquinonas com acado contra o hospedeiro intermediario do S. mansoni e com
capacidade de inibir a penetracdo de cercarias de S. mansoni na pele de
camundongos. Uma molécula promissora e de grande importancia é a B-lapachona,
analoga do lapachol, com capacidade de interferir nos ciclos de vida do S. mansoni,
agindo contra esquistossbmulos da pele e de pulmao, vermes jovens e vermes
adultos, além de proteger contra lesédo hepatica induzida por seus ovos. Estudos in

vitro demonstram a capacidade da 3-lapachona em agir sobre o tegumento de vermes
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adultos machos de S. mansoni (CEPA BH) e induzir 100% de mortalidade em 24 horas
(AIRES et al., 2012, 2014).

No que se refere a juglona, jA foram relatadas propriedades medicinais
envolvidas em vérias ac¢Ges farmacoldgicas. Dentre suas acoes, tem mostrado bom
efeito antifangico (ARASOGLU et al. 2016), anti-helmintico (ERDEMOGLU et al.,
2003), antibacteriano (WANG et al. 2016), anti-inflamatério (LANDA et al., 2012), anti-
hipertensivo (AHMAD et al., 2019), sedativo (STRUGSTAD e DESPOTOVSKI, 2012),
antiviral (HUSSON et al. 1986) bem como capacidades apoptoéticas (LIU et al., 2017),
propriedades anti-angiogénese (WANG et al., 2017) e efeitos anticancerigenos
(STRUGSTAD e DESPOTOVSKI, 2012).

Devido a capacidade antioxidante das naftoquinonas, a juglona tem
caracteristicas antioxidantes e atua contra 0 estresse oxidativo, dessa maneira
protegendo contra o desenvolvimento de varias doencas e processos de
envelhecimento. Em contrapartida, a depender da dose, pode apresentar
caracteristicas pré-oxidantes e produzir espécies reativas de oxigénio (AHMAD e
SUZUKI, 2019). A capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio e modular a
sinalizacao redox séo propriedades encontradas na juglona e outras naftoquinonas, e
apesar de apresentar diversos efeitos conhecidos 0 mecanismo exato de acao ainda
permanece desconhecido (KLOTZ et al., 2014).

O potencial antioxidante apresentado por esta naftoquinona pode ser
comprovado por varios estudos presentes na literatura. Foi revelado
experimentalmente que a juglona desprotonada tem a capacidade de quelar o Fe?*,
levando a formacdo de complexos estaveis, evitando que este metal participe da
geracao de radicais livres (FOUEGUE et al., 2016). A juglona também demonstrou
ter capacidade de prevenir a desfosforilacdo da proteina Tau, induzida pelo estresse
oxidativo e térmico, influenciando diretamente sobre uma questdo chave da doenca
de Alzheimer. Isso é possivel através da inibicdo de Pinl, uma Peptidil-prolil cis/trans
isomerase, enzima envolvida no processo de fosforilacdo de proteinas e também na
regulacao da sinalizacdo celular (GALAS et al., 2006). Estudos mostram que essa
enzima também estd implicada em condicbes de resposta imune, alergia,
hiperparatireoidismo, artrite reumatoide, patologia vascular, diabetes, doenca de
Parkinson, fibrose cardiaca, cancer, estando, por exemplo, superexpressada em
gliomas humanos (JORDENS et al., 2006; WANG et al., 2017).
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A reducdo do estresse oxidativo também € igualmente relatada nos rins,
através da inibicdo da fosforilagdo de Smad2, diminuindo o processo de fibrogénese
renal (DJAMALI, 2007; REESE et al., 2010). Além disso, a juglona também induziu
elevacdo na atividade da superdéxido desmutase (SOD), diminuindo o estresse
oxidativo no figado, reduzindo os niveis séricos de alanina amino-transferase,
aspartato amino-transferase, &cido hialurénico, laminina, procolageno tipo Il e
colageno tipo IV e os niveis de expressao de a actina do musculo liso e colageno Il
no figado, influenciando também na sinalizagao celular (ZHOU et al., 2015).

Em contrapartida, no que se refere a citotoxicidade da juglona alguns
mecanismos ja foram estudados. Dentre eles, a biorreducdo da juglona com
subsequente formacé&o do radical semiquinona, este por sua vez reduz o oxigénio a
superoxido, capaz de reagir com outras estruturas das células, induzindo danos a
membrana celular, peroxidacdo lipidica, desnaturacdo de proteinas, podendo
acarretar morte celular (ZHANG et al., 1994; AITHAL et al., 2009; SAJADIMAJD et al.,
2016). Outro mecanismo envolvido na citotoxicidade da juglona diz respeito ao
esgotamento da glutationa, conhecido antioxidante endégeno. Por meio do processo
de arilacéo da glutationa, favorecido pela reducao de seu grupo tiol, ocasionada pela
reacdo da juglona com nucledfilos mediante reacdo de adicdo de Michael. Esse
processo desencadeia no aumento da sua citotoxicidade ao diminuir a disponibilidade
da glutationa reduzida (KLOTZ et al., 2014; BRUINS et al., 2018).

Medicamentos importantes utilizados na quimioterapia do cancer contém o
nucleo de quinona, nisso a juglona foi investigada e considerada promissora como um
agente antitumoral (VERMA, 2006). Ha na literatura diferentes estudos que
demonstram os efeitos citotoxicos da juglona, e de outras quinonas, contra varios
tipos de linhagens celulares cancerigenas, com efeitos de antiproliferacdo e
antimetastase (LU et al., 2013). Os dados disponiveis atribuem seu efeito a producéo
aumentada de espécies reativas de oxigénio e a peroxidacgao lipidica, reduzindo a
viabilidade de cultura de células humanas através de danos no DNA, inibicdo da
transcricdo, reducdo dos niveis de p53 e pela inducdo da morte celular (PAULSEN e
LIUNGMAN 2005; SAJADIMAJD et al., 2016). Seus efeitos inibidores mostraram
acado sobre o crescimento (KAMEI H et al., 1998), e inducdo de apoptose de células
cancerigenas (JI et al., 2011; BAYRAM et al., 2018), além de ter se mostrado um

agente quimiopreventivo (SUGIE S. et al., 1998).
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Tendo em vista os efeitos promissores apresentados pela juglona, foi
investigado e discutido sobre sua atividade antimicrobiana, mostrando atividade sobre
um amplo espectro de microrganismos (KRAJCI & LYNCH 1978). Além disso, ja foi
demonstrada atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (PEREIRA et al.
2007; ZMANTAR et al., 2016), susceptiveis e resistentes a antibioticos, com acgéo
também sobre Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia (SHARMA et al. 2009)
e Helicobacter pylori, podendo inibir trés enzimas principais importantes desta bactéria
(KONG et al. 2008). Foi investigado que a juglona age inibindo as proteinas
bacterianas que participam da sintese de DNA, RNA e de proteinas, bem como no
ciclo do &cido tricarboxilico (WANG et al., 2016).

No que diz respeito a sua acao antiparasitaria, o parasita Toxoplasma gondii
também se mostrou altamente susceptivel ao estresse oxidativo ocasionado pela
juglona (AKERMAN e MULLER, 2005). Com base em resultados de estudos, extratos
de Juglans regia L. (JR), Juglans cinerea L. (JC) e Juglans nigra L. (JN) apresentaram
atividade citotoxica contra formas proliferativas de Trypanosoma cruzi, T. brucei
rhodesiense e Leishmania donovani (SALOMAO et al. 2013; ELLENDORF et al.,
2015). Também foi observada atividade sobre Hymenolepis nana em camundongos,
e alta atividade no controle de nematoides parasitas de género Meloidogyne spp.
(DAMA E JADHAV, 1997; DAMA, 2019). Além do mais, a juglona mostrou ampla
atividade em ensaio envolvendo caramujos adultos de Biomphalaria glabrata e frente
vermes adultos de S. mansoni (LIMA et al., 2002; RIBEIRO et al., 2009; MAGALHAES
et al., 2014).

2.2.6 Associacao de farmacos

A associacao sinérgica entre dois ou mais farmacos pode reduzir os efeitos
toxicos, ao contrario do que ocorre quando sdo administrados de forma isolada, em
altas doses para atingir o efeito farmacologico esperado. Além disso, a associacéo
também reduz a exposicao do farmaco aos seus alvos bioldgicos pela diminuicdo de
sua concentracdo e ao rapido efeito alcancado, atenuando ou eliminando a
possibilidade de resisténcia (LEHAR et al. 2009).

As associacdes de drogas podem resultar em trés efeitos diferentes resultantes
da interacdo farmacologica entre as drogas: efeito sinérgico, aditivo ou antagdnico. O

efeito sinérgico, decorrente da ativacdo de diferentes mecanismos, resulta em uma
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maior eficicia pela interacéo de duas ou mais drogas, mesmo com uma dose menor
guando comparada as doses das drogas isoladas. O efeito aditivo resulta da soma da
acao individual de cada droga, decorrente da acdo no mesmo receptor. Por fim, o
efeito antagdnico, quando as drogas interagem diminuindo ou anulando o efeito uma
da outra (GOLAN et al., 2009).

Diante do cenario atual onde o controle e tratamento da esquistossomose
recaem sobre um Unico medicamento, se faz necessario a identificagdo de novos
medicamentos eficazes. Tendo em vista que em areas de alta endemicidade é
elevado o risco de reinfec¢ao, tem-se como consequéncia a exposi¢cao excessiva do
PZQ, aumentando assim o0 risco de surgimento de cepas resistentes. Diante das
vantagens apresentadas pela associagdo medicamentosa, ha na literatura uso deste
método com resultados promissores. Alternativas sao sugeridas para contornar a
baixa eficacia do PZQ contra as formas imaturas do verme de S. mansoni, como 0s
tratamentos que fazem uso da associacdo do PZQ ao arteméter uma vez que este
apresenta atividade contra as formas imaturas do Schistosoma. A utilizacdo desses
dois farmacos em associacdo pode causar maior eficacia do que quando
administrados separadamente representando uma alternativa para o tratamento da
esquistossomose em areas endémicas (UTZINGER et al. 2001)

O omeprazol em associacdo ao PZQ mostrou uma potencial acao sinérgica, in
vitro, e ja foi utilizada por Almeida e colaboradores (2015) frente a vermes adultos de
cepa LE de S. mansoni. Estes pesquisadores buscaram genes do S. mansoni cujos
produtos génicos homologos humanos fossem alvos conhecidos de drogas ja
utilizadas para outras doencas. Um dos genes altamente expressos em fémeas
pareadas de S. mansoni foi 0 SmMATP1A2, apresentando como homologo humano a
enzima ATP1A2 Na/K-ATPase que, por sua vez, pode ser inibida por quatro drogas,
dentre elas o omeprazol. O produto do gene ATP1A2 é um dos possiveis alvos do
omeprazol, ele € um inibidor da bomba de prétons bem estudado que reduz a
secrecdo de acido gastrico e também demonstrou inibir a Na*/K*-ATPase renal e
cerebral (KEELING et al., 1985). Em vermes adultos de S. mansoni foi observado que
a expressao de ATP1A2 aumentou apés a exposicdo dos vermes ao PZQ, e é
concebivel que um aumento da atividade deste gene seja parte da resposta de
sobrevivéncia nesses vermes adultos sob estresse do PZQ. Portanto, a inibicdo de
ATP1A2 pelo omeprazol na presenca do PZQ aumentou a mortalidade dos vermes
adultos de S. mansoni. (ALMEIDA et al., 2015)
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Outro estudo promissor destaca a acdo da lovastatina (inibidor da sintese
endogena do colesterol) em associagdo ao PZQ demonstrando resultados
promissores em investigagdes in vivo e in vitro, 0 mesmo pdde ser observado para
associacdo do clonazepam (inibidor do sistema nervoso central) com o PZQ
(ARAUJO, N. et al., 2008). Neste cenério, os produtos naturais provaram ser uma
valiosa e acessivel fonte de direcionamento de prototipo moleculares de futuros
farmacos. E diante das atividades apresentadas pelas naftoquinonas, incluindo
antiparasitarias, objetivamos avaliar as propriedades esquistossomicidas ainda nao
estudadas da associacao juglona e praziquantel sobre diferentes estagios evolutivos

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

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar in vitro a atividade esquistossomicida da juglona (JUG), praziquantel
(PZQ) e de suas associacdes frente as diversas formas evolutivas de Schistosoma

mansoni (cepa BH).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as concentracdes letais médias (CL50) da Juglona e PZQ;

- Determinar a atividade esquistossomicida da JUG e PZQ frente a
esquistossomulos, vermes jovens e vermes adultos de Schistosoma mansoni (cepa
BH);

- Avaliar a atividade esquistossomicida da associacdo JUG+PZQ em
concentracbes equivalentes a CL50 e concentragcbes subletais sobre
esquistossémulos, vermes jovens e vermes adultos;

- Avaliar a atividade da associacdo JUG+PZQ sobre a capacidade de

oviposicao de casais de Schistosoma mansoni (cepa BH).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CONSIDERACOES ETICAS E ANIMAIS EXPERIMENTAIS

A parte experimental da pesquisa foi iniciada apds aprovacao pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Biociéncias da Universidade Federal
de Pernambuco — UFPE, sob o processo de niumero 0062/2020. Para o experimento
foram utilizados camundongos fémeas Swiss Webster (Mus musculus), com 30 dias
de idade, fornecidos e mantidos pelo biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA). Alojados em gaiolas, sobre cama de maravalha previamente
autoclavada, os animais foram submetidos a fotoperiodos de 12 horas de claro e 12
horas de escuro, A temperatura de 25°C, com acesso livre a rac¢éo (Labina® / Purina,
Séao Paulo- SP) e agua potavel esterilizada ad libitum.

A cepa de Schistosoma mansoni Belo Horizonte-Minas Gerais (BH), com
sensibilidade ao praziquantel, foi mantida através de sucessivas passagens em
camundongos Swiss fémea e em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata,
devidamente alocados no moluscéario da disciplina de Parasitologia, na area de

Medicina Tropical do Centro de Ciéncias Médicas da UFPE.

4.2 COMPOSTOS

O praziquantel (RS) (2-(ciclohexilcarbonil) -1,2,3,6,7-11B3-hexahidro-4H pirazino
(2,1a) isoquinolin-4-ona) (MM = 312,4061 g/mol), lote 122K1443 e o composto juglona
(5-hidroxi-1,4-naftalenodiona) (MM = 174,155 g/mol), Lote: STBH9858, foram ambos
adquiridos na Sigma Aldrich Corporation. Na preparacdo das solucdes, o

dimetilsulféxido (DMSO) a 1,6% foi utilizado como solvente para ambos 0S compostos.

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

Fezes de camundongos previamente infectados com cercéarias de Schistosoma
mansoni foram coletadas e posteriormente processadas por meio do método de
sedimentacdo espontanea (Técnica de Hoffman). Logo ap0s sucessivas lavagens a
técnica foi finalizada com o descarte do sobrenadante e transferéncia do sedimento

para placas de Petri. As placas foram entdo expostas a fontes luminosas artificiais
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com cerca de 20 cm de distancia das placas, por um periodo de 30 a 60 minutos.
Busca-se com isso a eclosao de miracidios para infeccdo dos caramujos da espécie
Biomphalaria glabrata. Cada caramujo foi exposto a cerca de 5 — 7 miracidios, sob
condicdes de temperatura e luminosidade constantes, pelo periodo de 2 horas. Apos
o periodo de infeccdo os caramujos foram transferidos e agrupados em aquarios
contendo agua e protegidos da exposicao a luminosidade (STANDEN, 1952).

Para infeccdo dos camundongos foi necesséario obter previamente uma
suspensao cercariana. Esta por sua vez foi obtida através dos caramujos com 30 dias
de infeccdo, onde foram transferidos para recipientes de vidro contendo agua filtrada
e desclorada e expostos a luz artificial pelo periodo de 60 minutos (STIREWALT,
1954).

Os camundongos, Swiss webster fémeas, foram entdo previamente
anestesiados, utilizando uma combinagdo de Dopalen® (Ketamina) e Anasedan®
(Xilazina), numa proporcao de 2:1, e expostos a um periodo de 30 minutos a uma
aliquota da suspenséo cercariana contendo cerca de 120 cercarias, via per cutanea.

Concluida a infeccdo os camundongos foram novamente alojados em suas gaiolas.

4.4 AVALIACAO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE DOS ESQUISTOSSOMULOS
COM 3 HORAS DE Schistosoma mansoni A JUGLONA E PRAZIQUANTEL

Por meio do método de Ramalho-Pinto e colaboradores (1974) os
esquistossémulos foram obtidos a partir das cercarias, as quais foram submetidas a
agitacdo turbulenta e pressurizacdo aumentada. Os esquistossdmulos obtidos foram
lavados e transferidos para placas de 24 pocos, numa média de 50 por poco e
mantidos por um periodo de trés horas em meio RPMI-1640 contendo HEPES 20mM
pH = 7,5, suplementado com soro bovino fetal a 10% e acrescido com penicilina
(100UI/mL) e estreptomicina (100pug/mL). Foram incubados em estufa a 37°C em
atmosfera umida contendo 5% de CO.. Apés esse periodo foram acrescentados os
compostos aos poc¢os contendo os esquistossdmulos. As concentracdes variaram de
100 a 350 uM para o praziquantel e de 0,0781 a 1,25 uM para a juglona. As placas
foram incubadas e observadas com o auxilio de microscépio invertido apdés intervalos
de 3, 6, 12 e 24 horas.
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4.5 AVALIAC;AO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE DE VERMES JOVENS COM 21
DIAS DE Schistosoma mansoni A JUGLONA E PRAZIQUANTEL

Passados 21 dias de infec¢do dos camundongos com as cercarias, 0S vermes
jovens foram recuperados apds eutanasia dos camundongos por deslocamento
cervical e posterior perfusdo de solucédo fisiolégica do sistema porta-hepatico. Os
vermes jovens foram transferidos, lavados e mantidos em placas estéreis de 24 pocos
com em média 26 vermes jovens por poco, contendo meio RPMI 1640 suplementado
com HEPES 20mM, estreptomicina (100 pug/ mL), penicilina (100 pug/ mL) e soro bovino
fetal a 10%. Essas placas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera umida 5%
de CO.. Em seguida concentracdes de juglona que variaram de 3,125 uM a 50 uM e
de praziquantel de 200 uM a 12,5 uM foram adicionadas aos pocos e as placas foram
novamente incubadas para posterior avaliacdo apos 3, 6, 12 e 24 horas.

4.6 AVALIACAO IN VITRO DA SUSCEPTIBILIDADE DE VERMES ADULTOS COM
50 DIAS DE Schistosoma mansoni A JUGLONA E PRAZIQUANTEL

No 50° dia da infeccdo os camundongos infectados foram submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical e a perfusdo, com solucéo salina estéril (0,9 %),
do sistema porta-hepatico e vasos mesentericos inferiores. Por meio da perfusao os
vermes foram recuperados e posteriormente lavados e transferidos para placas de
Petri contendo meio RPMI-1640 suplementado com HEPES 20Mm pH = 7,5,
estreptomicina (100 pg/ mL), penicilina (100 pg/ mL) e soro bovino fetal a 10%
(DUVALL, DEWITT, 1967).

Os casais de vermes adultos foram separados em machos e fémeas e
analisados separadamente, sendo distribuidos em placas estéreis de 24 pocos (6
vermes por poco) contendo o meio RPMI 1640 suplementado. Posteriormente foram
incubados em estufa a 37°C em atmosfera iumida contendo 5% de CO., pelo periodo
de 2 horas para adaptacéo dos vermes ao meio.

Apés adaptacdo dos vermes machos e fémeas, foram adicionados nas placas
solucdes de juglona cuja concentracdes variaram de 6,25 e 100 uM e de praziquantel
de 0,3125 -5 pM e 12,5 - 100 yM para machos e para fémeas respectivamente. Em
seguida, as placas foram novamente incubadas em estufa sob as mesmas condi¢gbes

descritas acima. O monitoramento dos vermes foi realizado dentro do intervalo de 24
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horas, sendo avaliadas e registradas altera¢des, com auxilio de microscopio invertido,

apos 3, 6, 12 e 24 horas apos exposicdo aos farmacos.

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA DA ASSOCIACAO
JUG/PZQ FRENTE A DIFERENTES FASES EVOLUTIVAS DE Schistosoma mansoni
(CEPA BH)

A principio, para realizagdo dos testes de atividade esquistossomicida da
associacao JUG/PZQ, foi necessario determinar a concentracao letal 50% (CLso) da
juglona e praziquantel. A avaliacdo foi conduzida frente as fases evolutivas do
Schistosoma mansoni (cepa BH), esquistossémulos (3h), vermes jovens (21 dias),
vermes adultos (50 dias) quando incubadas por um periodo de 24 horas. Por meio de
diluicdes da CLso, diferentes concentracbes subletais de juglona e PZQ foram
utilizadas frente as diferentes fases de maturacéo, variando de %2 a 1/32 da CL50. As
solucdes de juglona e praziquantel em diferentes concentracdes subletais foram
adicionadas simultaneamente em placas de 24 pocos e avaliadas nos intervalos de 3,
6, 12 e 24 horas. Em seguida as placas foram incubadas em estufa a 37°C em

atmosfera Umida.

4.8 AVALIACAO DA CAPACIDADE DA ASSOCIACAO JUG/PZQ FRENTE A
ATIVIDADE OVIPOSITORA DE CASAIS DE Schistosoma mansoni (CEPA BH).

Por meio de diluices da CLso, diferentes concentragdes subletais de juglona e
PZQ foram utilizadas para avaliar a associacao frente a atividade ovipositora dos
casais de S. mansoni. Foram montados dois experimentos em placas separadas, em
um deles as concentracfes utilizadas foram norteadas pela CLso de vermes machos
e outro pela CLsode vermes fémeas. Foram utilizadas diluicdes entre a CLsp até 1/32
de juglona e PZQ, sendo selecionados apenas concentracdes subletais obtidas nos
experimentos anteriores. Os vermes acasalados foram transferidos para placa de
cultura 24 pocos, 3 casais por poco, contendo meio de cultura RPMI-1640 e cultivados
durante 5 dias em estufa a 37 °C em 5% de CO3, respeitando o tempo de 2h sem
exposicdo as drogas. Em cada pogo os vermes foram submetidos a diferentes
associacdes de JUG/PZQ.
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Apo6s adicao das drogas foi realizada avaliagdo num periodo total de 120h,
seguindo intervalos de 24h entre cada avaliacdo. Seguidas 48 horas de exposicao, 0s
casais foram transferidos para po¢os com meio de cultura sem adi¢cdo das solugcbes
de juglona e/ou praziquantel e foram avaliados por mais 72 horas, entre intervalos de
24 horas. Os ovos em cada poco foram contados e comparados com 0S vermes em
cultura em meio RPMI 1640 acrescido ou ndo de DMSO a 1,6%, para saber se esse
composto interfere ou ndo na avaliagdo dos vermes. Os ovos inviaveis nao

apresentaram sinais visiveis do miracidio em seu interior.

4.9 CRITERIO DE AVALIACAO

Atraves da observacgéo realizada com o auxilio de um microscopio invertido, foi
possivel identificar alteracbes nos vermes, machos e fémeas. Aqueles considerados
mortos nao apresentaram nenhum movimento durante 2 minutos de observagéo. Para
avaliacdo da motilidade, foi estabelecido uma escala de pontuacéo de 0-3. Sendo: 3 -
vermes com o0 movimento do corpo completo; 2 - para uma movimentacao parcial do
corpo; 1 - para 0s vermes com movimentagao apenas nas extremidades; e 0 - mortos
(MANNECK et al., 2010).

Nos controles negativos para avaliar a motilidade foi adicionado DMSO a 1,6%
junto ao meio e outro po¢o contendo apenas meio. Para obtengéo das CLso, do indice
de combinacao (IC) e das representacfes graficas foi utilizado o software CompuSyn
versdo 1.0. Com relacao ao IC, é considerado como atividade sinérgica um valor de
IC menor que 1, uma atividade aditiva um valor de IC igual a 1 e uma atividade
antagdnica quando o IC for maior que 1 (CHOU, 2006). E possivel também avaliar o
grau de sinergismo apresentado pela associacdo podendo variar desde um

sinergismo leve a um sinergismo muito forte, como pode ser analisado na tabela 4.
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Tabela 4 — Descri¢do do grau de sinergismo com base nos valores do indice de
Combinacgéo (IC)

IC Sinergismo
<0,1 +++++ Sinergismo muito forte
0,1-0,3 ++++ Sinergismo forte
0,3-0,7 +++ Sinergismo
0,7-0,85 ++ Sinergismo moderado
0,85-0,9 + Sinergismo leve

Fonte: Adaptado de BIINSDORP, GIOVANNETTI E PETERS, 2011.

Para avaliacdo da associacdo também é importante levar em consideracéo o
efeito da combinacdo nas propor¢cdes utilizadas dos compostos e seu indice de
reducéo de dose (DRI). O DRI € um parametro que representa o nivel de reducéo da
concentracdo de um composto na associacdo em comparacdo ao seu uso isolado.
Por sua vez, o isobolograma € uma representacao grafica bastante utilizada para
indicar os efeitos da interacdo entre os compostos. As linhas sélidas do isobolograma
ligam as concentragdes de ICsp, IC75 € IC9o dos compostos isoladamente, definindo
de 50%, 75% ou 90%. As formas geomeétricas referem-se aos dados experimentais
da associacdo em 24 horas de exposicao, indicando interacao sinérgica de acordo

com sua posicao em relacao as linhas tracadas (TALLARIDA, 2006).
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5 RESULTADOS

51 ATIVIDADE DA JUGLONA E PRAZIQUANTEL FRENTE A
ESQUISTOSSOMULOS DE 3 HORAS DE Schistosoma mansoni.

Durante as 24 horas a cultura de esquistossomulos em RPMI 1640 com ou sem
DMSO a 1,6%, permaneceram com seus movimentos tipicos normais, isto €, com
peristaltismo, ventosas aderindo ao fundo e/ou lateral da placa e tegumento integro
(Score=3). A tabela 5 mostra as alteracbes de motilidade dos esquistossomulos
expostos as variadas concentragdes de juglona.

Os efeitos da juglona sobre os esquistossomulos comecaram a ser notados nas
primeiras trés horas de exposicdo, apresentando uma letalidade de 100% na
concentragcdo de 1,25 puM. A concentracdo de 0,65 puM exibiu uma elevada
percentagem de vermes com alteracfes na motilidade (72%) ao final das 24 horas de
observacéao, apresentando uma mortalidade de 20% nas primeiras 3h, aumentando
para 28% ao final das 24h. As concentracdes de 0,3125 pM e 0,1561 uM causaram
alteracdoes na motilidade dos vermes em 16% e 14% respectivamente, ao final das
24h. Durante a exposicao a juglona, nas trés primeiras horas, foram observados
efeitos sucessivos ao tegumento dos vermes, sendo verificado a presenca de bolhas,
alteracao da coloracéo e aspecto granuloso no interior dos vermes. De acordo com a
concentracdo e no decorrer do tempo de exposicdo os efeitos observados foram
intensificados, se tornando mais criticos, com ruptura do tegumento e aumento do

tamanho das bolhas.
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Tabela 5 — Avaliacéo in vitro da motilidade de esquistossdmulos de Schistosoma mansoni
expostos durante 24 horas a diferentes concentragdes de juglona.

Motilidade de esquistossémulos de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0

Controle 100 100 100 100

DMSO

(1,6%)

Controle 100 100 100 100

Meio

Juglona
T 1,25pM 100 100 100 100
0655M 8 12 60 20 8 6 66 20 6 74 20 72 28
0,3125uM 100 2 4 4 80 8 12 80 4 16
0,1561 yM 100 100 100 86 14
0,0781 pyM 100 100 100 100

3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imével, porém vivos; (0)
Mortos (MANNECK et al., 2010).

Ao serem expostos ao praziquantel, os esquistossémulos sofreram de forma
imediata efeito espastico sobre sua musculatura. Logo nas trés primeiras horas a
motilidade dos vermes foi afetada e com o passar do tempo foi sendo possivel
observar apenas movimentacéo das ventosas. Ao final das 24 horas de exposicao, a
mortalidade dos vermes foi evidenciada em todas as concentracdes avaliadas, todavia
o efeito maximo (100%) nao foi alcancado. A tabela 6 mostra em scores, durante o
intervalo de 24h, as alteracbes de motilidade dos esquistossdmulos exposto ao
praziquantel. Durante o tempo de exposicdo foram observadas nos vermes a
presenca de bolhas no seu tegumento, estando contraidos dando a ligeira impressao
de encolhimento, sua coloracdo também sofreu alteracdo, mudando para tons mais

escuros com relagdo ao grupo controle que néo teve qualquer alteragéo.
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Tabela 6 — Avaliacédo in vitro da motilidade de esquistossdmulos de Schistosoma mansoni
expostos durante 24 horas a diferentes concentra¢des de praziquantel.

Motilidade de esquistossomulos de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle 100 100 100 100
DMSO
(1,6%)
Controle 100 100 100 100
Meio

Praziquantel

©350pM 100 100 100 16 84
300 pM 100 100 100 32 68
250 pM 100 100 100 34 66
200 pM 100 100 100 48 52
150 pM 100 100 100 64 36
100 pM 100 100 100 74 26

(3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imével, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

5.2 ATIVIDADE DA JUGLONA E PRAZIQUANTEL FRENTE A VERMES JOVENS DE
Schistosoma mansoni COM 21 DIAS

Vermes jovens em cultura no meio RPMI 1640 com ou sem DMSO
permaneceram com seus movimentos normais, com tegumento intacto e aderindo-se
ao fundo e/ou lado da placa através de suas ventosas, durante 24 horas de
observacéao (Score 3).

A tabela 7 apresenta os resultados obtidos referentes a susceptibilidade desta
fase evolutiva do Schistosoma mansoni a juglona. Nas primeiras 3 horas de
observacdo as concentracbes de 50 pM e 25 pM mostraram efeito maximo
esquistossomicida, evidenciado pela morte dos vermes jovens (score 0). A
concentracado de 12,5 uM, neste mesmo tempo, causou inducdo da mortalidade em
20%, e reducao da motilidade dos vermes, alcancando ao final das 24 horas, uma
letalidade de 90%. AlteracBes na motilidade dos vermes também foi observado na
concentracao de 6,25 uM, apresentando mortalidade de 45% ao final das 24 horas de

observacéao. A partir de 12 horas de incubacgéo também foi evidenciado alteracfes da
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motilidade na menor concentracdo avaliada de 3,125 pM, no entanto nao foi
observada morte desses vermes nas 24 horas de contato. Os vermes afetados pela
exposicao a juglona apresentaram alteragdes que foram se tornando mais criticas de
acordo com a concentracdo e tempo. Os vermes apresentaram alteracoes
tegumentares com aspecto granuloso em seu interior, formagdes bolhosas por todo
corpo e coloracdo alterada. No transcorrer do tempo foi perceptivel o aumento no

tamanho das bolhas assim como presenca de rupturas no tegumento.

Tabela 7 — Avaliacédo in vitro da motilidade de vermes jovens de Schistosoma mansoni
expostos durante 24 horas a diferentes concentragdes de juglona.

Motilidade de vermes jovens de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0

Controle 100 100 100 100

DMSO

(1,6%)

Controle 100 100 100 100

Meio

Juglona
BT 100 100 100 100
25 pM 100 100 100 100
12,5 pM 35 15 30 20 15 15 35 356 10 20 35 35 5 5 90
6,25 pM 85 10 5 70 15 15 15 20 35 30 10 15 35 45
3125 pM 100 100 7w 17 5 55 20 15

(3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imovel, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

Nas primeiras trés horas de exposicdo ao praziquantel foi possivel observar
seu efeito espastico sobre a musculatura dos vermes. Foi observado presenca de
bolhas, intactas ou rompidas, distribuidas pelo seu tegumento e coloracéo alterada,
ficando cada vez mais escurecidos no decorrer do tempo. Além disso se mostraram
encurtados e imoveis, apenas com movimentacao discreta de suas ventosas. A
mortalidade dos vermes foi alcancada apenas ao final das 24 horas, embora ndo tenha
atingido efeito maximo, foi registrada mortalidade de 88% quando em contato com 200

UM de praziquantel (Tabela 8).
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Tabela 8 — Avaliag&o in vitro da motilidade de vermes jovens de Schistosoma mansoni com
21 dias, expostos durante 24 horas a diferentes concentra¢des de praziquantel.

Motilidade de vermes jovens de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle 100 100 100 100
DMSO
(1,6%)
Controle 100 100 100 100
Meio

Praziquantel

To200p0M 100 100 100 12 88
150 pM 100 100 100 32 68
100 pM 100 100 100 40 60
75 uM 100 100 100 46 54
50 pM 100 100 100 99 1
25 M 100 100 100 100
12,5 uM 100 100 100 100

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) Imével, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

5.3 ATIVIDADE DA JUGLONA E PRAZIQUANTEL FRENTE A VERMES ADULTOS
DE Schistosoma mansoni COM 50 DIAS.

5.3.1 Susceptibilidade dos vermes machos de S. mansoni frente a juglona e

praziquantel

Os vermes adultos machos em cultura em meio RPMI 1640 com ou sem
DMSO a 1,6% permaneceram com sua movimentacdo normal, aderindo-se ao fundo
e/ou lateral da placa através de suas ventosas e com seu tegumento intacto, durante
todo periodo de 24 horas (Score 3).

A tabela 9 apresenta os resultados obtidos para susceptibilidade de vermes
adultos machos a juglona. Os registros obtidos para concentracdo de 100 uM
evidenciaram um efeito logo nas 3 primeiras horas de incubacdo. Neste mesmo
periodo, as concentracdes de 50 uM e 25 uM foram capazes de diminuir a motilidade
dos vermes machos em 37,5% e 12,5%, respectivamente. A partir das 12 horas de
contato com 50 uM de juglona foi observada letalidade de 100% dos vermes adultos.

Na concentracao de 25 uM essa letalidade foi de 25% apds as 24 horas. A motilidade
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diminuiu progressivamente no decorrer do tempo, para as concentragdes de 25 uM,
12,5 uM e 6,25 pM.

Tabela 9 — Avaliacéo in vitro da motilidade de vermes adultos machos de Schistosoma
mansoni com 50 dias, expostos durante 24 horas a diferentes concentragdes de juglona.

Motilidade de vermes adultos machos de Schisfosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
32 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0

Controle 100 100 100 100

DMSO

(1,6%)

Controle 100 100 100 100

Meio

Juglona
T100pM 100 100 100 100
50pM 625 375 50 375 125 100 100
25pM 875 125 75 125 125 50 25 25 26 375 125 25
125uM 100 875 125 625 375 375 625

6,25uM 100 100 75 25 625 375

(3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imovel, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

Com o passar do tempo o efeito sobre o tegumento e sobre a motilidade dos
vermes tornaram-se mais evidentes e intensificados de acordo com as concentracdes
a que foram expostos. Os vermes apresentaram contragdo muscular intensa, aspecto
granuloso e bolhas em seu tegumento. Para concentracdo de 100 uM esses efeitos
foram observados logo nas 3 primeiras horas. No transcorrer do tempo houve um
aumento das bolhas no tegumento, com presenca de microerosfes, assim como uma
maior intensidade na contracdo muscular.

Apesar das baixas concentracfes utilizadas do praziquantel, nas primeiras
horas foi possivel observar seu efeito sobre o peristaltismo dos vermes, conseguindo
paralisar a sua musculatura, como exposto na tabela 10. Com 6 horas de observacéo
as duas maiores concentracdes, de 5 uM e 2,5 uM, registraram indices de mortalidade
de 62,5% e 25% respectivamente. As duas menores concentracfes utilizadas nao
registraram taxas de mortalidade embora tenham comprometido a motilidade dos

vermes sendo observado apenas uma sutil movimentacdo de suas ventosas.
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Tabela 10 — Avaliacéo in vitro da motilidade de vermes adultos machos de
Schistosoma mansoni com 50 dias expostos durante 24 horas a diferentes concentracdes
de praziquantel.

Motilidade de vermes adultos machos de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle 100 100 100 100
DMSO
(1,6%)
Controle 100 100 100 100
Meio

Praziquantel

T 100 375 62,5 375 625 25 75
2,5 M 100 75 25 62,5 375 50 50
1,25 pM 100 100 100 875 12,5
0,625 pM 100 100 100 100
0,3125 pM 100 100 100 100

(3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imovel, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

5.3.2 Susceptibilidade de vermes fémeas de S. mansoni frente a juglona e

praziquantel

Durante as 24 horas de observacao os vermes adultos fémeas em cultura no
meio RPMI 1640 com ou sem DMSO a 1,6%, permaneceram com sua movimentagcao
normal, aderindo-se ao fundo e/ou lateral da placa através de suas ventosas e com
seu tegumento intacto, naturalmente translucido (Score 3).

A tabela 11 apresenta os resultados da susceptibilidade dos vermes adultos
fémeas a juglona. Em 3 horas de exposicéo foi registrado efeito maximo de letalidade
pela concentracédo de 100 uM, neste mesmo periodo as concentracdes de 50 uM e 25
UM, alcancaram 75% e 50%, respectivamente. Nessas primeiras horas de observacgao
as concentracfes de 50 uM e 25 uM registraram efeito sobre a motilidade dos vermes,
onde 25% e 12,5% respectivamente, mostraram movimentacao sutil apenas nas suas
extremidades (Score 1). Apds 6 horas de exposicdo, a concentracdo de 50 puM
alcancou efeito esquistossomida maximo. Com a concentracao de 25 uM foi registrada
75% de mortalidade, aumentando para 87,5% ao final das 24 horas. Os vermes
apresentaram diminuicéo de peristaltismo dos érgaos internos, coloragédo enegrecida,

presenca de bolhas no seu tegumento, intensa contracdo muscular e sem aderéncia
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de suas ventosas a placa. A diminuicdo da motilidade e as alterac6es descritas

tornaram-se mais criticas no decorrer do tempo e concentracéo.

Tabela 11 — Avaliacéo in vitro da motilidade de vermes adultos fémeas de Schistosoma
mansoni com 50 dias, expostos durante 24 horas a diferentes concentragdes de juglona.

Motilidade de vermes adultos fémeas de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h Gh 12h 24h

Controle 100 100 100 100
DMSO
(1,6%)

Controle 100 100 100 100

Meio

Juglona

T 100pM 100 100 100 100
50pM 25 75 100 100 100
25pM 375 125 50 125 125 75 125 125 75 125 875
12,5)M 627 375 100 875 125 62,7 375
6,25M 100 50 50 25 75 125 875

(3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imovel, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

O efeito do praziquantel sobre vermes adultos fémeas (Tabela 12) péde ser
observado logo nas trés primeiras horas, onde a maior concentracao utilizada, 100
UM, induziu comprometimento intenso da motilidade dos vermes (Score 1). O dano
critico na motilidade dos vermes também foi observado nas concentracdes de 75 uM
e 50 uM, com 75% e 25% respectivamente. Em 6 horas de incubacdo com a
concentracédo de 100 uM foi observada uma mortalidade de 12,5% cuja percentagem
aumentou para 50% nas 24 horas. Todas as demais concentracdées induziram
paralisia intensa em 6h, e tdo logo as observacdes foram finalizadas, concentracdes
inferiores também foram capazes de induzir mortalidade, com excecdo da
concentracdo de 12,5 uM. Os vermes apresentaram acometimento do tegumento

mostrando um aspecto rugoso, com presenca de bolhas e coloragcao escura.
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Tabela 12 — Avaliacéo in vitro da motilidade de vermes adultos fémeas de Schistosoma
mansoni com 50 dias, expostos durante 24 horas a diferentes concentragdes de
praziquantel.

Motilidade de vermes adultos fémeas de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle 100 100 100 100
DMSO
(1,6%)
Controle 100 100 100 100
Meio

Praziquantel

100pM 100 875 125 875 125 50 50
75 pM 25 75 100 100 625 375
50 pM 75 25 100 100 75 25
25 pM 875 125 100 100 75 25
125uM 100 100 100 100

(3) Movimento do corpo completo; (2) Movimento do corpo parcial; (1) Imovel, porém vivos;
(0) Mortos (MANNECK et al., 2010).

5.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO LETAL 50% DA JUGLONA E
PRAZIQUANTEL FRENTE AS FORMAS EVOLUTIVAS DE Schistosoma mansoni

As concentracdes de juglona e praziquantel que causaram a morte de 50% dos
vermes foram determinadas frente as trés fases evolutivas do S. mansoni:
esquistossémulo, vermes jovens e vermes adultos machos e fémeas. Os valores de
CLso estdo apresentados na tabela 13. Os resultados para a CLso da juglona mostram
gue esse composto teve atividade, consideravelmente, muito maior que o praziquantel
contra esquistossémulos, reduzindo a motilidade e causando morte em concentracées
inferiores a 1 UM, enquanto o PZQ requereu uma concentracdo de 100 uM. Esse perfil
de atividade da juglona também ocorreu frente a vermes jovens e vermes adultos
fémeas. Quando a forma evolutiva de S. mansoni foram vermes adultos machos a
CLso da juglona foi aproximadamente 25 vezes maior que a CLso do praziquantel. Os
valores das CLso foram posteriormente utilizados para a avaliagdo dos efeitos da

associacao JUG+PZQ.



67

Tabela 13 — Valores da concentracéo letal 50% CLso [UM] da juglona e do praziquantel sobre
as formas evolutivas de Schistosoma mansoni apos 24h.

CLso [UM] |
Esquistossomulos Vermes jovens  Verme adulto  Verme adulto
(21 dias) macho fémea
JUG 0,57 8,7 26,4 22,6
PZQ 182,7 111,3 2,9 87,8

5.6 ATIVIDADE DA ASSOCIACAO JUG+PZQ SOBRE ESQUISTOSSOMULOS,
VERMES JOVENS E VERMES ADULTOS MACHOS E FEMEAS DE Schistosoma
mansoni (CEPA BH)

O indice de reducéo de dose (DRI) e o indice de combinacéo (IC) foram alguns
dos parametros utilizados para avaliar o efeito da associacdo JUG+PZQ. De acordo
com os resultados, foi observado sinergismo (IC<1) entre os dois compostos em todas
as associac0Oes testadas para o ensaio de esquistossémulos de 3 horas, apresentando
associacdes com sinergismo muito forte (IC<0,1) e sinergismo forte (IC 0,1 — 0,3),
assim como também altos valores de DRI para ambas as drogas. O melhor resultado
foi alcancado com as razGes de combinacéo de 0,125CLso de juglona e 0,0625CLso
de praziquantel com IC igual a 0,09 e 86% de mortalidade. Nesta associacdo o
praziquantel deveria apresentar uma concentracao quase 39 vezes maior para obter
o mesmo efeito isoladamente, enquanto a juglona deveria apresentar uma

concentracdo quase 15 vezes maior.

A tabela 14 apresenta os melhores resultados para a associacdo JUG+PZQ,
associacées com concentracdes dos compostos que variaram de Y/, CLso até 1/32
CLso. Os resultados mostram forte sinergismo, com baixos indices de combinagéo
(IC<1), otima eficacia e significativos resultados de DRI para ambas as drogas. A
figura 20 ilustra o efeito das associacbes com interacdes sinérgicas, cujos resultados
utilizados apresentaram sua razao constante. Como esperado, todas as associacfes
causaram danos ao tegumento, que foram intensificados no transcorrer das 24 horas

de observacgéo.
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Tabela 14 — Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a esquistossdmulos de Schistosoma
mansoni (cepa BH) apds 24 horas.

Esquistossémulos

Diluigdo Testada JUG+PZ0* IC Indice de Reducéo de
(Vermes Dose (DRI)
Mortos)™
JUG PZQ JUG PZQ
0,5 CL50 0,25 CL50 0,285 + 45 67 0,32 414209  11.697M1
(90%)
0,25 CL50 0,25 CL50 0,142 + 45 67 0,19 859329 123812
(91%)
0,5 CL50 0,125 CL50 0,285+ 2283 0,24 468218 282997
(93%)
0,25CL50 0,125 CL50 0,142 + 22 83 0,13 986298 306715
(94%)
0,125 CL50 0,125 CL50 0,071+ 2283 0,12 13.9932 17.9854
(84%)
0,125 CL50 0,0625CL50 0,071+ 11,41 0,09 147023  38.8546
(86%)

*Valores de concentracao expresso em M.
**Percentagem de vermes mortos (h=50) avaliados.

Figura 20 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacao entre juglona e
praziquantel frente a esquistossémulos de S. mansoni (cepa BH).
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A acéo sob vermes jovens também mostrou eficacia nas diferentes associacfes
utilizadas. As associacbes com melhores resultados, levando em consideragao

também o indice de reducdo de dose (DRI), estédo listadas na tabela 15, onde trés
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destes resultados mostraram forte sinergismo com IC variando de 0,1 — 0,3. Também
apresentaram reducgdo significativa do praziquantel, sendo a melhor combinagé&o
alcancada com 0,25CLso de juglona e 0,125CLso de praziquantel com IC de 0,29 e
69% de mortalidade. Nesta combinacdo foi possivel reduzir até 10 vezes a
concentragao do praziquantel em comparacdo ao seu uso isolado, enquanto a juglona
teve uma reducdo de até quase 5 vezes. A figura 21 ilustra o efeito das associacdes
com interacBes sinérgicas, cujos resultados utilizados apresentaram sua razao
constante. E importante ressaltar que a associacdo dos dois compostos causou
importantes danos nos tegumentos dos vermes jovens de 21 dias, sendo intensificado
no transcorrer das 24 horas.

Tabela 15 — Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a vermes jovens de Schistosoma
mansoni (cepa BH) ap6s 24 horas.

Diluigdo testada JUGHRZO® IC Indice de Reducgo
(Vermes de Dose (DRI}
Mortos )™
JUG PZQ JUG PZQ
0,25CL50 0,5CLS50 219 +5568 0,51 551370 3.03643
(76%)
0,5CL50  0,25CL50 438+ 2784 0,59 245100 524695
(69%)
0,25CL50 0,25CL50 219+ 2784 0,37 518107 562083
(73%)
0,25CL50 0,125CL50 219+1392 0,29 490200 10.4939
(69%)
0,125CL50 0,125CL50 1,09+ 13,92 0,22 8.85314 924399
(61%)

*Valores de concentragdo expresso em pM.
**Percentagem de vermes mortos (h=50) avaliados.
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Figura 21 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacao entre juglona e
praziquantel frente vermes jovens de S. mansoni (cepa BH).
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Todas as associagdes frente aos vermes adultos machos registraram indice de
combinacdo menor que 1, apresentando resultados que alcancaram efeitos com
sinergismo muito forte (IC<0,1) assim como também sinergismo forte (IC 0,1 — 0,3).
Foi registrado também uma variacdo de mortalidade de 80% e 100% em 27 das 36
associacOes testadas. A melhor combinacéo foi alcancada utilizando 0,125CLso de
juglona com 0,25CLso de praziquantel com IC de 0,07 e efetividade contra 100% dos
vermes expostos a essa associacao. Foi registrado uma reducao quase 30 vezes do
praziquantel e em 25 vezes da juglona, quando comparado ao seu uso isolado para
obter o mesmo efeito da combinacdo. Os melhores resultados, levando em
consideracao também o DRI de ambas as drogas testadas, estdo listados na tabela
16. A figura 22 ilustra o efeito da combinacéo das doses utilizando um isobolograma
classico, onde os resultados utilizados mostraram interacdo sinérgica e razao
constante. De maneira semelhante aos demais estagios evolutivos, todas as
associacdes causaram danos ao tegumento dos vermes expostos, que foram

intensificados no transcorrer das 24 horas de observacéo.
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Tabela 16 — Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a vermes adultos machos de
Schistosoma mansoni (cepa BH) apds 24 horas.

Vermes adultos machos

Diluigdo Testada JUG+PZQ* IC Indice de Reduciio
(Vermes de Dose (DRI)
Mortos)*
JUG PZQ JUG FZQ
0,5CL50 0,5CL50 13,2+1,49 0,22 6.35438 14.6088
(100%)
0,5CL50 0,25CL50 13,2+ 0,74 0,19 6.35438 292177
(100%)
0,25CL50  0,5CL50 66+149 0,14 127088 14.6088
(100%)
0,25 CL50 0,25CL50 66+074 0,11 127088 292177
(100%)
0,25CL50 0,125CL50 66+037 0,24 567216 146060
(80%)
0,125CL50 0,25CL50 33+074 0,07 254175 292177
(100%)
0,25CL50 0,0625 CL50 66+018 0,21 567216 292120
(80%)

*Valores de concentracao expresso em M.
**Percentagem de vermes mortos (h=50) avaliados.

Figura 22 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacao entre juglona e
praziquantel frente a vermes adultos machos de S. mansoni (cepa BH).
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O efeito da associacao frente aos vermes adultos fémeas também se mostrou

bastante satisfatorio, apresentando resultados com sinergismo forte (IC 0,1 — 0,3),
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sendo alcancada alta preservacao do praziquantel associada a uma consideravel taxa
de mortalidade dos vermes. O menor indice de combinacdo (IC=0,1) foi registrado
utilizando 0,25CLso de juglona e 0,25CLsg do praziquantel, levando a uma maxima
mortalidade dos vermes expostos e uma reducdo de 43 vezes do praziquantel,
enquanto a juglona apresentou uma reducdo de quase 13 vezes levando em
consideracdo a concentracdo que seria utilizada para obter o mesmo efeito
isoladamente. Na tabela 17 estdo denotadas as cinco melhores associacdes dentre
todas as 36 utilizadas, levando em consideracao trés parametros. A figura 23 ilustra o
efeito da combinacdo das doses utilizando um isobolograma classico, onde os
resultados utilizados apresentam interacdo sinérgica e razdo constante. Todas as
associacbes causaram danos ao tegumento dos vermes expostos, sendo

intensificados no transcorrer das 24 horas de observacéo.

Tabela 17 — Atividade da associacdo JUG+PZQ frente a vermes adultos fémeas de
Schistosoma mansoni (cepa BH) apés 24 horas.

Vermes adultos fémeas

Diluigido Testada JUG+PZQ* IC indice de Reducéo de
(Vermes Dose (DRI)
Mortos)**
JUG PZQ JUG PZQ
0,5CL50 0,25CL50 11,3+219 0,17 6.36921  43.5922
(100%)
0,5CL50 0,125CL50 11,3+109 0,41 284270  16.4534
(80%)
0,25CL50 0,25CL50 565+219 0,10 12.7384 435922
(100%)
0,25CL50 0,125CL50 565+109 0,23 568540  16.4534
(80%)
0,125CL50 0,125CL50 282+109 0,16 10.5962 14 1681
(75%)

*Valores de concentragdo expresso em pM.
**Percentagem de vermes mortos (n=50) avaliados.
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Figura 23 — Isobolograma revelando o efeito sinérgico da associacao entre juglona e
praziquantel frente vermes adultos fémeas de S. mansoni (cepa BH).
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5.7 ATIVIDADE DA ASSOCIACAO JUG/PZQ SOBRE A OVIPOSICAO DE VERMES
FEMEAS DE Schistosoma mansoni (CEPA BH)

Os ovos postos pelas fémeas acasaladas foram quantificados e os resultados
mostram que as concentracdes subletais utilizadas conseguiram inibir de forma efetiva
a oviposicdo. Quando as associacfes foram baseadas na CLso de vermes machos,
das 12 combinacdes subletais apenas vermes em duas combinag¢des conseguiram
ovipor, no periodo de 120h (Tabela 18). Quando as associa¢cfes foram baseadas na
CLso de vermes fémeas, a oviposicao foi vista apenas em 4 combina¢des no periodo
de 120h (Tabela 19). Os vermes acasalados presentes em meio de cultura RPMI 1640
com ou sem DMSO a 1,6% se mantiveram em perfeito estado de oviposicao,

permanecendo durante toda avaliacdo vivos e acasalados.
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Tabela 18 — Atividade da associagéo juglona + praziquantel sobre a oviposicdo de vermes
fémeas acasaladas de S. mansoni (cepa BH) utilizando doses subletais de acordo com a
CLso de vermes adultos machos.

RELAGCAO DA OVIPOSICAO DE VERMES ACASALADOS

DILUICOES
0,03125JUG+0,125PZQ
0,03125JUG+ 0,03125PZQ

CONTAGEM DE OVOS*
1 OVO INVIAVEL
1 OVO INVIAVEL

CONTROLE MEIO
CONTROLE DMSO

95
103

*Contagem de ovos totais para pocos contendo 3 fémeas.

Tabela 19 — Atividade da associacéo juglona + praziquantel sobre a oviposicao de vermes
fémeas acasaladas de S. mansoni (cepa BH) utilizando doses subletais de acordo com a
CLso de vermes adultos fémeas.

RELACAO DA OVIPOSICAO DE VERMES ACASALADOS

DILUICOES
0,03125JUG+0,0625PZQ
0,0625JUG+0,125PZQ
0,03125JUG+0,125PZQ
0,125JUG+0,0625PZQ

CONTAGEM DE OVOS*
1 OVO INVIAVEL
1 OVO INVIAVEL
1 OVO INVIAVEL
1 OVO INVIAVEL

CONTROLE MEIO
CONTROLE DMSO

139
115

*Contagem de ovos totais para po¢os contendo 3 fémeas.
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6 DISCUSSAO

O praziquantel € atualmente o Unico medicamento utilizado pelos programas
de controle da esquistossomose no mundo, empregado em tratamentos em larga
escala, com seguranca, bons resultados e eficacia contra todas as espécies do género
Schistosoma. No entanto, a esquistossomose ainda € uma doenca endémica que esta
longe de ser erradicada, sendo preocupante seu tratamento recair sobre um Unico
farmaco. Dessa maneira € importante e necessario o uso racional deste medicamento,
como também o desenvolvimento de novos agentes esquistossomicidas. No entanto,
h& ainda uma resisténcia no que concerne aos investimentos voltados as pesquisas,
sobretudo por parte das industrias farmacéuticas. Este cenario pode ser explicado
devido a esquistossomose atingir em sua grande maioria comunidades pobres, e
consequentemente o retorno financeiro ndo seria atrativo as grandes empresas
(KATZ, 2008; BERGQUIST et al.2017).

Apesar de sua eficacia, o PZQ enfrenta alguns obstaculos, como sua baixa
eficacia sobre vermes jovens, acarretando o aumento da sua exposicdo pela
necessidade do amadurecimento completo dos vermes, permitindo que eles atinjam
sua maturidade sexual e deem inicio a oviposicdo, desencadeando sintomas mais
graves da doenca (KAMEL e BAYAUMY, 2017). Adicionalmente, o desenvolvimento
de resisténcia e/ou tolerancia a esse farmaco € uma grande preocupacao,
principalmente em locais endémicos onde ha o uso repetido do PZQ. Estudos
evidenciaram surgimento de cepas resistentes induzidas laboratorialmente e alguns
casos isolados, alertando para a possibilidade de cepas capazes de adquirir
resisténcia naturalmente (MELMAN et al. 2009; COUTO et al. 2011).

Investigar a atividade do PZQ em associacdo a uma outra droga pode ser visto
como uma boa estratégia no tratamento da esquistossomose. A interacdo sinérgica
resultante na associacao de algumas drogas mostra vantagens, evitando por exemplo
0 surgimento de cepas resistentes, e neste caso preservando o PZQ de uma
exposicao excessiva, pelo fato de se utilizar uma dose reduzida de cada droga que
compfe esta associacdo. Além do mais o0s resultados sdo melhores quando
comparado a atividade da droga isoladamente (LEHAR, et al. 2009).

Com o presente risco de ineficacia do PZQ, uma série de moléculas sintéticas,
semissintéticas e naturais estdo sendo amplamente analisadas para avaliacdo de

atividade contra espécies de Schistosoma, como € o caso das naftoquinonas. Alguns
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compostos jA sdo conhecidos e explorados, apresentando eficacia e acgéo
esquistossomicida, como a mefloquine e o trioxaquine, ja utilizados por exemplo no
tratamento da maléaria (LAGO et al. 2017). Drogas como arteméter e mefloquine ja
foram consideradas, in vivo e in vitro, em associacdo ao praziquantel mostrando
resultados promissores frente Schistosoma mansoni e Schistosoma japonicum
(BOTROS, 2005; KEISER, et al. 2011; GOUVEIA et al. 2018). Da mesma maneira,
estudos descritos por Almeida e colaboradores (2015), envolvendo o omeprazol em
associacdo in vitro, demonstraram resultados satisfatorios para cepa LE de
Schistosoma mansoni.

No presente trabalho foi avaliado o potencial esquistossomicida da juglona e
do praziquantel, assim como a sua associacao, frente a todas as formas evolutivas de
Schistosoma mansoni (cepa BH) que parasitam o homem. Os resultados mostraram
gue as fases jovens apresentaram uma maior resisténcia ao PZQ, quando comparado
aos vermes adultos. Avaliando a mortalidade no periodo de 24 horas de observacgéo,
0s esquistossémulos de 3 horas necessitaram de uma concentracdo bastante superior
guando comparado aos vermes adultos machos. Neste mesmo intervalo, os vermes
jovens expostos a concentracbes um pouco menores as utilizadas nos
esquistossomulos apresentaram mortalidade equivalente. Quando comparado aos
machos, as fémeas adultas mostraram baixa sensibilidade ao PZQ, apresentando
uma CLso superior. Esses dados evidenciam as limitagbes apresentadas pelo PZQ
assim como também sédo condizentes com pesquisa ja realizada que confirma sua
baixa eficacia frente ao Schistosoma mansoni (Cepa Porto Rico) nas fases jovens de
28 dias, sendo estes capazes de se recuperar dos efeitos espasmodicos em
concentracdes de até 3uM (PICA-MATTOCIA e CIOLI, 2004).

Estudos presentes na literatura procuram explicar os mecanismos envolvidos
na tolerancia/resisténcia ao PZQ, enfrentada pelas diferentes fases evolutivas do
Schistosoma. Os canais de calcio envolvidos na rapida contracdo muscular dos
vermes fazem parte de um mecanismo implicado na eficacia do PZQ, no entanto sua
presenca em vermes adultos ndo causa o0 mesmo efeito que nos verme jovens, ja que
estes sdo menos sensiveis a este farmaco. Sabe-se que a superfamilia de proteinas
ABC (ATP-binding-cassette), que incluem a glicoproteina-P (gp-P), a MRP-1 e BCRP
(associada ao cancer de mama), estdo associadas ao processo de multirresisténcia
das células de mamiferos aos farmacos. Essas proteinas sdo transportadoras

dependentes de ATP, altamente expressas em células cancerigenas com certo grau
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de resisténcia a quimioterapia, e sao responsaveis pela eliminacdo de xenobibticos e
toxinas metabdlicas das células (LEONARD et al. 2003).

Transportadores semelhantes as proteinas multirresistentes (MRPS),
expressas nas células tumorais, ja foram correlacionadas a transportadores presentes
no Schistosoma mansoni (cepa Porto Rico) e em outros helmintos (SATO et al. 2003;
BLACKHALL et al. 2008). A fim de identificar possivel envolvimento destes
transportadores na resisténcia o PZQ, Bosch e colaboradores (2004), através de
clonagem e codificacao de dois cDNA, que expressam proteinas multirresistentes em
Schistosoma mansoni, identificaram o gene SMDR2 como sendo responsavel pela
codificacdo de proteinas semelhantes a glicoproteina-P de mamiferos. A vista disto,
Messerli e colaboradores (2009) avaliaram a relacéo entre a expressdo do SMDR2 e
da glicoproteina-P nos vermes adultos de S. mansoni (cepa NMRI) utilizando
concentragbes subletais do PZQ. Utilizaram também vermes cepa EE2, com
sensibilidade reduzida ao PZQ, e vermes CD1, expostos pela primeira vez e sensiveis
ao PZQ. Os resultados mostraram um aumento de 3 vezes na expressao do RNA de
SMDR2, apo6s 3 horas em machos adultos quando comparado ao controle negativo
(cepa NMRI). Nenhuma diferenca significativa foi observada, neste mesmo periodo,
entre 0s grupos de fémeas adultas tratadas e o grupo controle negativo, no entanto
este Ultimo ainda apresentou um aumento de 2 a 5 vezes do RNA de SMDR2 quando
comparado aos machos adultos. Esses dados corroboram com os resultados
encontrados em nosso estudo, onde fémeas apresentaram baixa sensibilidade PZQ,
apresentando CLso superior ao grupo de machos adultos, o que pode estar
relacionado a elevados niveis de MRPs. Quando comparados aos vermes CD1 e
NMRI, os vermes adultos cepa EE2 obtiveram aumento de 2 vezes do RNA de
SMDR2, assim como para glicoproteina-P.

Também envolvida na excrecdo de xenobidticos, a proteina SmMMRP1 foi
identificada por Kasinathan e colaboradores (2010) em S. mansoni (cepa NMRI),
sendo homologa do MRP1 (proteina associada a resisténcia de multidrogas) em
células de mamiferos. Ao serem expostos a concentracfes subletais de PZQ foi
possivel observar aumento na expressao do RNA de SmMMRP1 em vermes jovens e
cercérias, quando comparada com os vermes adultos machos e fémeas. Associado a
isto, as fases jovens também apresentaram elevada expressdo do RNA de SMDR2, o

gue indica que a baixa sensibilidade frente ao PZQ, encontrada nos esquistossémulos
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e vermes jovens de 21 dias avaliadas neste trabalho, pode estar diretamente ligada a
presenca de transportadores de bombas de efluxo aos farmacos.

Tendo em vista a importancia do tegumento ao Schistosoma, esta estrutura é
considerada um dos alvos terapéuticos mais importantes dos farmacos
esquistossomicidas. Isto se d& devido ao seu papel em garantir a sua sobrevivéncia
no hospedeiro definitivo, desenvolvendo desta maneira multiplas fun¢des (BRITO et
al., 2017). A camada de células sinciciais presentes no tegumento do verme confere
a este uma adaptacao as variacbes do meio em que se encontra sendo responsavel
pela absorcdo de nutrientes como lipidios, aminoacidos e carboidratos, além de
também auxiliar na evasdo do sistema imune durante o parasitismo, permitindo o
mimetismo antigénico, bem como regulacéo dos ions K*, Na*, H* e Ca?* (WENDT e
COLLINS, 2020; AIRES et al., 2014).

As diversas mitocondrias presentes no tegumento dos vermes também sao
importantes alvos terapéuticos a serem considerados. A juglona além de ser
explorada pelas suas numerosas atividades, também tem sido alvo de pesquisas pela
sua acao antiparasitaria. Estudos in vitro comprovaram a acdo da juglona sobre
mitocondrias isoladas, por meio do estresse oxidativo provocado por este composto
gue leva a alteracdo na permeabilidade da membrana mitocondrial (JI et al., 2016). A
consequente diminuicdo de ATP leva ao desequilibrio osmaotico das membranas com
posterior desregulacdo de bombas e canais dependentes de energia, podendo levar
a presenca de edema assim como provocar rupturas decorrente da desregulacéo dos
ions de Na* e K* (SESHADRI et al., 2011; BONORA e PINTON, 2014; Jl et al., 2016).
Somado a isto, ainda pode ocorrer aumento de fatores pré apoptoticos (Bax), com
posterior liberacéo de Citocromo C citosolico, ativacao do sistema Caspase 3 e morte
celular (CHENG et al., 2011; SESHADRI et al., 2011).

Ademais, alteracGes tegumentares no S. mansoni foram visualizados quando
expostos a algumas naftoquinonas. Esses compostos fazem parte do grupo das
guinonas, sendo um grupo de substancias organicas semivolateis, na sua maioria
apresentando coloracdo e tendo presenca constante na natureza. A plumbagina,
naftoquinona analoga da juglona, mostrou atividade esquistossomicida in vitro sobre
os vermes adultos machos e fémeas, partindo da concentracdo de 1ug/mL. Os vermes
desacasalados apresentaram altera¢cdes como edema, bolhas, rachaduras, superficie
rugosa e aparéncia fibrosa de seu tegumento, sendo essas alteracfes dependente do
tempo e de sua concentragdo (LORSUWANNARAT et al.,, 2013). Nesse cenario
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também se destaca a B-lapachona, uma naftoquinona com atividade frente a S.
mansoni. Estudos in vitro, frente a machos adultos, mostraram a eficacia da -
lapachona em uma concentracéo de 100 pM, causando lesdes tegumentares, com
reducdo de espinhos, descamacao, formacao de bolhas, além de induzir mortalidade
maxima periodo de 24 horas (AIRES et al., 2012, 2014).

Os estudos presentes na literatura firmam o papel que as naftoquinonas tem
em gerar espécies reativas de oxigénio resultando em danos e em morte celular.
Assim sendo, o mecanismo de acdo da juglona parece estar relacionado com sua
capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (SESHADRI et al., 2011). Com
proposito de controlar o estresse oxidativo, 0 S. mansoni apresenta em suas células
uma unica Tiorredoxina Glutationa Redutase (SmTGR). Achados importantes
oriundos de pesquisas demonstram a importancia que a SmTGR tem na sobrevivéncia
do parasito. Foi evidenciado, em estudos in vitro, que a supressédo de RNA da SmTGR
acarretou a morte de 92% de vermes adultos de S. mansoni (KUNTZ et al. 2007).
Semelhantemente, o uso de inibidores, tais como auranofina, tartaro de potassio
antimolinico e oltipraz, resultou na morte de 100% dos vermes de S. mansoni (PRAST-
NIELSEN, HUANG e WILLIAMS, 2011; SAYED et al., 2008; WILLIAMS et al., 2012).

Estudos in vitro com alvos no SmTGR ja foram explorados por meio de
derivados sintéticos de 1,4-naftoquinonas, sendo promissores ao causar inibicdo do
SmMTGR de S. mansoni. Além disso, Johann e colaboradores (2015) identificaram
diferentes compostos 1,4-naftoquinonicos agindo como antagonistas competitivos ou
bloqueadores de SMTGR, evidenciando a morte de vermes de S. mansoni que tiveram
a expressdo de SmMTGR inibida em um periodo de até 4 dias. Neste mesmo estudo a
juglona obteve destaque por apresentar mecanismo de acao aparentemente diferente,
uma vez que foi a molécula com menos alteracdes na presenca do selénio, que
compete com o sitio ativo desta enzima. Essas informac¢des podem contribuir para a
elucidacdo da atividade esquistossomicida da juglona nos diferentes estagios
evolutivos do S. mansoni (LANFRANCHI et al. 2012; JOHANN et al. 2015).

A acdo da juglona parece estar relacionada com sua capacidade de gerar
espécies reativas de oxigénio. A estrutura deste composto permite uma boa
permeabilidade em membranas celulares, assim como habilidade para interferir no
ciclo redox de células tumorais e nas células dos microrganismos. Ainda que seu
mecanismo de acgdo frente ao Schistosoma ndo esteja totalmente elucidado, é

possivel pressupor algumas vias responsaveis pela sua atividade citotoxica,
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antimicrobiana e antiparasitaria (CATANZARO et al., 2018). A grande predisposi¢cédo
deste composto é em sofrer reducao enzimética, acarretando na geracao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (O2- e, HOe, 10, e H202), e por intermédio disso, a
juglona é capaz de causar hipoxia intracelular, com consequente producao de super
anions, aumentando desta forma a peroxidacdo lipidica e a desorganizacdo de
proteinas, acidos nucleicos e enzimas (SESHADRI et al., 2011; AHMAD e SUZUKI,
2019).

No presente estudo os efeitos da juglona e a integridade de esquistossémulos
de 3 horas, vermes jovens de 21 dias e adultos (fémeas e machos) sofreram
interferéncias relacionadas a morte, motilidade e alteracdes, de aderéncia e de
contracdo muscular, sendo observadas de maneira progressiva e em diferentes
concentragcbes de juglona. As alteracbes no tegumento puderam ser evidenciadas
tanto pela presenca de bolhas, irregularidades, edemas, aspecto granuloso, rupturas
e erosbes, como também pela alteracdo da sua coloracdo, passando de cor
ligeiramente translicida para uma coloracdo opaca e enegrecida. Em nossos
resultados, com 3 horas de observacéao, a juglona foi capaz de atingir efeito maximo
diante de esquistossbmulos e vermes jovens de 21 dias, alcancando este feito em
concentracfes menores, e com menos tempo de incubacdo, que as utilizadas no
ensaio com o PZQ. A maioria das fases evolutivas avaliadas mostraram maior
sensibilidade a juglona, esse fato pode ser comprovado ao analisar a CLso, que foram
maiores quando tratadas com o praziquantel. Os efeitos da juglona observados frente
as fases jovens de S. mansoni € encorajador, e surge como uma possibilidade de
preencher as lacunas existentes na eficacia do PZQ.

Nos ensaios de associagao foi observado sinergismo nos ensaios para vermes
adultos, fémeas e machos, e para vermes jovens. Resultados ainda mais satisfatérios
puderam ser evidenciados para as concentracdes testadas em esquistossémulos,
onde todas apresentaram indice de combinacdo menor que um (IC<1). Associado a
isto, 0s ensaios para todas as fases evolutivas mostraram associacdes com
significativo efeito esquistossomicida, assim como 6timos indices de reducéo de dose
(DRI) para ambas as drogas. Estes resultados sdo promissores tendo em vista 0s
efeitos da associacdo JUG/PZQ em todos os estagios evolutivos, uma vez que o PZQ
apresenta limitagdes. E, portanto, vélida a hipétese de que a a¢éo da juglona acarretou
uma maior preservacdo do praziquantel, diminuindo sua exposi¢cdo e levando a um

expressivo grau sinérgico.
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No que se refere ao efeito da associacdo JUG/PZQ frente a oviposicdo de
casais, foi observado uma reducdo e inibicdo total da oviposicdo em fémeas
acasaladas. Este fato € importante visto que o0 processo patolégico da
esquistossomose esta diretamente relacionado a resposta imunogénica ao ovo, além
de que a sobrevivéncia de casais de S. mansoni poder chegar a anos nos 6rgaos e
tecidos do hospedeiro (BRASIL, 2014). Sabe-se que tanto a juglona quanto o
praziquantel agem impedindo a oviposi¢ao, todavia seu mecanismo de agéo ainda
permanece incerto. E possivel que todas as interferéncias descritas anteriormente
causadas tanto pelo praziquantel quanto pela juglona interfiram e comprometam o
aparelho reprodutor dos vermes, em especial o das fémeas.

Em estudo de citotoxicidade foi evidenciado que diferentes concentracdes de
juglona, variando de 1,5625 uM a 100 uM frente a diferentes fases evolutivas de S.
mansoni (cepa BH), ndo foram capazes de alterar a viabilidade de esplendcitos
durante 72 horas de tratamento (NUNES, 2020). Em contrapartida foi demonstrado
por Neves e colaboradores (2011) que o PZQ reduziu a viabilidade de esplendcitos
murinos nas concentracdes de 1 uM durante 72 horas, podendo desencadear necrose
e apoptose dos esplendcitos tratados (NEVES et al., 2011). No entanto, os efeitos da
juglona em linhagens celulares saudaveis s&o controversos, apresentando
concentracgfes inibitérias médias variando entre 8.1uM a 28,7uM para fibroblastos
L929, queratindcitos, macréfagos e células mononucleares de sangue periférico e
apresenta hemolise em concentracdes altas (>200 pg/mL). Esta diferenca pode estar
relacionada aos seus diferentes mecanismos de acdo (ERISEN et al., 2020; INBARAJ
e CHIGNELL, 2004; MARTINS et al., 2015; MONTENEGRO et al., 2010).

Tem-se como finalidade através deste estudo analisar a hipétese de que a
juglona livre e em associacdo ao PZQ possui atividade esquistossomicida, assim
como capacidade de promover atividade sinérgica sobre as fases evolutivas do S.
mansoni. Os resultados obtidos indicam que houve um sinergismo em diferentes
graus em todas as fases evolutivas (esquistossdmulos, vermes jovens, vermes adulto
machos e fémeas), assim como efeito esquistossomicida e DRI significativos,
dependendo da combinacdo de concentracdes utilizadas e das diferencas de

susceptibilidade de cada estagio evolutivo.
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7 CONCLUSAO

Nos resultados obtidos, podemos concluir que a juglona apresenta atividade
esquistossomicida frente as fases evolutivas de Schistosoma mansoni (cepa BH), em
especial frente a esquistossomulos de 3h, vermes jovens de 21 dias e vermes adultos
fémeas com 50 dias, onde seus efeitos foram mais evidentes. Os efeitos foram
observados neste trabalho, tanto com juglona isolada ou em associacdo com o
praziquantel.

Dado o exposto, a associacao Juglona+Praziquantel apresentou eficacia diante
do S. mansoni (cepa BH) em avaliacdes de 24h, apresentando indice de combinacao
(IC) indicativo de atividade sinérgica para os esquistossomulos de 3 horas, vermes
jovens com 21 dias e vermes adultos machos e fémeas, sendo capaz de provocar
mortes, alteracbes de motilidade e danos tegumentares nos vermes. Em adicéo, a
combinacgao desses compostos permitiu diminuicdo da dose utilizada da juglona e do
praziquantel em comparacdo ao seu uso isolado, como também causou inibicdo da
oviposicao dos casais.

Os resultados desse estudo indicam novas possibilidades para o tratamento da
esquistossomose, uma vez que a associacdo de farmacos que apresente efeito
sinérgico € no momento uma Otima estratégia para potencializacdo terapéutica e

eliminacdo das chances de cepas resistentes ou com baixa sensibilidade ao PZQ.
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8 PESPECTIVAS

Avaliar detalhadamente, utilizando microscopio eletrénico de varredura (MEV),
as alteracbes tegumentares causadas pela combinagdo dos compostos em
concentracbes que apresentaram resultados promissores. Assim como também
investigar as demais concentra¢des subinibitérias frente a esquistossémulos com 3
horas, bem como realizar investigacdo in vivo sobre a atividade da associacao
quimioterapica JUG/PZQ, por administracao oral, frente as fases evolutivas de S.

mansoni (cepa BH), avaliando a absor¢ao e metabolismo das drogas.
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