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RESUMO

A esquistossomiase é considerada uma das doencas tropicais negligenciada
mais significativa no mundo. Sendo que a presenca de apenas um
medicamento para o tratamento da infeccao leva a busca por novos compostos
esquistossomicidas, utilizando os produtos naturais como uma das principais
fontes destas novas moléculas. Neste sentido, a lignana Arctiina extraida da
espécie Arctium lappa, cujas funcdes anti-inflamatérias e antiproliferativas ja
foram descritas na literatura, se tornou alvo do nosso estudo. O nosso
propésito foi pesquisar a sua acao esquistossomicida através de testes in vitro
e em modelo murino. A substancia foi utilizada nas concentracées de 30, 60,
120 e 240 pg/mL nos ensaios in vitro. Apés o periodo de incubacgdo, em
nenhuma das concentracdes, a molécula foi capaz de promover modificacdo na
viabilidade do parasito em cultura quando comparado ao grupo controle. Apds
a administracdo por via intraperitoneal, para verificar a presenca da substancia
no plasma murino, foi realizada uma andlise cromatografica. A analise da
amostra de arctiina pura, diluida em metanol, e diluida em plasma murino ndo
tratado mostrou um pico no cromatograma medido a 254 nm, com retencao de
5 minutos. A amostra de plasma animal coletada apds uma hora de tratamento
com arctiina, sob as mesmas condicbes experimentais, revelou um pico
semelhante ao da amostra pura, confirmando que a arctiina esta disponivel no
plasma ap6s administracdo. Os testes in vivo, foram realizados em
camundongos fémeas da linhagem Swiis que receberam por via intraperitoneal
duas dosagens de arctiina (50 mg/kg), sendo a primeira administrada 20 dias
apos a infeccao e a segunda apos duas semanas. Nos parametros analisados:
peso hepatico, leucometria global, reducéo da carga parasitaria e alteracdo no
oograma, nao foi verificado nenhuma alteragdo significativa em relacdo aos
parametros encontrados no grupo controle infectado, tratado com praziquantel
(200 mg/kg) e Dimetilsulfoxido (0,5%). O resultado mais promissor foi uma
reducdo das médias das areas dos granulomas, a administracdo da arctiina
provocou uma reducdo em torno de 20% em comparagdo com O controle

infectado. Mais estudos devem ser realizados a fim de verificar o possivel



mecanismo de atuacdo sobre os componentes inflamatérios presentes na

formacao do granuloma.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Arctiina. Arctium lappa. Granuloma.



ABSTRACT

Schistosomiasis is one of the most significant neglected tropical diseases in the
world. Only one drug is currently available for the treatment and control of
schistosomiasis, therefore there is an urgent need for the development of new
schistosomicide compounds, being natural products an important source of
these molecules. Hence, in this work we studied the lignan arctiin extracted
from Arctium lappa species, whose anti-inflammatory and antiproliferative
functions have been previously described. Our aim was to investigate in vitro
and in vivo its schistosomicidal activity. We tested the compound in vitro at the
follow concentrations 30, 60, 120 and 240 ug/ml. There was no difference in all
tested concentrations in the viability of the parasite in the culture after the
incubation when compared to the control group. In addition we verified the
plasmatic concentration of arctiin after intraperitoneal administration in mice by
chromatographic analysis. The analysis of pure arctiin diluted in either methanol
or mouse plasma showed a peak in the chromatogram at retention time of 5
minutes, absorbance was measured at 254 nm. Animal plasma sample
collected one hour after treatment with arctin was analyzed under same
experimental conditions and revealed a similar peak, confirming the availability
of arctiin in the plasma following administration. The in vivo tests were
performed in Swiss female mice, those were intraperitoneally injected with two
dosages of arctiin (50 mg/kg) - the first administered 20 days after infection and
the second two weeks later. The follow parameters were analyzed: liver weight,
white blood cell count, parasitic load and oogram. We did not find any
significant change in those parameters comparing infected control groups
treated either with praziquantel (200 mg / kg) or dimethyl sulfoxide (0.5 %) to
the group treated with arctiin. The most promising result was the reduction
around 20% of the average area of the granuloma in the arctiin group compared
with the infected control. More studies are needed to verify possible
mechanisms of action of this molecule in inflammatory components that play a

role in granuloma formation.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESQUISTOSSOMOSE

1.1.1 Aspectos gerais

A esquistossomose € uma doenca parasitaria causada por um platelminto
do género Schistosoma, pertencente a classe Trematoda, sendo que as
principais espécies causadoras de doencas sdo: Schistosoma mansoni (Africa,
Saudita, e América do Sul), Schistosoma japonicum (China e Sudeste Asiatico)
e Schistosoma haematobium (Africa e da Ardbia) (ROSS et al., 2002;
GRYSEELS et al, 2006). As espécies Schistosoma intercalatum (Africa
Ocidental e Central), Schistosoma mekongi (Mekong Delta) e Schistosoma
malayensis (Malésia) estdo limitadas a alguns focos locais, sendo consideradas
de menor importancia. Em todas as espécies o0s vermes adultos séo
morfologicamente semelhantes, diferenciando-se apenas pela espécie de
hospedeiro intemediario que infectam e na forma de evolugdo da doenca no
hospedeiro definitivo (GRYSEELS, 2012).

A esquistossomose encontra-se entre as Doencas Tropicais
Negligenciadas, catalogadas pelo Plano Global de Combate (2008-2015),
organizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), sendo considerada a
segunda doenca parasitaria mais socioeconomicamente devastadora. A OMS
aponta para numeros em torno de 700 milhdes de pessoas vivendo em areas
endémicas, sendo registradas anualmente mais de 200.000 mortes, sendo que
a maioria dos casos envolvem criangas (ROKNI, 2012; GRAY et al., 2011).

O S. mansoni € a Unica espécie que mantéem a infeccdo no Brasil.
Segundo Rokni (2012) e Gray et al. (2011) estima-se que 7,1 milhdes de
pessoas estdo infectadas com S. mansoni nas Américas, dos quais 95% dos
casos séo brasileiros. No Brasil cerca de 99% do casos estéo localizados nas

regides Nordeste e Sudeste (BRASIL, 2014), sendo Minas Gerais o estado com
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a maior area endémica. A doenca ocorre em 517 dos 853 municipios mineiros,
prevalecendo os municipios das Zonas Norte, Leste e os limitrofes com o
Espirito Santo (BRASIL, 2011).

A patogénese da esquistossomose ira depender da interacdo entre o
parasito e o seu hospedeiro definitivo (SOUZA et al., 2011). Morfologicamente
os vermes adultos sdo didicos, medindo cerca de 1-2 cm de comprimento e
0,3-0,6 mm de largura; se alimentam de células do sangue e habitam as veias
portais e mesentéricas do hospedeiro definitivo (LAMBERTUCCI, 2010;
GRYSEELS, 2012). No Brasil o tratamento da doenga se baseia principalmente
na utilizacdo de dois medicamentos, o Praziquantel de amplo espectro e o
Oxamniquine capaz de tratar apenas a infeccdo pela espécie S. mansoni
(BARSOUM, ESMAT e EL-BAZ, 2013).

A transmissdo da esquistossomose mansoénica ocorre através do contato
com a agua contaminada com as formas infectantes, larvas denominadas
cercérias. A contaminacao hidrica ocorre através da presenca de ovos que sao
excretados nas fezes dos hospedeiros mamiferos infectados. Em contato com
agua e sob condi¢cbes adequadas de luz e salinidade o ovo libera o miracidio.
Estes ciliados se sentem estimulados pela luz e alguns compostos quimicos
que favorecem o seu encontro com caramujos de agua doce do género
Biomphalaria, hospedeiros intermediarios. Depois de penetrar no caramujo, 0S
miracidios multiplicam-se assexuadamente em esporocistos multicelulares e
depois se transformam em larvas cercarias. As cercarias abandonam o
hospedeiro invertebrado apdés 4-6 semanas da infeccdo. Estas formas
infectantes penetram ativamente através da pele dos hospedeiros mamiferos
que se encontram em contato com as colecfes hidricas cotaminadas. Ao
penetrar pela pele, as cercarias perdem a cauda e se transformam em
esquistossébmulos, estes migram pela corrente sanguinea até no figado, onde
se tranformam em vermes adultos, os quais se deslocam para o seu destino
perivesicular ou mesentérico (GRYSEELS et al.,, 2006; GRYSEELS, 2012;
GRAY et al.,, 2011). Este ciclo biolégico do Schistosoma mansoni pode ser

visualizado na figura 1.
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Figura 1 — Ciclo biolégico do parasito Schistosoma mansoni.

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

i 6- Penetragao

/ 33 na pele

3- Miracidios penetram
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracao,
transformando-se esquistossémulos

8- Circulacao

l

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

2- Miracidios
liberados S\
dos ovos / /—'—_—

1- Ovos nas fezes

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

Fonte: SOUZA et al., 2011.

1.1.2 Diagndéstico clinico e laboratorial

Os sinais e sintomas (quadro clinico) da doen¢a dependem da carga
parasitaria e da resposta do sistema imune do hospedeiro. Geralmente
incluem uma fase inicial, caracterizada por uma dermatite na area onde as
cercéarias penetraram, sendo que a gravidade ira depender da quantidade de
parasitos e da duragcdo em que permanecerdo na derme; uma fase aguda
sisttmica, causada pela migracdo dos esquistossdmulos no sistema
circulatério, onde ha o aparecimento de alguns sintomas como febre elevada,
mal-estar geral, astenia, anorexia, nauseas, vomitos e o desenvolvimento de
lesBes inflamatdrias transitorias, duram em média de quatro a oito semanas,
em alguns 6rgaos como pulméo (arteriolite) e figado (hepatite aguda). A fase
cronica da infecgdo pode se apresentar de maneira polimorfica, porém, 6rgao
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especifica sendo caracterizada principalmente pelo desenvolvimento de
imunocomplexos e granulomas em tornos dos ovos que ficam aprisionados nos
tecidos, levando ao surgimento de complicacdes como a fibrose hepatica, a
hipertensao portal e a ascite (BARSOUM, ESMAT e EL-BAZ, 2013; SOUZA et
al., 2011).

A patogenia da doenca ocorre principalmente devido a resposta
inflamatoria excessiva ou desregulada contra o parasito e também contra os
ovos presos nos tecidos. Inicialmente o hospedeiro desenvolve durante a fase
aguda uma resposta imune Thl, dirigida ao verme adulto. A partir da
oviposicdo e deposicdo destes nos tecidos a resposta imune é gradualmente
deslocada para um perfil predominante de resposta Th2, humoral, que culmina
com a formagdo dos granulomas (HAMS, AVIELLO e FALLON, 2013;
OLIVEIRA et al., 2014).

A avaliacdo laboratorial diagnostica € realizada utilizando,
principalmente, testes parasitologicos e imunolégicos. O diagndstico
convencional se baseia na detec¢cdo microscopica de ovos do parasito nas
fezes, sendo Kato-Katz (KK) a técnica parasitolégica recomendada, uma
técnica quantitativa, de baixo custo e de facil execucéo. Apesar de ser o padréo
ouro de diagndstico para esquistossomose, existe a possibilidade de resultados
falsos negativos quando se analisam pequenas por¢cdes de fezes e uma Unica
lamina por paciente (SIQUEIRA et al., 2015).

Os ensaios imunoldgicos sdo complementares ao exame parasitolégico
tradicional podendo destacar as reacfes de fixacdo do complemento,
imunofluorescéncia indireta e técnicas imunoenzimaticas (Enzyme linked
immuno sorbent assay — ELISA) (VITORINO et al., 2012).

Os métodos moleculares, como a PCR, séo Uteis na deteccdo de baixa
carga parasitaria além de serem altamente sensiveis, porém o custo € muito
elevado, restringindo sua aplicagdo atual exclusivamente para pesquisa
(SIQUEIRA et al., 2015). A biopsia retal e a hepatica também constituem
métodos auxiliares e de alta positividade, porém seu uso é restrito, sendo
recomendados apenas em casos especificos, por se tratar de técnicas
invasivas (VITORINO et al., 2012).
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1.1.3 Tratamento

O tratamento da esquistossomose até o ano de 1970 se baseava em
poucas terapias as quais apresentavam diversos efeitos toxicos. Geralmente,
eram terapias a partir de compostos antimoniais capazes de provocar diversos
efeitos colaterais, tais como nauseas, vomitos, diarreia, anorexia, disturbios
cardiovasculares, hepaticos e dermatoldgicos, podendo levar ao choque
anafildtico (DE MORAES, 2012). Atualmente apenas duas drogas estdo
disponiveis no Brasil para o tratamento da esquistossomose, 0 oxamniquina e
o praziquantel (GRYSEELS, 2012; ESMAT e RAZIKY, 2009).

O Oxamniquina (Figura 2) é um derivado de quinolina (2-aminometil-
tetra-hidro quinolina), eficaz apenas contra infeccbes pela espécie S. mansoni
(BARSOUM, ESMAT e EL-BAZ, 2013). O tratamento, em dose Uunica
recomendado pelo Ministério da Saude, prevé o uso de 20 mg/kg e é
encontrado nas formas farmacéuticas de capsula de 250 mg e xarope de 250
mg em 5 mL, facilitando a posologia pediatrica. Os efeitos adversos geralmente
sao leves e de curta duracao (CIOLI, PICA-MATTOCCIA e ARCHER, 1995).

O mecanismo de acdo do medicamento oxamniquina se baseia no fato
que por ser um substrato de enzimas sulfotransferases, sao capazes de
produzir um éster que reage com os acidos nucleicos e, assim, interferem com
0s processos de replicacado e transcricdo (PICA-MATTOCCIA et al., 2006). Esta
droga também provoca um aumento na motilidade e danos ao tegumento, que
afetam principalmente os vermes machos de S. mansoni, que Sao mais
sensiveis a esta droga do que outras espécies, sendo que alteracdes deletérias
também podem ser observadas nas fémeas (NDJONKA et al., 2013). No
tratamento da esquistossomose experimental, foi verificado a sua eficacia de
95% no inicio da infecgéo, declinando para 51% em torno da terceira semana e
aumentando novamente para 96% apds a sétima semana de infeccdo
(CIOLI,PICA-MATTOCCIA e ARCHER, 1995). A auséncia de um alvo
homélogo humano torna oxamniquina uma droga eficaz e com baixo perfil de
citotoxicidade para as células humanas. No entanto, fatores como o

aparecimento de linhagens resistentes, o alto custo de producéo e seu uso
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restrito para espécie S. mansoni, torna a droga inutilizavel para campanhas de
controle mundial da doenca (NDJONKA et al., 2013).

Figura 2 — Estrutura quimica do Oxamniquina.
NH{
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H

Fonte: DE ALMEIDA et al., 2008

O Praziquantel (PZQ, Figura 3) € um composto isoquinolinico utilizado
para tratar a esquistossomose humana em larga escala. Este farmaco se
tornou a Unica droga de escolha para o tratamento, devido a sua alta eficacia
(contra todos os tipos de esquistossomose humana), excelente tolerabilidade,
poucos efeitos colaterais (que normalmente sdo transitorios), administracdo
oral (facilitando a adesdo ao tratamento) e o custo acessivel (CIOLI et al.,
2014; WANG, WANG e LIANG, 2012). Geralmente é administrado em uma
Unica dose sendo recomendada de 40-60 mg/kg de peso corporal e
concomitante com alimentos, o que aumenta a sua biodisponibilidade, sendo
que as taxas de cura sdo de 80-90%. (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003;
BARSOUM, ESMAT e EL-BAZ, 2013).

A sensibilidade do Schistosoma em relacdo ao praziquantel ocorre com
algumas peculiaridades; o parasito é suscetivel para os primeiros dias apos a
infeccdo (desde a fase cercariana), em seguida ha uma insensibilidade
progressiva para niveis muitos baixos (3-4 semanas apos a infecgdo),
retomando a sua maxima acao apos 6 a 7 semanas de infecgdo (CIOLI e PICA-
MATTOCCIA, 2003; CIOLI et al.,, 2014). Um dos provaveis mecanismos de
acdo é baseado na contracao instantanea da musculatura do parasito, seguido
de paralisia espastica do verme e vacuolizacdo rapida do seu tegumento,
concomitante com um aumento expressivo do influxo de calcio (CHAI, 2013;
GRYSEELS et al., 2006; GRYSEELS, 2012).
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Figura 3 — Estrutura quimica do Praziquantel (PZQ).

Praziquantel

Fonte: CIOLI, PICA-MATTOCCIA, 2003.

O PZQ se tornou a droga de escolha para o tratamento, principalmente
pelo seu amplo espectro de acdo, aumento na producdo industrial e,
consequentemente, reducdo do custo. Com a elevada taxa de utilizagédo, a
resisténcia de algumas linhagens tem sido descritas na literatura. Sua acao
também ndo abrange todas as fases do ciclo de vida do parasito, atuando
principalmente sobre as formas de vermes adultos, machos e fémeas. Assim
novas pesquisas estdo sendo realizadas em busca de novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da doenca (CIOLI, PICA-MATTOCCIA e
ARCHER, 1995; CIOLI et al., 2014).

1.2 PRODUTOS NATURAIS COMO AGENTES ESQUISTOSSOMICIDAS

As areas endémicas para doencas tropicais, causadas por protozoarios
e helmintos, possuem em geral, como caracteristica, um elevado numero de
habitantes com baixa renda, saneamento basico inadequado e economia
predominantemente rural (KING, 2010). Para essas areas, as fontes naturais
de terapia, como as plantas, representam uma forma acessivel de tratamento
destas doencas. Valorizando assim a busca pela descoberta de novos
farmacos de origem vegetal (NDJONKA et al., 2013).

A eficacia dos compostos naturais com propriedades esquistossomicidas

pode ser testada através de trés estratégias: curativa, quando ocorre a reducéo
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da carga parasitaria em modelos animais ou a morte de vermes adultos em
cultura; profilatico, quando a substancia impede a transformacdo dos
esquistossébmulos a vermes adultos; e supressora, afetando a oviposicao.
Assim, parametros, como atividade motora, alteracbes tegumentares,
acasalamento e oviposicdo, muitas vezes sao indicadores de atividade
bioldgica e toxicidade das drogas sobre o helminto em estudos in vitro (DE
MORAES, 2012).

Uma variedade de compostos que revelam atividade esquistossomicida
foram identificados em ensaios in vitro. De Moraes, (2012) cita o 6leo essencial
de Ageratum conyzoides e o de Baccharis dracunculifolia como substancias
ativas sobre vermes adultos e sobre a oviposicdo. Mohamed, Metwally e
Mahmoud, (2005) relataram que sementes de Nigella sativa trituradas, testadas
in vitro, tiveram acdo sobre os miracidios, cercarias e vermes adultos de S.
mansoni, além da inibicdo da oviposicédo, indicando um forte efeito sobre varias
fases do parasito.

A extrapolacdo dos resultados in vitro ao in vivo ndo é uma tarefa facil.
Um exemplo é o Vernodalin, uma lactona sesquiterpénica com uma atividade
promissora in vitro, mas néo in vivo (NDJONKA et al., 2013). Por outro lado, o
antimalarico Artemisinina e alguns derivados vém sendo explorados por mais
de 20 anos, com resultados promissores, mas ainda néo indicado para o
tratamento dos doentes. Recentemente, a descoberta de atividade in vivo da
Artemisinina como agente esquistossomicida foi estabelecido. O composto foi
capaz de promover a reducdo da carga parasitaria em camundongos
experimentalmente infectados por S. japonicum e a suscetibilidade dos
esquistossdmulos. Mais tarde, estes resultados também foram confirmados
para S. mansoni (ESMAT e RAZIKY, 2009; DOENHOFF et al., 2009;
GRYSEELS, 2012). Porém a sua utilizacdo em larga escala para o tratamento
da esquistossomose gera preocupacbes em relacdo a possibilidade do
surgimento de parasitos resistentes ao tratamento da Malaria (ALI, 2011).

Outros estudos também foram relatados por Ali, (2011): a substancia
Lapachol e parte de plantas como o Rhizoma rhei foram eficazes contra a

esquistossomose e 0s extratos etandlicos de Pulicaria crispa e Citharexylum
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guadrangulare mostraram efeitos imunoestimulatorios antes e apos a infeccao
por S. mansoni.

Espécies vegetais cujos efeitos esquistossomicidas foram bem
caracterizados podem ser importantes candidatas para pesquisas adicionais,
resultando em uma aplicagéo clinica destas (CASTRO et al., 2013).

1.3 A ESPECIE Arctium lappa E A LIGNANA ARCTIINA

A familia Asteraceae € uma das maiores familias de plantas abrangendo
cerca de 1.600 géneros e 25.000 espécies, divididas em 17 tribos e 3
subfamilias (ROQUE e BAUTISTA, 2008; HATTORI e NAKAJIMA, 2008).
Apresenta uma ampla distribuicdo, encontrando-se disseminada em varios
continentes. No Brasil, a familia é representada por, aproximadamente, 180
géneros e 1.900 espécies, distribuidas em diferentes formacdes vegetacionais
por todo o territério (ROQUE e BAUTISTA, 2008).

Plantas dessa familia, como Artemisia absinthium (Losna) (VERDI,
BRIGHENTE e PIZZOLATTI, 2005), Baccharis dracunculifolia DC (Alecrim do
Campo) (PARREIRA et al., 2010), Calendula officinalis L (Caléndula)
(CITADINI-ZANETTE, NEGRELLE e BORBA, 2012), Matricaria recutita L
(Camomila) (WANG et al., 2005), entre outras, sdo amplamente estudadas
guanto a sua composi¢cao quimica e atividade bioldgica.

A espécie Arctium lappa Line (Asteraceae) € uma planta perene de
utilizacao tradicional na medicina chinesa. Terapeuticamente ela também vem
sendo utilizada pricipalmente em paises da Europa, América do Norte e Asia.
(AHANGARPOUR et al., 2015). No Brasil, esta planta também pode ser
denominada Arctium chaorum Klokov e Lappa major Gaertn, sendo indicada,
de acordo com o formulario terapéutico, como antidispéptico, diurético e anti-
inflamatorio; realizando o preparo por decocgdo das raizes para 0 uso interno
(BRASIL, 2011).

Esta espécie é conhecida popularmente como bardana, erva-dos-

tinhosos, pegamassa, capricho-de-carneiro e capricho-grande. Caracteriza-se
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morfologicamente (Figura 4) por apresentar folhas grandes e flores arroxeadas,
podendo chegar a 2,5 metros de altura (LIMA et al., 2006).

Figura 4 — Aspecto morfolégico das folhas e flores de Arctium lappa (Asteraceae)

.

Fonte: http://crdp.ac-besancon.fr/flore/Asteraceae/especes/arctium_lappa.htm.
Acesso em: 25 de abril de 2015

.

A Bardana se destaca pelo seu valor nutricional, possuindo em sua
constituicdo aminoacidos essenciais (acido aspartico e arginina), vitaminas (B1,
B2, C e A) e metais (calcio, potassio, sédio e magnésio) e pelo seu valor
medicinal; sendo tradicionalmente utilizada para tratar a dor de garganta,
hipertensdo, gota, hepatite e outras doencas inflamatérias, como erupcdes
cutaneas e furdnculos (CHAN et al.,, 2011; LEE et al., 2012). Também ha a
utilizacdo das raizes para o tratamento da impoténcia e esterilidade e infusées
das folhas como diuréticos e antipirético (LIMA et al., 2006; GRASES et al.,
1994; AHANGARPOUR et al., 2015).

Vérios estudos ja foram realizados sobre as atividades biologicas da
Bardana, dentre os quais podemos citar: Sohn et al., (2011) sugerem em seus
resultados que o extrato butandlico de A. lappa inibe a expressao de IL-4 e IL-5
apoiando a hipotese dos efeitos benéficos no tratamento de doencas alérgicas,
incluindo a dermatite atépica. Machado et al., (2012), verificaram a atividade
antiproliferativa contra células Caco-2 (linhagem celular de adenocarcinoma de

coOlon retal) e Chan et al., (2011) destacam a atividade anti-inflamatoéria e como
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sequestrante de radicais livres. Sendo estes efeitos atribuidos a alguns
compostos ativos isolados da A. lappa, como taninos, lignanas (arctigenina e
arctiina), beta-eudesmol, acido cafeico, o acido clorogénico, inulina e
diarctigenina (CHAN et al., 2011; KEMPER, 2010).

Dentre os compostos biologicamente ativos destacamos algumas
lignanas e neolignanas que apresentam atividades antiparasitarias. As
Surinamensina la e 1b sdo neolignanas que foram testadas frente a atividade
leshmanicida (BARATA et al., 2000). Cabral et al. (2010), testaram o efeito
tripanossomicida das neolignanas licarina A e burchelina isoladas de plantas no
nordeste do Brasil e relataram que ambas as substancias agiram como um
agente terapéutico interessante, porque foram capazes de matar os parasitos
sem afetar macréfagos. Pereira et al., (2011) ressaltaram também que, além da
atividade tripanossomicida da Licarina A esta apresentou uma nova atividade
esquistossomicida. Godinho et al., (2014) demosntrou in vitro o potencial de
atividade esquistossomicida do 6leo essencial de Tanacetum vulgare (TV-EO)
contra vermes adultos de S. mansoni, reforcando o seu uso tradicional como
vermifugo e anti-helmintico.

A lignana Arctiina (Figura 5 — Estrutura quimica), um dos principios
ativos isolados do fruto de Arctium lappa, tem demonstrado a capacidade de
influenciar as funcdes biolégicas e possuir propriedades farmacoldgicas
importantes (LEE et al., 2011; MATSUZAKI et al., 2008).

Figura 5 — Estrutura quimica da Arctiina

0
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Fonte: HIROSE et al., 2000.
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Dos estudos disponiveis na literatura, que demonstram a capacidade da
Arctiina em influenciar as funcdes bioldgicas e de possuir propriedades
farmacoldgicas importantes podem ser citados: os estudos de Lee et al. (2011)
que sugerem os efeitos antiinflamatorios da Arctiina sobre macrofagos através
da reducdo de citocinas pré-inflamatérias através da inativacdo do fator de
transcricdo NF-kB (factor nuclear kappa B); Hayashi et al. (2010) destacaram a
Arctiina como sendo uma opc¢éo para o tratamento contra o virus da Influenza
A, como monoterapia (capaz de estimular um aumento da producédo de
anticorpos especificos contra o virus) ou em terapia combinada com o
oseltamivir (reducdo da carga viral). O estudo de Matsuzaki et al. (2008)
verificou que esta molécula foi parcialmente capaz de induzir a inibicdo do
crescimento celular através da infra-regulacdo da expressao da proteina ciclina
D1, contribuindo assim para o seu efeito anti-proliferativo.

Algumas propriedades ja descritas, revelam o potencial terapéutico
desta molécula, sendo essencial a busca de novos alvos farmacolégicos para
sua utilizacdo. Githiori, Athanasiadou e Thamsborg (2006) destacam que 0s
ensaios in vitro devem ser realizados com o estudo in vivo, porque nem sempre
as concentracbes das substancias ativas correspondem as mesmas nos dois
estudos.

A Arctiina pode ser extraida de uma planta (bardana) que pertence a
uma familia (Asteraceae) conhecida por suas propriedades antihelminticas.
Desta forma, foi selecionada para este estudo com base em nossa pesquisa
bibliografica, onde n&o consta nenhum dado publicado sobre a atividade
esquistossomicida. Assim, o0 presente estudo investigou o potencial

esquistossomicida da arctiina in vitro e in vivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a acdo da Arctiina sobre o helminto Schistosoma mansoni,

através de andlises de sua atividade in vitro e in vivo, em modelo murino.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da Arctiina, em concentracdes distintas, sobre a
viabilidade do parasito (morfologia, mobilidade, producdo e estagios de
desenvolvimento dos ovos), in vitro;

Realizar ensaios em CLAE a fim de identificar a presenga Arctiina no
plasma murino apds administracao intraperitoneal;

Verificar o efeito do tratamento in vivo sobre a reducdo da carga
parasitaria e de parametros relacionados a morbidade da doenca como: peso

hepatico, leucometria global, desenvolvimento de granulomas e oograma.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS DROGAS ARCTIINA E PRAZIQUANTEL

A Arctiina, purificada do extrato hidroalcodlico bruto dos frutos da
Arctium lappa L., foi gentiimente cedida pelo Nucleo de Identificacdo e
Pesquisa de Principios Ativos Naturais — NIPPAN, da Faculdade de Farmécia,
na Universidade Federal de Juiz de Fora, coordenado pelo professor Doutor
Ademar Alves Da Silva Filho. O Praziquantel (PZQ) foi adquirido através de
uma doacdo da secretaria Municipal de Saude na forma comprimidos na
concentracdo de 600 mg (comprimidos produzidos por Farmanguinhos, Lote
13010097).

3.2 ENSAIOS IN VITRO

3.2.1 Aspectos Eticos

Sob a observancia dos Principios Eticos de Experimentacdo Animal, a
presente pesquisa foi submetida & apreciacdo da Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-reitoria de Pesquisa da Universidade

Federal de Juiz de Fora, aprovada com o parecer n°® 025/2012.

3.2.2 Infec¢cao de Animais e Ciclo do Parasito

Os camundongos fémeas da linhagem Swiss, obtidos e mantidos no

Laboratério de Esquistossomose do Centro de Pesquisas René Rachou
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Fiocruz/MG, foram submetidos a infeccdo bissexuada por cercarias de S.
mansoni, cepa LE/BH (Belo Horizonte — MG), por via subcutanea. Cada animal
recebeu um indculo contendo cerca de 50 cercarias. As cercarias foram obtidas
através da passagem seriada em moluscos Biomphalaria glabrata, como
hospedeiro invertebrado, e em camundongos da linhagem Swiss como
hospedeiro mamifero. Condi¢cdes de acesso a racdo e agua foram mantidas.
Ao final de 55 dias pés-infeccdo e com o peso médio em torno de 31g, 0s
animais foram sacrificados por aprofundamento de anestesia com uma mistura
dos anestésicos Cloridrato de Xilasina (na dosagem de 10 mg/kg) e Cloridrato
de Ketamina (115 mg/Kg), e perfundidos para recuperacdo de vermes adultos
do sistema porta-hepatico, adaptado da técnica descrita por Pellegrino e
Siqueira (1956). Figados e intestinos foram removidos e utilizados na
purificacdo de ovos para eclosdo dos miracidios, utilizados na infeccdo dos

hospedeiros intermediarios.

3.2.3 Avaliagéo in vitro da atuagao da Arctiina sobre os vermes adultos de

S.mansoni.

Os casais de vermes adultos para o ensaio in vitro foram recuperados de
animais infectados por perfusio (MAGALHAES et al., 2009) e foram
previamente lavados em média 5 vezes com meio RPMI 1640 + antibiéticos
para remocao de residuos. Posteriormente foram colocados separados e em
pocos de placas de petri estéreis (8,5 X 12,8 cm), contendo 2 mL de meio
RPMI 1640, suplementado com penicilina cristalina G (1000 Ul/mL),
estreptomicina (1000 ug/mL) e 10% de soro bovino fetal.

A Arctiina foi diluida nas concentracdes 30, 60, 120 e 240 pg/mL, em
solucéo 10% de DMSO (v/v) e meio RPMI 1640.

Pocos contendo somente meio de cultura ou meio com DMSO 10%,
também suplementados com antibiéticos e soro bovino fetal, foram usados
como controle negativo. As culturas foram mantidas em atmosfera de CO, 5%

a 37 °C e foram monitoradas ap0s 24h de contato com a Arctiina e diariamente
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por 7 dias observando os sinais de viabilidade (motilidade corporal e das
ventosas, pareamento e lesdes tegumentares e morte) do parasito, bem como,
a producdo de ovos. O monitoramento foi realizado com o auxilio de
microscépio de luz invertida (LABOMED), sendo as altera¢cfes relatadas. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.3 IDENTIFICACAO DA ARCTIINA NO PLASMA MURINO

3.3.1 Varredura espectral

Foi realizado uma varredura espectral para verificar toda a faixa de
absorcdo para a Arctiina, com base nos comprimentos de onda ja descritos na
literatura (254 e 280 nm). A amostra de Arctiina foi diluida em metanol (1:10) e
a analise foi realizada em um espectrofotdmetro para microplacas (Spectramax
190 — Molecular Device) utilizando como leitura os comprimentos de onda de
190 a 300 nm.

3.3.2 Condi¢cbes Cromatogréficas

A analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi
realizada no Laboratorio de Farmacologia Clinica e Experimental (LaFaCE), do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, na Universidade Federal de Juiz de Fora,
coordenado pelo professor Doutor Jorge Willian Leandro Nascimento. A técnica
utilizada foi uma adaptacdo do meétodo para determinacdo do perfil
cromatografico para identificacdo e doseamento da arctigenina (TEIXEIRA,
2013) utilizando técnica de CLAE em equipamento Alliance modelo 2695
(Waters, USA) com detector de ultravioleta (UV) modelo 2489 de duplo

comprimento de onda, no qual foi utilizado para experimento os comprimentos
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de onda de 254 e 280nm. A separacdo cromatografica se deu através de
coluna X-Bridge C18, 4,6 x 150 mm, 5 um (Waters, USA), operando a 35°C. A
fase movel foi composta de um sistema gradiente utilizando solucdo de acido
fosférico 0,1% e metanol no seguinte gradiente: 1-5 min (50:50), 5-10 min
(60:40). O fluxo da fase movel foi mantido em 1,1 mL/min e o volume de
injecdo de 10 pl, para a amostra padrdo e 20 pl para as amostras contendo
soro do camundongo, coletado apos uma hora do tratamento com Arctiina,
conforme técnica de Liu et al. (2010) modificada. Foi utilizado o software
Enpower 3 (Waters, USA) para processamento das amostras, integracdo dos

picos e avaliacdo dos cromatogramas obtidos.

3.4 ENSAIOS IN VIVO

3.4.1 Grupos de animais

Fémeas de camundongos da linhagem Swiss, com peso de
aproximadamente 20 g, foram infectadas com aproximadamente 50
cercarias/animal. Os camundongos foram divididos em 4 grupos (Tabela 1) de
12 animais para cada grupo, incluindo um grupo controle composto por animais
infectados e nao tratados. Um grupo controle de tratamento foi utilizado no qual
0s animais receberam, por via oral, uma dose unica de Praziquantel na
concentracdo de 200 mg/kg de peso, aos 20 dias apos a infeccdo. O outro
grupo controle (DMSO) foi composto por animais que receberam duas doses
(inéculos) intraperitoneais na concentracdo de 0,5% de DMSO diluido em
solucéo salina 0,85%. Para o tratamento com Arctiina, os animais receberam
por via intraperitoneal, duas doses na concentracdo final de 50 mg/kg,
emulsionadas em solugcdo de DMSO a 10%, com intervalo de 2 semanas entre
estas. O inicio das doses foi aos 20 dias ap0s a infec¢do e os animais foram
sacrificados ap0s 55 dias de infecgéo.
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Tabela 1. Disposicdo dos animais em grupos experimentais com o0s respectivos
tratamentos.

N.o de_ N.o dg Tratamento N° de doses .
Grupo animais animais ma/kg administradas Via
Infectados  Avaliados 9
Controle 15 12 Sem Tratamento - -
DMSO 15 12 0,5% Duas IP
Praziquantel 15 12 200 Uma O
Arctiina 15 12 50 Duas IP

Fonte: Autora; DMSO: Dimetilsulféxido; IP: Intraperitonial; O: Oral

3.4.2 Peso hepético

Apbs eutanasia e perfuséo, o figado de cada camundongo submetido ao
regime de dose dupla de Arctiina (50 mg/Kg de peso), bem como, daqueles
pertencentes aos grupos controles — PZQ, DMSO e nao tratado - foram

removidos e seus pesos determinados.

3.4.3 Contagem da Leucometria Global

Os animais de cada grupo foram anestesiados e tiveram seu sangue
coletado pelo plexo retro-orbital. Aliquotas contendo 20 pL de sangue foram
diluidas em 400 pL de liquido diluidor de Turk. O somatério dos quatro
quadrados foi multiplicado pelo fator 50 para obter a leucometria em leucocitos
por mm?® (uL) de sangue. As amostras de sangue total foram coletadas em
tubos heparinizados e contadas na Camara de Neubauer para obtencdo da

leucometria global.
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3.4.4 Avaliagao parasitologica sobre o nUmero de vermes recuperados

A avaliacdo da acgédo esquistossomicida da Arctiina sobre os animais
infectados foi realizada ap6s 55 dias de infeccdo onde, os grupos de
camundongos controle, tratados com PZQ, com DMSO e com Arctiina, foram
sacrificados por aprofundamento de anestesia com uma mistura dos
anestésicos Cloridrato de Xilasina (ha dosagem de 10 mg/kg) e Cloridrato de
Ketamina (115 mg/Kg) e perfundidos de acordo com a técnica descrita por
Pellegrino e Siqueira (1956), com adaptacdes: ap0s a exposicdo das visceras,
a veia porta foi seccionada, préximo ao figado e a porcao terminal do intestino
foi amarrada. Com o auxilio de uma agulha acoplada em um pipetador
automatico (Brewer), foi injetada solucdo heparinizada de salina 0,85% na
aorta toracica e no hilo hepatico, permitindo assim a perfusdo das veias
mesentéricas e hepaticas. Os vermes recuperados foram contados com auxilio
de uma lupa, separando-os em machos e fémeas e de acordo com a
localizacdo dos mesmos (mesentério ou figado). Os resultados foram

comparados aos obtidos no grupo controle nao tratado.

3.4.5 Andlise qualitativa e quantitativa do oograma

A evolugdo da oviposigcdo foi avaliada através da analise qualitativa e
quantitativa dos oogramas que foram realizados com fragmentos do intestino
(cerca de 1 cm da juncéo ileocecal). Os mesmos fragmentos foram colocados
entre uma lamina de vidro e uma laminula plastica, que foram posteriormente
prensados. As laminas foram visualizadas a fresco ao microscopio (Olympus
BX41) a fim de se verificar e quantificar a presenca dos ovos e determinar os
estagios de desenvolvimento dos mesmos, em cada grupo de camundongos. A
classificagdo em ovos maduros e imaturos foi realizada de acordo com as

classificacbes propostas por Jurberg e colaboradores (2009). A andlise
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quantitativa dos oogramas foi realizada com a andlise de 50 ovos em cada

animal sendo o resultado expresso em porcentagem.

3.4.6 Andlise dos granulomas

Fragmentos do figado dos animais foram removidos e fixados em
solucdo de formalina tamponada. Os cortes do tecido hepatico foram corados
com agentes distintos para a avaliacdo do diametro dos granulomas (PYRRHO
et al., 2004) e extensdo da deposicdo de colageno (Tricrémica de Gomori)
(FILHO, 2004), as quais foram analisadas por microscopia 6ptica (Olympus
BX41) e digitalizadas através do software Image Pro-Plus 4.5 (Media
Cybernetics). A area total de granulomas foi medida e os resultados foram
expressos em micrometros quadrados (Um?). Foram escolhidos e avaliados 10
granulomas por lamina (20 animais). Essas imagens foram escolhidas
aleatoriamente dentre aguelas que apresentavam um Unico ovo de S. mansoni

viavel e em seu centro.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 3.03 (San Diego, Ca, USA). Os resultados que apresentaram distribuicao
normal foram analisados utilizando: andlise de variancia, seguida dos testes de
comparacdes multiplas de Tukey, quando as comparac¢des envolveram mais de
duas variaveis, sendo consideradas significativas as diferencas com o valor de
p < 0,05. Para avaliar a homogeneidade da infeccéo entre os grupos tratados e
nao tratados foram utilizadas andlises de variancia (ANOVA). Os resultados

foram apresentados em médias /desvio padrdo e porcentagem.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO IN VITRO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS
PROMOVIDAS PELA ARCTIINA SOBRE VERMES ADULTOS DE
SCHISTOSOMA MANSONI

O ensaio foi realizado com casais de vermes adultos recuperados de
animais infectados por perfusdo, sendo a avaliacdo realizada durante 7 dias.
Utilizou-se diferentes concentragbes (30, 60, 120 e 240 pg/mL) de Arctiina
sendo a dissolucéo realizada em DMSO 10% e agua e as diluicbes em meio
RPMI 1640.

ApoOs 24 horas de incubacao, os parasitos foram observados quanto aos
sinais de vitalidade e viabilidade (motilidade corporal e das ventosas,
pareamento e lesdes tegumentares), bem como, quanto a oviposi¢cao. As
alteracdes observadas foram sumarizadas na tabela 2.

A figura 6 ilustra o que foi apresentado na tabela 2. Os vermes que
foram expostos a arctiina, em diversas concentracdes, ndo apresentaram
alteracdes significativas nos parametros de viabilidade analisados em relagéo

ao grupo controle (ndo exposto a nenhum composto).
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Tabela 2 — Avaliacéo in vitro da atividade esquistossomicida da Arctiina. Os casais (n=4)
de vermes adultos foram mantidos em cultura durante 7 dias, incubados a 37°C e em
atmosfera com 5% de CO, Foram utilizadas diferentes concentracBes de Arctina e o0s

parédmetros de viabilidade dos vermes adultos foram avaliados.

Vermes
normais

Vermes
normais

Vermes
normais

Vermes com
morfologia e

movimento normais.

Ovos de 1° estadio

Vermes com
morfologia e

movimento normais.

Ovos de 1° estadio

Vermes com
morfologia e

movimento normais.

Ovos de 1° estadio

Vermes com
morfologia e

movimento normais.

Ovos de 1°e 2°
estadio

Vermes com
morfologia e

movimento normais.

Ovos de 1°e 2°
estadio

Vermes com
morfologia e

movimento normais.

Ovos de 1°e 2°
estadio

Vermes com
morfologia e
movimento
normais. Ovos de
todos os estadios

Vermes com
morfologia e
movimento
normais. Ovos de
todos os estadios

Vermes com
morfologia e
movimento
normais. Ovos de
todos os estadios

Fonte: Autora. DMSO: Dimetilsulféxido.

Figura 6 — Efeitos da Arctiina sobre os vermes adultos de Schistosoma mansoni

mantidos em cultura.

Vermes adultos de Shistosoma mansoni

mantidos em cultura de meio RPMI

1640,

suplementado com antibiéticos e soro fetal bovino. Em (A), vermes mantidos em cultura sem
acdo da droga — Controle. A imagem (B) sdo os vermes tratados com DMSO 10% e (C),
vermes tratados com Arctiina nas concentra¢des de 30, 60, 120 e 240 pg/mL. Fonte: Autora.
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4.2 IDENTIFICACAO DA ARCTIINA EM PLASMA MURINO

4.2.1 Varredura espectral

A técnica de espectrofotometria de varredura foi utilizada para medir
automaticamente a absor¢édo de uma solugao de arctiina em metanol (1:10) em
diferentes comprimentos de ondas. Os resultados estdo representados
graficamente (grafico 1). Foi observada uma curva, espectro de absorcdo, com
inicio em torno de 250nm, o pico maximo em 275 — 280 nm e término em

aproximadamente 290 nm.

Grafico 1 — Varredura espectral da solucédo de Arctiina em metanol na diluicdo de 1:10.

Varredura da Arctiina

Absorbancia

240 250 260 270 280 290 300

Comprimento de Onda (nm)

Varredura espectral da solugdo de Arctina em metanol, utilizando como leitura os
comprimentos de onda de 190 a 300nm. Fonte: Autora.

4.2.2 Identificacdo da Arctiina por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A garantia da disponibilidade da arctina apdés a administracdo via

intraperitoneal, bem como a garantia da ndo conversdo da mesma em
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arctigenina (visto que a mesma possui tempo de corrida em aproximadamente
8 min — retencdo na coluna), s6 poderia ser avaliada a partir das analises
cromatograficas de amostras de plasma de animais tratados com a droga apés
1 hora de sua administracdo. Para a identificacdo da substancia Arctiina em
plasma murino foi utilizada a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Como representado no grafico 2, foi possivel verificar a
presenca de trés cromatogramas com picos semelhantes (com tempo de
corrida em aproximadamente 5 min — retencdo na coluna). A comparacgao foi
realizada entre o pico da substancia presente no plasma identificado (plasma
de animal tratado com a arctiina), comparando o tempo de retencdo desta
substancia com o da amostra padrdao (arctina pura, na concentracdo de 1
mg/mL, diluida em metanol), e com a amostra fortificada (arctiina pura, na
concentragdo de 1 mg/mL, diluida em plasma de animal ndo tratado). O
resultado obtido por esta analise revelou um pico nitido que se destaca na
curva marcada (A) no cromatograma do grafico 2, obtido a partir de amostras
de arctiina (padrdo), 1 mg/mL, diluida em metanol. A letra (B) do mesmo
cromatograma foi destacada no mesmo tempo de retencdo de (A e C) e
corresponde ao pico de absorcdo da arctiina presente no “pool” de amostras de
plasma de animais tratados com a substancia e a curva (C) no mesmo
cromatograma, representa a arctiina (padrdo), 1 mg/mL, diluida em plasma
(animal nédo tratado). O melhor comprimento de onda de leitura para estes

espectros foi a 254 nm.
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Grafico 2 — Andlise cromatografica do plasma murino e a identificacdo da presenca de
Arctiina.
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Minutes.”

Cromatogramas obtidos através o software Enpower 3 (Waters, USA) no comprimento de onda
de 254 nm. Em (A), pico da solucéo de arctiina (padréo); o pico marcado no cromatograma,
denominado (B) representa a presenca de arctiina contida em plasma de animais infectados e
tratados, colhido apés uma hora da administracdo da substancia; em (C) pico da solucdo de
arctiina que foi diluida em plasma de animal ndo tratado (controle). Fonte: Autora.

4.3 AVALIACAO DOS EFEITOS DO TRATAMENTO ARCTIINA EM MODELO
DE ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL

Os grupos de camundongos da linhagem Swiss infectados com
cercarias S. manoni, pesando aproximadamente 31 g (tabela 3), foram tratados
com Arctiina, na concentracdo de 50 mg/Kg (20 dias apés a infecgéo). A via de
administracdo escolhida foi intraperitoneal para garantir que a substancia
administrada estaria biodisponivel e inalterada, como mostrado pelo
cromatograma (grafico 2). O preparo das doses foi realizado através de uma
emulsdo contendo solugcdo de DMSO (10%), salina (tampéo salina fosfato, pH
7,4) e a substancia de escolha, Arctiina. Os in6culos aplicados possuiam em
torno de 50 a 100 pL.
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Tabela 3 — Peso Médio dos camundongos (g). Os grupos de camundongos infectados
tiveram os seus pesos assinalados antes de serem eutanasiados.

Grupo (n=12) Peso médio = SD Minimo Méaximo
Controle 30,58 + 5,42 20 37
DMSO 33+£5,38 28 48
Praziquantel 30,58 £ 2,23 27 34
Arctiina 30,58 + 4,87 25 42

Fonte: Autora. DMSO: dimetilsulféxido; SD: desvio padréo.

Pela andlise dos dados (tabelas 3 e 4), foi possivel verificar que néo
houve uma diferenca estatisticamente significativa dos pesos médios dos
animais dos grupos experimentais. Da mesma forma, nenhuma diferenca no
peso relativo dos figados destes animais pode ser verificada. Assim, a andlise
dos dados demonstra que o tratamento ndo apresentou atividade capaz de
interromper a infeccdo e eliminar as formas (vermes adultos e ovos) do
parasito. O aumento de massa do figado, caracteristico da esquistossomose
em funcéo da deposi¢do dos ovos do parasito, ndo sofreu variagdo com o tipo

de tratamento adotado, como descrito na tabela 4 e representado no grafico 3.

Tabela 4 — Peso hepético relativo do 6rgdo removido apés eutandsia dos animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados com DMSO, Praziquantel e Arctiina.

Grupo (n=12) Média + SD Minimo Méaximo
Controle 0,113 + 0,017 0,080 0,143
DMSO 0,114 + 0,017 0,085 0,143
Praziquantel 0,113 £ 0,023 0,064 0,143
Arctiina 0,115+ 0,018 0,081 0,139

Fonte: Autora. DMSO: dimetilsulfoxido; SD: desvio padréo.
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Grafico 3 — Representacao grafica do peso hepatico relativo dos animais infectados por
Schistosoma mansoni e tratados com DMSO, Praziquantel e Arctiina.
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Fonte: Autora. Relagdo entre o peso hepatico do animal infectado por Schistosoma mansoni e
0 peso corporal.

A administracdo de compostos capazes de afetar os vermes adultos de
S. mansoni pode promover oscilagbes no recrutamento e proliferacdo das
células polimorfonucleares de sangue periférico no hospedeiro mamifero. Os
efeitos observados com o uso do praziquantel foram relativamente maiores ao
obtido para o tratamento com duas doses de Arctiina na concentracdo de 50

mg/Kg (tabela 5 e gréfico 4).

Tabela 5 — Contagem global média de leucécitos (por mm? de sangue) em amostras de
sangue de animais infectados por Schistosoma mansoni e tratados com DMSO,
Praziquantel e Arctiina.

Grupo (n=12) Média + SD Minimo Méaximo
Controle 12.454 + 5.536 4.000 22.100
DMSO 12.292 + 4.260 7.500 21.900
Praziquantel* 17.717 £ 7.884 9.500 34.500
Arctiina 11.904 + 4.011 5.650 19.400

Fonte: Autora. DMSO: dimetilsulfoxido. SD: desvio padréo.
* P<0,05
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Gréfico 4 — Representacdo grafica da leucometria global média em amostras de sangue
de animais infectados por Schistosoma mansoni e tratados com DMSO, Praziquantel e
Arctiina
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Fonte: Autora.

A avaliacdo do efeito benéfico do tratamento da esquistossomose
mansoni pode ser diretamente relacionada ao ndmero de vermes adultos
recuperados por perfusdo do sistema porta-hepatico apos o tratamento. Na
tabela 6, estdo descritos os numeros de vermes adultos recuperados nos
camundongos infectados S. mansoni e submetidos a diferentes tratamentos. A
dose e o0 esquema terapéutico adotado para a Arctina como agente
esquistossomicida ndo foi capaz de promover uma reducdo da carga
parasitaria quando comparada com a droga de escolha para o tratamento, o
Praziquantel.

De acordo com a literatura, a maior parte dos vermes se encontra na
forma de esquistossomulos/vermes jovens em torno de 20 dias apés a
infec¢do. O tratamento adotado teve inicio nesta fase e desta forma, nenhuma
das duas substancias, praziquantel e arctiina, foram capazes de promover uma
redugdo da carga parasitaria em niveis significativos, mantendo-se valores
semelhantes na quantidade de vermes adultos recuperados em todos os
grupos experimentais (tabela 6). Neste ensaio ndo foi possivel obter a cura

parasitolégica dos animais infectados e tratados.
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Tabela 6 — NiUmero de vermes totais recuperados por perfusdo salina apds o tratamento
e distribuicdo percentual dos vermes alojados no figado e mesentério

Grupo (n=12) MT?_rtng Fi%zdo Mesiztério
Controle 22,67 + 9,46 6,62 93,38
DMSO 23,08 7,77 1,08 95,67
Praziguantel 20,75+ 7,37 11,65 88,35
Arctiina 19,83 + 8,66 9,24 90,76

Fonte: Autora. DMSO: dimetilsulféxido. M: média aritmética. SD: desvio padrao.

Para visualizagcdo e avaliacdo dos efeitos da acdo de drogas
administradas in vivo sobre a quantidade e estagios de desenvolvimento dos
ovos foram realizados analises dos oogramas dos animais sacrificados,
utilizando um fragmento da porcéo intermediaria do ileo. Os ovos foram
observados e classificados em seus estagios de maturacdo, de acordo com a
literatura. A visualizagcdo qualitativa destes mostrou a presenca de ovos em
todos os estagios de desenvolvimento (figura 9; grafico 6). Para facilitar a
demonstracao, foi realizada uma analise semi-quantitativa através do somatério
dos ovos imaturos e maduros, padronizando a contagem em 50
ovos/lamina/animal, nesta contagem a média encontrada entre os grupo foi de
23,08 para ovos maduros e 26,92 ovos imaturos, sendo o desvio padrao de
7,64. A avaliacdo deste percentual (grafico 6; figura 9) mostrou que ndo houve
diferencas significativas quanto a prevaléncia de ovos imaturos ou maduros
nos diferentes grupos experimentais. Foi possivel afirmar que o praziquantel e

a arctiina ndo exerceram efeitos sobre a maturacao dos ovos.
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Gréafico 5 — Representacdo grafica da porcentagem de ovos maduros e imaturos
analisados nos oogramas de camundongos Swiss infectados por S. mansoni e tratados
com DMSO, Praziquantel e Arctiina.
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Relacdo percentual entre o nimero de ovos (50 ovos) de S. mansoni presentes em um
fragmento de 1 cm? da porcdo intermediaria do ileo de animais infectados nao tratados,
tratados com DMSO 0,5%, Praziquantel 200 mg/kg e com duas doses de 50 mg/kg de Arctiina.
Fonte: Autora.
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Figura 7 — Avaliacdo dos ovos através do oograma, obtidos a partir de um fragmento
intermediario do ileo observados, entre laminas, em microscopia 6ptica convencional
(10x).

Efeitos sobre o oograma do tratamento com duas doses de Arctina em camundongos da
linhagem Swiss infectados com Schistosoma mansoni (analise em objetiva de 10x). Em (A),
fragmento de intestino do grupo controle infectado; em (B) animal tratado com DMSO; (C)
animal tratado com praziquantel; (D) tratamento com 2 doses de 50 mg/Kg de Arctiina,
mostrando que o tratamento ndo atua sobre os ovos. Em nenhuma das amostras foi observada
diferenca nos estdgios de maturacdo dos ovos observados nos fragmentos de intestino dos
animais tratados apresentando ovos maduros (M) com miracidios bem desenvolvidos e ovos
imaturos (—»). Fonte: Autora.

Para avaliacdo dos efeitos antiinflamatérios da arctiina sobre a reacéo
granulomatosa ao redor dos ovos de S. mansoni que se encontram
aprisionados no tecido hepatico, amostras deste tecido foram submetidas a
analises histopatolégicas. Cortes de tecido hepatico foram submetidos a
coloracao por HE e Tricrobmica de Gomori e analisadas por microscopia oOptica.
Neste ensaio, as areas dos granulomas foram medidas e foi possivel observar
que a média das areas de infiltrado inflamatério ao redor dos granulomas dos
animais tratados com arctiina sofreu uma reducéo de aproximadamente 20%
(controle M: 104785 um? — SD: 54523; arctiina M: 87752 pm? — SD: 40035) dos
valores em comparacdo ao grupo controle (grafico 5). Podendo ser essa
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reducdo ocasionada pelos potenciais efeitos anti-inflamatoérios da arctiina ja

descritos na literatura.

Gréafico 6 — Representacdo grafica das médias das areas dos granulomas hepaticos
medidos em cortes histolégicos dos grupos de animais infectados por Schistosoma
mansoni e tratados com DMSO, Praziquantel e Arctiina.
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Fonte: Autora.

A analise qualitativa das imagens dos granulomas (figura 7) dos cortes
histolégicos das amostras de figado dos camundongos tratados com arctiina
nao revelou diferencas no aspecto do infiltrado inflamatério presente, mas uma
maior organizacdo das fibras colagenas na maior parte dos granulomas
avaliados, o que pode ser responsavel pela reducdo da area de infiltrado neste
grupo. A marcacédo das fibras coldgenas, destacadas pela coloracéo (figura 8)
dos cortes histolégicos com Tricrdbmica de Gomori, revelou uma dispersao das
fibras colagenas, desorganizacdo das mesmas, caracteristica da fase aguda da
esquistossomose. Da mesma forma, nenhuma alteracdo na quantidade de

deposicéao foi observada durante a analise.
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Figura 8 — Imagens dos granulomas em cortes histolégicos de figado de camundongos
Swiss infectados por S. mansoni e tratados com DMSO, Praziquantel e Arctiina, corados
por hematoxilina- eosina.

Representacdo comparativa de granulomas em cortes histoldgicos de figado de camundongos
Swiss infectados por S. mansoni corados por hematoxilina-eosina e analisado por microscopia
Optica em objetiva de 20x. Em (A), grupo controle, (B) animais tratados com DMSO 0,5%, (C)
animais tratados com Praziquantel (200 mg/kg) e (D), animais tratados com Arctiina na
concentracao de 50 mg/kg. Fonte: Autora.
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Figura 9 — Imagens dos arranjos de fibras colagenas de granulomas em cortes
histolégicos de figado de camundongos Swiss infectados por S. mansoni e tratados com
DMSO, Praziquantel e Arctiina.

Representacdo comparativa de granulomas em cortes histologicos de figado de camundongos
Swiss infectados por S. mansoni corados por Tricrdbmica de Gomori e analisado por
microscopia 6ptica em objetiva de 20x. Em (A), grupo controle, (B) animais tratados com DMSO
0,5%, (C) animais tratados com Praziquantel (200 mg/kg) e (D), animais tratados com Arctiina
na concentracdo de 50 mg/kg. Fonte: Autora.
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5 DISCUSSAO

A esquistossomiase € considerada uma das doencgas tropicais
negligenciadas mais significativa no mundo, sendo que ocorre com maior
prevaléncia em areas rurais subdesenvolvidas. Nestas regifes, a transmissao
da doenca esta ligada principalmente a falta de saneamento basico adequado.
Muitas vezes, o alto custo associado com a implantacdo das condi¢ces basicas
de saneamento e educacdo sanitaria leva estas regibes ao tratamento em
massa de sua populacdo. Este tipo de tratamento pode ser eficaz na reducao
da morbidade, mas nao evita reinfeccOes e os parasitos podem desenvolver
resisténcia ao medicamento quando submetidos a esta pressdo seletiva
(ALLEGRETTI et al., 2012; KING, DICKMAN e TISCH, 2005; KING, 2010;
MAGALHAES et al., 2010).

A partir da expanséo das areas endémicas e do aumento do numero de
pessoas infectadas, verificou-se a necessidade de desenvolvimento de novas
drogas e modificacBes nas ja disponiveis comercialmente. No entanto o custo
do desenvolvimento de medicamentos seguros e eficazes € elevado
(ALLEGRETTI et al.,, 2012) sendo a pesquisa com plantas medicinais uma
alternativa (MAGALHAES et al., 2010; ALLEGRETTI et al., 2012; ALI, EL-
REGAL e SAEED, 2015; KAYSER, KIDERLEN e CROFT, 2003; MISHRA e
TIWARI, 2011).

Varias plantas e extratos possuem potencial etnofarmacoldgico para o
tratamento de diversas doencas. Entretanto, sdo sempre exigidos estudos que
promovam o isolamento, a identificacdo e eventualmente a validacdo das
moléculas ativas encontradas nos produtos de origem vegetal (NDJONKA et
al., 2013). O principio ativo, arctiina, isolado a partir da planta Arctium lappa L.,
possui diversas atividades biologicas, sendo que suas atividades anti-
inflamatoria (LEE et al., 2011) e anti-proliferativa (MATSUZAKI et al., 2008) ja
foram bem descritas. A busca por novas aplicacbes terapéuticas e
antiparasitarias nos levaram a verificar uma possivel acdo esquistossomicida

da arctiina.
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Neste trabalho foi estudada a acdo anti-helmintica da arctiina sobre a
esquistossomose mansonica, atuando na fase aguda da doenca em modelo
murino. Deste modo, para se iniciar a avaliacdo da acdo esquistossomicida,
dessa substancia, foram realizados testes in vitro e in vivo.

O praziquantel é caracterizado por sua acdo esquistossomicida, sua
acao interfere na homeostasia do ion célcio, provocando contracdes
musculares continuas e les6es no tegumento dos vermes adultos que o levam
a morte (ALMEIDA et al., 2011; GODINHO et al., 2014). Durante a avaliacéo
dos ensaios in vitro, a morte dos vermes em meio de cultura esta diretamente
relacionada com a sua perda de motilidade corporal e de suas ventosas. A
oviposicdo durante o cultivo indica a efetividade na viabilidade dos vermes no
meio, uma vez que 0s vermes apos o processo de perfusdo dos camundongos
e a transferéncia para 0o meio de cultura conseguiram se acasalar,
possibilitando assim a visualizacdo dos ovos, 0s quais podem se desenvolver,
mudando de estagios, caracterizando um perfeito desenvolvimento do
miracidio na auséncia de sustancias ativas (ALMEIDA et al., 2011; GODINHO
et al., 2014).

Nos ensaios in vitro, os parametros analisados procuraram verificar a
viabilidade do parasito através da reducdo da motilidade, incapacidade de
fixacdo das ventosas, alteracdes no tegumento e na oviposi¢cdo, bem como no
desenvolvimento dos ovos em cultura (DE MORAES, 2012; NDJONKA et al.,
2013). A arctiina foi utilizada nos ensaios nas concentracées de 30, 60, 120 e
240 pg/ml, os quais foram acompanhados durante 7 dias em cultura. A analise
diaria dos vermes adultos revelou que a arctina nao foi capaz de causar
nenhum dano nas condi¢fes vitais do parasito nas concentracdes testadas.
Nao houve lesbes tegumentares e perda de atividade motora ao longo da
exposi¢cao, bem como nenhum efeito sobre a oviposicdo e desenvolvimento
dos ovos. Outras substancias descritas na literatura também n&o foram
capazes de exercer agcdo esquistossomicida em ensaios in vitro. Derivados de
floroglucinol como desaspidinol e &cido filicinico (MAGALHAES et al, 2010) e o
oléo essencial de Piper cubeba nas concentracdes de 12,5 e 25 mg/mL né&o

foram considerados como promissores para o desenvolvimento de formulagoes
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esquistossomicidas por ndo serem capazes de alterar as func¢des vitais de
vermes adultos em cultura (MAGALHAES et al., 2012).

Porém, outras substancias ja foram descritas como esquistossomicidas
em ensaios in vitro. O acetato de carvacrol na concentracdo de 6,25 pg / mL foi
capaz de provocar alteracbes na motilidade, no tegumento do parasito e na
oviposicdo (DE MORAES, 2013). Resultados similares também foram
encontrados com a utilizacdo de derivados do floroglucinol (aspidina, acido
flavaspidico, metileno-bis-aspidinol e desaspidina) (MAGALHAES et al, 2010),
com o peptideo antimicrobiano dermaseptina (DE MORAES et al., 2011), com
0s 6leos essenciais de Piper cubeba e de Tagetes erecta (MAGALHAES et al.,
2012; TONUCI et al., 2012), com o composto (+) - Epoxi-Limoneno (MORAES
et al., 2013) e com o extrato metandlico de Mitracarpus frigidus (FABRI et al.,
2014).

O trabalho realizado por Dias (2013), analisou a atividade
esquistossomicida do extrato de Arctium lappa e da arctiina isolada em testes
in vitro, sendo verificado alteraces como a mortalidade em torno de 50% dos
vermes e a reducdo da atividade motora em cerca de 60% apds 48 horas de
exposicao a droga, utilizando-se uma concentracdo de 100 uM da substéncia
isolada, dose esta que correspondendo a aproximadamente 50 mg/mL.
Repetimos este ensaio em concentracdes inferiores e superiores as testadas e
nao obtivemos sucesso na atividade esquistossomicida. Esta diferenca de
resultados deve estar associada a variacfes metodologicas (protocolo). Os
ensaios realizados pelo nosso grupo ocorreram em trés rodadas experimentais,
com ensaios em triplicata em cada experimento, e nao foi possivel observar
efeitos de dano significativos que pudessem levar a perda das funcdes vitais
dos vermes adultos em cultura apds exposicdo a arctina em todas as
concentracoes testadas.

A ativida esquistossomicida in vitro pode nao refletir as transformacdes e
forma de atuagdo dos compostos in vivo, sendo uma tarefa dificil tentar inferir
uma dose a partir dos ensaios em cultura (FABRI et al., 2014). A fim de
verificar se a arctina poderia exercer atividade anti-helmintica in vivo,
concentracbes de 50 mg/kg, deste composto foram administrado a animais

experimentalmente infectados por S. mansoni.
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A via de administragéo escolhida para o ensaio foi intraperitoneal, com o
intuito de garantir a maior concentracdo possivel de arctiina disponivel no
sangue dos animais tradados. A principal preocupacdo apos a administracao
da arctiina foi verificar a biodisponibilidade desta na corrente sanguinea dos
camundongos, uma vez que a literatura relata que essa substancia é
transformada em um metabodlito ativo, a arctigenina, por acdo de
microorganismos presentes no intestino (HIROSE et al., 2000). Para esta
tarefa, foram realizados testes de varredura do espectro de absorcéo de luz de
padrées contendo arctiina diluida em metanol, na faixa de 190 a 300 nm. O
trabalho de Qin et al. (2014), verificou que a concentracdo de arctiina em ervas
cruas e processadas poderia ser analisado no comprimento de onda de 254
nm, no entanto, trabalhos de outros grupos, Ferracane et al. (2010) e He et al.
(2012), mostraram a identificacdo da arctiina através do comprimento de onda
de 280 nm. Ao verificar a curva de maxima abrsorcdo (250 — 290 nm) da
arctina em nossos ensaios de varredura, observamos que o0s dois
comprimentos de onda previstos pela literatura poderiam ser aplicados na
identificacdo por cromatografia (HPLC).

Para esta identificacdo, a amostra utilizada foi um pool de plasma
murino, colhido dos animais tratados com arctina apdés uma hora da
administracdo. Foi constatado a presenca da arctina no plasma no
comprimento de onda de 254 nm, provavelmente por ser neste comprimento
gque a subtancia sofre menos interféncia dos contituintes plasmaticos,
principalmente aminodcidos aromaticos e proteinas, que apresentam picos de
abrsorgcdo em 280 nm (ZAIA, ZAIA e LICHTIG, 1998). A varredura do plasma
dos animais tratados mostrou diversos picos com tempos de retencao distintos,
no entanto, um pico nitido no tempo de retencdo 5 minutos, para o
comprimento de onda de 254 nm, revelou a presenca da arctiina nas amostras
analisadas.

Nos ensaios in vivo, camundongos fémeas da linhagem Swiss foram
divididos em quatro grupos contendo 15 animais em cada grupo, sendo
analisados 12 animais em cada; grupo controle (infectado e nao tratado), grupo
tratado com praziquantel na dosagem de 200 mg/kg, grupo tratado com duas

doses de DMSO na concentracdo de 0,5% e um grupo tratado com duas doses



55

de Arctiina na concentracdo de 50 mg/kg, sendo estes dois ultimos tratados por
via intraperitoneal. As analises consistiram em verificar a reducdo da carga
parasitaria e alteracbes de parametros relacionados a morbidade da doenca
como: o0 peso hepético, leucometria global, desenvolvimento de granulomas e o
oograma.

As caracteristicas clinicas da esquistossomose se baseiam em febre,
dor de cabeca, letargia, inflamacdes e cicatrizes (deposicdo de colageno e
fibrose) no figado e consequentemente a faléncia deste 6rgédo, sendo a reacdo
granulomatosa uma resposta inflamatoria e imunolégica induzida pela presenca
dos ovos do parasito no interior do tecido, que sdo a principal causa de
hepatomegalia (GOBERT et al., 2015; ALl, EL-REGAL e SAEED, 2015,
GRYSEELS et al., 2006). A reducdo do numero de vermes e da oviposicao
podem estar diretamente relacionadas com uma diminuicdo da reacao
granulomatosa e consequentemente reducdo do peso hepatico (ALLAM,
EWEAS e ABUELSAAD, 2013). Fabri e colaboradores (2014) demosntraram
gue o tratamento com o extrato metandlico de Mitracarpus frigidus foi capaz de
reduzir o aumento de peso de 6rgdos como o figado e o baco durante a
esquistossomose mansoni. Sendo que resultados similares foram alcancados
por Guimaraes et al. (2015) em seus estudos com o alcalbide epiisopiloturina
na dosagem de 40 mg/kg, dosagens superiores a estas nao obtiveram efeitos
satisfatorios.

Nossos ensaios mostraram que o0 tratamento com arctina na
concentracdo de 50 mg/Kg ndo apresentaram nenhuma alteracéo significativa
em relacdo a variacdo do peso hepatico dos animais tratados em relacédo aos
animais do grupo controle ndo tratado. O composto 8-hidroxiquinolina, que teve
sua atividade esquistossomicida descrita por Allam, Eweas e Abuelsaad
(2013), também néo foi capaz de mostrar capacidade de impedir o aumento da
massa do tecido hepatico nos animais infectados.

Quando a infec¢do é causada por helmintos e acomete principalmente
as mucosas, um aumento significativo da concentracdo de eosinofilos acontece
no hospedeiro (DE LA RUE, 2001). Assim, quanto maior a exposicdo do
parasito ao sistema imune, maior € o recrutamento de células de defesa

naquele local. Em nossos estudos, com a analise realizada 25 dias apés o
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tratamento foram demonstrados um aumento significativo na leucometria em
animais tratados com praziguantel (200 mg/kg) em comparagcdo com 0S outros
grupos, confirmando assim a sua potencial atividade esquistossomicida. O
tratamento coma arctiina e o grupo controle apresentaram contagem global de
leucécitos em valores similares. O traballho de Fabri et al. (2014) verificou uma
reducado da leucometria global para os grupos em tratamento, tanto para os que
receberam com praziquantel (200 mg/kg) quanto para o grupo que receberam
os extratos de Mitracarpus frigidus em diversas concentracdes, sendo a analise
realizada 40 dias apés a infeccao.

O tratamento da esquistossomose ainda se encontra bastante limitado.
Uma vez que ndo existe uma vacina disponivel, politicas de saneamento
bésico adequadas e o controle do hospedeiro intermediario (moluscos), sem
afetar o ecossistema como um todo (COURA e CONCEICAO, 2010). A
quimioterapia continua sendo a principal abordagem para o controle da
esquistossomose. O praziquantel € a Unica droga disponivel utilizada para
todos os tipos de esquistossomose e para o tratamento em massa, sendo que
a grande falha na quimioterapia ocorre na falta de eficacia contra a fase
imatura do parasito (CIOLI et al.,, 2014). A sensibilidade do parasito ao
praziquantel ocorre de maneira bifasica, sendo sensivel a droga nos primeiros
dias apos a infec¢do, ocorrendo uma insensibilidade progressiva em torno de
2-4 semanas apo6s a infeccdo e apds este periodo retoma gradativamente a
sensibilidade (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; CIOLI et al., 2014; YEPES et
al., 2014). Os nossos estudos confirmaram essa afirmacdo, uma vez que nao
houve reducédo significativa do numero de vermes recuperados apos o
tratamento com DMSO 0,5%, Praziquantel 200 mg/kg e Arctiina 50 mg/kg, 20
dias apos a infeccdo, sendo repetida a dose de DMSO e Arctiina ap6s duas
semanas. Uma informacao relevante foi o pequeno aumento do deslocamento
dos helmintos para o sistema hepatico em animais tratados com praziquantel
em comparacdo com 0S outros grupos, corroborando o efeito
esquistossomicida do praziquantel. No entanto, mesmo com o delocamento
dos vermes promovido pelo praziquantel, nenhum dos tratamentos adotados
por nés foi capaz de promover a cura parasitolégica dos animais infectados.
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Os estudos realizados por De Oliveira et al. (2014) demonstraram
atuacdo da fracdo aquosa do extrato bruto de Baccharis trimera sobre os
vermes imaturos, na concentracdo de 200 mg/kg, sendo o tratamento realizado
apo6s 30 dias de infecgdo. Resultado semelhantes foram alcangados por Fabri
et al. (2014) para o tratamento de animais infectados com Mitracarpus frigidus
apos 20 dias de infeccdo. No trabalho de Guimaraes e colaboradores (2015),
utilizando concentracdo de 40 mg/kg do alcaldide epiisopiloturina conseguiram
observar uma redug&o do numero de vermes tanto imaturos quanto maduros.

A metodologia do oograma permite uma avaliagéo direta da fecundidade
do S. mansoni bem como a verificagdo do desenvolvimento dos ovos (MATI e
MELO, 2013). Na avaliacdo qualitativa e quantitativa do oograma apos a
administracdo da arctiina a animais infectados parece nédo promover alteracdes
na cinética de oviposicdo dos parasitos, bem como nado afetar o
desenvolvimento dos estagios dos ovos. Em nossos ensaios foram possiveis
de serem visualizados, no ograma, ovos em todos 0s estagios, e a proporcao
de ovos imaturos encontrados foi levemente maior do que de ovos maduros,
estando estes dados de acordo com o tempo de infecgcdo analisado.
Resultados semelhantes sobre a andlise do oograma foram encontrados por
Hermeto et al. (1994) a partir do tratamento de animais infectados com
dexametasona na concentracdo de 50mg/kg. De Lima Aires et al, (2014)
observaram ovos em todas as fases de desenvolvimento com a administracao
de B — lapachona no entanto houve uma reducéo significativa na porcentagem
de ovos imaturos, indicando uma alteracao na cinética de desenvolvimento dos
OVOS.

Ja estad bem estabelecido que a patogenia durante a esquistossomose
ocorre principalmente devido a uma resposta inflamatéria granulomatosa
excessiva em torno principalmente dos ovos que ficam presos nos tecido,
principalmente o figado e o intestino (HAMS, AVIELLO e FALLON, 2013). Em
1998, Lenzi et al., sugeriu classificacdo das fases evolutivas dos granulomas
hepaticos dividindo-os em um estagio pré-granulamtoso: subdividido em
fracamente / inicialmente reativo e exsudativo; e em estdgio granulomatoso:
subdividido em: exsudativo-produtivo, produtivo (com fases de inicio e de

avancado desenvolvimento fibrético) e involutivo. E em 1999, Lenzi et al.,
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sugeriu a caracterizacdo dos estagios dos granulomas de acordo com a
disposicdo das fibras de colageno. Sendo que durante a fase exsudativa
produtiva, as fibras se encontram desorganizadas e com a estrutura solta e
instavel que se transforma em uma estrutura estavel e de compactacdo
progressiva, com a evolucéo do granuloma.

Em nossos estudos os granulomas se encontravam principalmente no
estagio exsudativo-produtivo, com a prevaléncia de infiltrados inflamatorios e
com as fibras de colagenos em formacdo, soltas e desorganizadas,
caracteristicos granulomas de fase aguda. Nao foram observadas alteracdes
qualitativas dos infiltrados granulomatosos em nenhum grupo experimental,
sendo todos caracterizados por uma presenca significativa de eosindéfilos e com
presenca de neutrdfilos, linfécitos e macrofagos em menor quantidade.

Os granulomas de S. mansoni possuem um papel essencial na protecéo
do hospedeiro e tém sido alvo de varios trabalhos. O principal papel da reacéo
granulomatosa na esquistossomose € proteger os tecidos do hospedeiro dos
antigenos potencialmente téxicos liberados pelos ovos aprisionados nos
tecidos (LINS et al., 2008). A hipertensao portal e a fibrose caracterizam alguns
dos danos causados por estes, sendo que estratégias capazes de reduzir a
guantidade ou a dimensdo destas reacdes sdo de grande auxilio para a
reducdo da morbidade pela doenca (PYRRHO et al., 2004).

Para um bom prognéstico da doenca é importante que ocorra o
desenvolvimento de poucos granulomas e quando presentes que estejam bem
resolvidos. Em nossos experimentos, as areas calculadas dos granulomas nao
apresentaram variacdes entre os grupos controle (nédo tratado e DMSO) e o
grupo tratado com o praziquantel. O grupo tratado com arctiina apresentou uma
reducdo de aproximadamente 20% na area meédia dos granulomas em
comparacdo com O grupo nado tratado. Esta diminuicdo das areas dos
granulomas promovida pela arctiina pode ser relacionada ao potencial anti-
inflamatorio desta substancia ja descrito por outros autores na literatura (LEE et
al., 2011; LEE et al., 2010; WU et al., 2009). Este efeito é muito interessante,
pois podemos propor que a arctiina seja associada ao praziguantel, que néao
afeta os ovos do parasito e o desenvolvimento dos granulomas, no tratamento

da esquistossomose.
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Os resultados apresentados neste trabalho indicam que a Arctina
apesar de nao exibir atividade esquistossomicida nos modelos experimentais
testados, apresenta um potencial anti-inflamatério importante, capaz de
promover uma reducdo da reacdo inflamatéria granulomatosa hepatica,

reduzindo a morbidade da infecgao.
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6 CONCLUSAO

Diante da constante busca de novos medicamentos esquistossomicidas,
em vista de existéncia de apenas uma Unica droga de amplo espectro para o
tratamento da doenca, varios estudos tem sido descritos na literatura a partir da
utilizacao de substancias de fontes naturais.

A Arctiina, uma substancia isolada da Arctium lappa L. e pertencente a
classe das lignanas, foi o alvo da nossa pesquisa. Por meio deste estudo
verificamos, através dos parametros analisados (in vitro e in vivo), que a
substancia ndo atua como droga esquistossomicida, porém nos remete a sua
funcdo anti-inflamatéria quando demonstrou efeito sobre a reducao da area do
granuloma, principal causa da morbidade relacionada ao parasito Schistosoma
mansoni.

Neste contexto, novos estudos devem ser realizados afins da
comprovacgdo deste efeito bem como o mecanismo de atuagcdo sobre os
componentes inflamatérios presentes no granuloma e a sua utilizacdo

concomitante com o Praziquantel.
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PRO-REITORIA DE PESQUISA
%ﬁs Comissio de Etica na Experimenta¢io Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 025/2012 — CEEA sobre “ESTUDO DO POTENCIAL
IMUNOMODULATOR DA BATATA PURIFICADA E SEUS PEPTIDEOS SOBRE
AS RESPOSTAS HUMORAL, DE CITOCINAS E INFLAMATORIA
GRANULOMATOSA NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONI EXPERIMENTAL”,
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de PRISCILA DE FARIA PINTO, esta de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de
ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 20/03/2012. Para o desenvolvimento da

pesquisa foram liberados 200 animais, conforme solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 025/2012- CEEA about “STUDY OF THE POTENCIAL
IMUNOMODULATORY OF PURIFIED POTATO APRYROSE AND ITS PEPTIDES
ABOUT THE HUMORAL GRANULOMATUS INFLAMATORY AND
CYTOKINSES RESPONSES IN EXPERIMENTAL SCHISTOSOMIASES”

PRISCILA DE FARIA PINTO - is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Research adopted by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was
approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE
FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in 20/03/2012. For the development of this

research 200 animals were released, as requested

Juiz de Fora, 20 de margo de 2012.

el

President¢/CEEA Secretério/CEE}L\
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