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RESUMO

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria cronica causada por parasitos do género
Schistosoma e apresenta um significativo impacto social e econdmico. Atualmente, o
praziquantel (PZQ) ¢ o medicamento utilizado para o tratamento da doenga, indicado pela
Organizagdo Mundial da Satde. No entanto, a dependéncia de um unico farmaco ¢
preocupante, pois com reinfecgdes constantes e repeticdo de tratamento pode ocorrer a
selecdo de cepas resistentes. Sendo assim, a busca por novas substincias com atividade
esquistossomicida é essencial. O género Senmna ¢ alvo de muitos estudos devido ao
reconhecimento de sua grande diversidade biologica e propriedades farmacologicas. No
presente trabalho foi avaliada a atividade esquistossomicida in vitro do extrato etandlico
(EEt), fragdes do extrato (FAE e FDm), e de alcaloides majoritarios obtidos das flores de
Senna spectabilis. Dos alcaloides piperidinicos também foi avaliada a atividade cercaricida
e seu efeito em interacdo com PZQ. Os vermes adultos de S. mansoni foram expostos a
diferentes concentracdes do EEt, FAE e FDm, e mistura de substincia cassina/ espectalina
para avaliagdo de viabilidade dos parasitos e célculo de concentracdo inibitdria de 50%.
Foi avaliada a atividade excretora e lesdes de tegumento dos vermes adultos de S. mansoni
expostos a mistura de alcaloides cassina/espectalina por meio de marcagdo com sondas
fluorescentes. A viabilidade celular foi avaliada utilizando células mononucleares do
sangue periférico humano (PBMC) por ensaio de redu¢do de MTT. O extrato etandlico e a
fragdo acetato de etila de S. spectabilis, em concentragdes elevadas provocam diminui¢ao
da ovoposicdo, paralisagdo de sistema excretor e lesdes de tegumento. A fracdo
diclorometano exerce atividade significativa quando comparada ao controle, visto que tal
atividade ¢ resultado da maior concentra¢do de alcaloides nesta fragdo. A mistura (cassina/
espectalina) causou paralisia total dos vermes adultos de S. mansoni além de inibir a
atividade excretora e provocar lesdes de tegumento consideraveis no parasito na
concentragdo de 50,0 pg/mL. Em relagdo a atividade cercaricida, os alcaloides supracitados
provocaram paralisagdo e perda de cauda a partir da concentragdo de 50,0 pg/mL, e
exibiram resultados relevantes em sinergismo com PZQ. A mistura de alcaloides também
exibiu baixo valor de DLsg 34,7 ug/mL; e apresentou potencial citotoxico moderado CCsg
132,1 pg/mL. Estes resultados sdo promissores quanto a atividade esquistossomicida,

portanto requerem estudos mais aprofundados.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic parasitic disease caused by parasites of the genus Schistosoma
and presents a significant social and economic impact. Currently, praziquantel (PZQ) is the
drug used for the treatment of the disease, indicated by the World Health Organization.
However, the dependence on a single drug is concerning, since with constant reinfections
and retreatment the emergence of resistant strains can occur. Therefore, the search for new
compounds with schistosomicidal activity is essential. The genus Senna is the subject of
many studies due to the recognition of its great biological diversity and pharmacological
properties. In the present study, in vitro schistosomicidal activity was evaluated of the
ethanolic extract, fractions from the extract and majoritarian alkaloids obtained from Senna
spectabilis flowers. From the last two compounds, the cercaricidal activity and its effect in
interaction with PZQ were also evaluated. The adult worms of S. mansoni were exposed to
different concentrations of ethanolic extract (EEt), ethyl acetate (FAE) and
dichloromethane (FDm) fractions, and mixtures of compounds cassina/espectalina for the
assessment of parasites viability and calculation of the inhibitory concentration of 50%.
The excretory activity and tegument lesions of adult worms of S. mansoni exposed to the
mixture of alkaloids cassina/espectalina were evaluated through staining with fluorescent
probes. Cell viability was assessed using human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) by MTT reduction assay. The (EEt) and (FAE) of S. spectabilis, in high
concentrations, cause decrease in oviposition, excretory system shutdown and tegument
lesions. FDm fraction has significant activity when compared to the control, as this activity
is result of higher concentration of alkaloids in this fraction. The mixture
(cassina/espectalina) caused complete paralysis of adult worms of S. mansoni, in addition
to inhibit the excretory activity and lead to considerable tegument lesions in the
concentration of 50.0pg/mL. Regarding cercaricidal activity, the above-mentioned
alkaloids caused paralysis and tail loss starting at a concentration of 50.0 pg/mL, and
relevant results were obtained in the synergism with PZQ. The alkaloids mixture also
showed low DLsy value 34.7ug/mL; and presented potential moderate cytotoxic CCs
132.1pg/mL. These results are promising regarding the schistosomicidal activity, therefore

require further study.
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1 INTRODUCAO

Segundo Werneck, Hasselmann e Gouvéa (2011), as doengas negligenciadas
correspondem a um grupo de doengas infecciosas que afetam predominantemente as populagdes
mais pobres e vulneraveis causando impacto na satude infantil e na reducdo da produtividade da
populacao trabalhadora em razao da desigualdade e exclusdo social.

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria cronica causada por parasitos do género
Schistosoma. Ela esta incluida na lista de doengas negligenciadas pela Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) e apresenta um significativo impacto social e econdmico ( OLIVEIRA et al., 2012;
SILVA et al., 2013; WORLD HELTH ORGANIZATION, 2014). A doenga é endémica em
regides tropicais, onde, freqiientemente, milhdes de pessoas vivem em areas com risco de
transmissdo. Estima-se que mais de 207 milhdes de pessoas estdo infectadas e cerca de 250 mil
morram por ano em todo o mundo por conseqiiéncias da infeccdo (OLIVEIRA, et al., 2012;
RAPADO et al., 2011; SILVA et al., 2013; WHO, 2014). No Brasil, a helmintose ¢ causada por
Schistosoma mansoni, afeta cerca de seis milhdes de pessoas, e ¢ descrita em quase todo o
territorio nacional, mas com maior prevaléncia nos estados do Norte, Nordeste e em Minas Gerais
(KATZ; PEIXOTO, 2000).

Atualmente, a quimioterapia ¢ o recurso imediato para minimizar a prevaléncia desta
doenga em todo o mundo, segundo Hotez et al. (2007), e o medicamento indicado pela OMS para
o tratamento ¢ o Praziquantel (PZQ). No entanto, a dependéncia de um tUnico farmaco ¢
preocupante, principalmente em areas endémicas onde tratamentos repetidos sdo constantes,
podendo favorecer a selecdo de cepas resistentes ao medicamento. Sendo assim, a busca por novas
substancias com atividade esquistossomicida ¢ um alvo essencial. Neste contexto, as plantas
medicinais sdo fontes potenciais como candidatos a prototipos de novos farmacos (OLIVEIRA et
al., 2012; KAMEL et al., 2011).

Temos conhecimento que os seres humanos usam plantas hd milhares de anos para tratar
doengas e distarbios de saude. E provavel também que muitas destas plantas ja foram identificadas
e usadas como antiparasitarias. Ainda hoje as infec¢des por parasitos sdo tratadas muitas vezes por
produtos vegetais ou metabolitos secundarios isolados a partir deles (WINK, 2012).

Cada vez mais os pesquisadores de produtos naturais tém se esforcado no conhecimento e
valorizacdo de nossa biodiversidade na busca por novos prototipos para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos. O género Senna possui cerca de 600 espécies distribuidas no mundo, e € alvo

de muitos estudos devido ao reconhecimento de sua grande diversidade biologica e propriedades
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farmacologicas atribuidas a seu perfil quimico diversificado (SILVA et al., 2010a). Muitas
espécies do género sdo utilizadas na medicina popular como laxante, analgésico, anti-inflamatério
e antiulcerogénico (VIEGAS et al., 2004; PIVATTO et al., 2005).

No Brasil ha ocorréncia das espécies Senna spectabilis, S. carnaval e S. excelsa que
possuem como constituintes predominantes os alcaloides piperidinicos, alvos de muitos estudos
devido as atividades biologicas apresentadas principalmente relacionadas ao sistema nervoso
central (OLIVEIRA SILVA etal., 2011; SILVA et al., 2010a).

Em trabalho recente sobre Senna spectabilis, conhecida popularmente como cassia do
nordeste ou canafistula de besouro, foi relatada também a atividade antiparasitaria do extrato,
fragdes, ¢ dos mesmos alcaloides, (-)-cassina/(-)-espectalina, contra formas promastigotas de
Leishmania major (ALBUQUERQUE MELO et al., 2014).

Neste cenario, tendo em vista a preocupacdo em relacdo a selegdo de cepas resistentes ao
unico farmaco utilizado para o tratamento da infeccdo por Schistosoma mansoni, e os resultados
relevantes e promissores previamente apresentados em estudos sobre a espécie Senna spectabilis,

faz-se necessario estudos mais aprofundados sobre tal espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A seguir sera descrito detalhes da doenga, bem como ciclo de vida do parasito, diagndstico
e patogenia, controle, agdo curativa, profilatica e supressora, resisténcia ao farmaco; e ainda as
plantas ja descritas com atividade esquistossomicida, e detalhes sobre a espécie de estudo, Senna

spectabilis.

2.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose ou bilharziose ¢ uma doenga tropical negligenciada, causada por
parasitos do género Schistosoma. E uma doenca ligada a pobreza, encontrada predominantemente
em zonas precarias em sanitizagio ou agua limpa, incluindo as regides da Africa, Sul da Asia e
América do Sul e Central (RAPADO et al., 2013).

Esta doenca esta entre as infecgdes parasitarias mais prevalentes em todo o mundo, com
importantes consequéncias econdmicas e de saide publica, sendo endémica em 76 paises
(FIGURA 1) (RAPADO et al., 2011; WHO, 2014). Cerca de 779 milhdes de pessoas estdo em
risco de contrair a doenga, com aproximadamente 207 milhdes de pessoas, em zonas tropicais ¢
subtropicais atualmente infectadas, dos quais 120 milhdes sdo sintomaticos e 20 milhdes
apresentam a forma grave da doenca. Estima-se que cerca de 250 mil pessoas morram por ano em
todo o mundo devido as consequéncias da infec¢do pelo Schistosoma (CHITSULO et al., 2000;
STEIN et al., 2006; VAN DER WERF et al., 2003). Nas Américas, a doenca ¢ mais prevalente na
regido do Caribe, Venezuela e Brasil, onde a doenca ¢é considerada endémica (WHO, 2014).

As principais espécies responsaveis pelas formas clinicas da esquistossomose humana sdo
Schistosoma mansoni, S. haematobium ¢ S. japonicum. Outras espécies afetam os seres humanos,
(S.mekongi e S.intercalatum) mas a distribuigio geografica destas se limitaram a Asia e Africa,
respectivamente (SILVA et al., 2005, 2013).

Como a ocorréncia das espécies varia de acordo com a area geografica,condicionada pela
presenga dos hospedeiros intermediarios, foi descrito que S. mansoni ocorre na América do Sul,
ilhas do Caribe, e, juntamente com S. haematobium, na Africa e no Oriente Médio. A espécie S.

haematobium também ¢é observada em partes do Oeste ¢ Africa Central, ja S. japonicum e S.
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mekongi ocorrem em varios paises do Sudeste asiatico, e S. japonicum também ¢ encontrada na

China e Filipinas (WHO, 2014).

| - Countries or areas at high risk |
‘ Countries or areas at low risk |

Figura 1- Mapa da ocorréncia de esquistossomose no mundo.
Fonte:  World Helth Organization, 2012

Segundo Guimardes et al. (2012), no Brasil a esquistossomose, também chamada de
barriga d’ agua, xistose ¢ mal do caramujo, é causada pelo agente etioldgico S. mansoni, cujo
hospedeiro intermediario € um molusco do género Biomphalaria.

A helmintose afeta cerca de 6 milhdes de pessoas no Brasil, sendo descrita em quase todo
o territorio nacional (FIGURA 2), mas com maior prevaléncia nos estados do Norte, Nordeste e
em Minas Gerais (KATZ; PEIXOTO, 2000). As regides mais afetadas sdo caracterizadas por
condig¢des sanitarias precarias, pobreza e baixa escolaridade (MARTINS-MELO et al., 2014). Sua
ocorréncia também esta diretamente relacionada com a presenga do caramujo transmissor, que € 0
hospedeiro intermediario, do género Biomphalaria (B. straminea, B. glabrata e B. tenagophila)
(SILVA et al., 2013). Estima-se que existam aproximadamente 25 milhdes de pessoas em nosso
pais em risco de se infectarem (SILVA, et al., 2013).

Anteriormente, a esquistossomose era considerada uma doenga tipicamente endémica de
areas rurais. Entretanto, nas ultimas décadas, ocorreu uma mudanga no padrio de transmissao do
parasito, principalmente devido a migracdo humana, como foi observado em diferentes regides
metropolitanas do pais (KLOOS et al., 2008). No estado do Pernambuco ha uma expansado gradual
da doenga em algumas regides costeiras, devido ao éxodo de trabalhadores rurais para areas
urbanas, resultando em surtos incomuns de esquistossomose aguda (MELO et al., 2011). Um dos

principais meios de facilitagdo para o continuo aparecimento de novos casos dessa verminose ¢ a
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falta de instalagcdes sanitarias adequadas, pois se trata de uma doenca de veiculagdo hidrica
(CANTANHEDE; FERREIRA; MATTOS, 2005).

T e T e aa o e

Figura 2- Mapa de distribui¢do da esquistossomose segundo percentual de positividade em
inquéritos coproscopicos - Brasil, 2012.

Fonte:  Vigilancia da esquistossomose mansoni — Ministério da Satude (2014).

Em estudo feito por Nascimento e Oliveira (2014), com o objetivo de descrever as formas
mais graves da doenga ¢ estimar a morbidade relacionada com os anos de vida perdidos e custos
econdmicos em 2010, foi constatado que no Brasil ainda ha grande ocorréncia de formas graves da
doencga, sendo Pernambuco o estado com maior numero de casos. Outra informacédo relevante é
que mais da metade dos individuos com doenca na forma grave estavam em faixa etaria
economicamente ativa, e destes, cerca de 15% dos pacientes com 30 anos.

O Brasil ainda apresenta morbidade consideravel decorrente da infecgdo pela
esquistossomose, necessitando de mais medidas de saude publica e investimentos para a
prevencdo e controle no que se trata de doengas ligadas a pobreza (NASCIMENTO; DE
OLIVEIRA, 2014).
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2.2 CICLO DE VIDA DO PARASITO

O Schistosoma mansoni € um helminto da classe Trematoda digenea com ciclo de vida
heteroxeno complexo, caracterizado pela passagem por dois hospedeiros: o hospedeiro definitivo
(vertebrado/humano) e o hospedeiro intermediario (invertebrado/caramujo). O humano ¢é o
principal hospedeiro definitivo, e dentro do organismo humano o parasito evolui em sua forma
adulta, ocorre entdo a reproducdo sexuada e a elimina¢do de ovos no ambiente através das fezes
que podem levar a contaminag¢do ambiental (SILVA et al., 2013).

Segundo Silva et al.(2013), o ciclo bioldgico do Schistosoma depende da presenca do
hospedeiro intermediario no ambiente. Caramujos gastrépodas, da familia Planorbidae, do género
Biomphalaria sdo organismos que favorecem a reprodugdo assexuada do helminto. Os caramujos
vivem em colec¢des de agua doce, geralmente com fluxo de agua pequeno ou estagnado. No Brasil,
as espécies de caramujos hospedeiros intermediarios sdo a Biomphalaria glabrata, B. straminea e
B. tenagophila; envolvidas na transmissao da esquistossomose.

As fases evolutivas do parasito consistem em verme adulto (macho e fémea), ovo,
miracidio, esporocisto, cercaria e esquistossomulo (KATZ; ALMEIDA, 2003). Os seres humanos
adquirem a esquistossomose através da penetracdo ativa da cercaria na pele (DA SILVA et al.,
2013). O ciclo evolutivo do parasito se completa, em condigdes favoraveis, em torno de 80 dias. O
periodo decorrido entre a penetracdo das cercarias no homem e o encontro de ovos nas fezes dura
cerca de 40 dias, assim como no molusco o ciclo assexuado também dura cerca de 40 dias (KATZ;
ALMEIDA, 2003).

Segundo Katz e Almeida (2003), a cercaria representa a segunda fase de vida livre do
parasito. Ela passa pela parede do esporocisto e migra para as partes moles externas do caramujo.
E uma larva com corpo e cauda, adaptada a vida aquatica. O corpo mede 0,2 mm de comprimento
por 0,07 mm de largura e a cauda, aproximadamente 300 mm. Na pele do homem, a penetracdo ¢
consumada pela agdo litica e pela acdo mecénica devido aos movimentos intensos da larva. Para
ocorrer sua completa penetragdo ¢ necessaria que suas glandulas de penetragdo liberem enzimas
proteoliticas que vao provocar a digestdo dos tecidos. Nesse processo, que pode durar até 15
minutos, a cercaria perde sua cauda (REY, 2001, p.421).

Depois de atravessar a pele, apds a infecg@o, a cercaria evolui para a forma parasitaria
priméria chamada esquistossomulo. Este inicia o processo de migracdo através do sangue e
circulagdo linfatica, até que atinja o coragdo e os pulmdes. Os esquistossomulos presentes nos

vasos sanguineos atingem o figado, onde alimentam-se e evoluem para formas adultas (SILVA et
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al., 2013). A localiza¢do dos vermes adultos pode variar para cada espécie. O S. mansoni habita
mais freqiientemente nas veias mesentéricas inferiores que drenam o intestino grosso.
(GRYSEELS et al., 2006).

Uma fémea de S. mansoni tem a capacidade de fazer a postura de 300 ovos por dia, que s6
amadurecem uma semana apos a ovoposicdo. A postura ocorre nos vasos capilares do intestino do
hospedeiro, quando entdo passam para a luz intestinal e sdo eliminados juntos com as fezes
(KATZ; ALMEIDA, 2003). De todos os ovos liberados pela fémea, apenas cerca de 30% dos ovos
chegardo ao ambiente externo dando continuidade ao ciclo. O restante ficara retido na mucosa
intestinal ou sera arrastado, pela circulagdo, para o figado, dando origem ao quadro mais
caracteristico da esquistossomose: a reacdo inflamatdria granulomatosa hepatica (RAMOS, 2007).

Os ovos maduros do S. mansoni medem cerca de 150 mm de comprimento por 65 mm de
largura, tamanho considerado grande. A presenca de um espinho lateral caracteriza o ovo e facilita
a sua identificacdo (REY, 2001, p.418). Ao entrar em contato com a agua, em condi¢des
adequadas de luminosidade, temperatura e oxigenacdo, os ovos maduros eclodem liberando uma
larva ciliada, denominada miracidio. Essa larva nada ativamente sendo atraida por substancias
liberadas pelo molusco que se constitui o seu hospedeiro intermediario (KATZ; ALMEIDA,
2003).

Ap0s a penetrag@o nas partes moles do molusco, o miracidio perde parte de suas estruturas.
E formado entdo, em 48 horas, um saco repleto de células germinativas, através da reorganizagio
de células remanescentes. Esse saco ¢ o esporocisto. Os esporocistos primdrios geram os
secundarios ou esporocistos filhos e as células germinativas, desse ultimo, sdo transformadas em
cercarias (KATZ; ALMEIDA, 2003). O contato com a agua contaminada por cercarias ¢ o fator de
predisposicao necessaria para que ocorra a infecgdo humana (SILVA et al., 2013).

A figura 3, abaixo, representa o ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
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Figura 3- Esquema do ciclo de vida do parasito Schistosoma mansoni.
Fonte: CDC modificado por Fiocruz.

2.3 DIAGNOSTICO E PATOGENIA

O diagnostico pode ser realizado por meio de métodos diretos (exame de fezes, bidpsias
retal e hepatica e pesquisa de antigenos circulantes dos parasitos) e indiretos (pesquisa de
anticorpos circulantes no soro) (GRYSEELS et al., 2006). Os métodos de bidpsia retal e hepatica
sdo cada vez menos utilizados por serem muito invasivos, sdo reservados para diagnosticos em
condi¢des muito especiais (KATZ; ALMEIDA, 2003).

O método mais utilizado € o exame parasitologico laboratorial de fezes (método de Kato-
Katz), onde pode ser constatada a presenga de ovos do S.mansoni nas fezes do paciente. Este
método ¢ o mais recomendado pela OMS por ser o mais sensivel, de facil execugdo, além de ser o
mais preciso qualitativa e quantitativamente. De acordo com Gryseels (2012), as medidas
quantitativas sdo importantes para avaliar a carga parasitaria e inferir sobre o risco de morbidade.

Outro método para o diagnostico da esquistossomose sdo os testes sorologicos baseados
em anticorpos. Apresentam boa sensibilidade, mas pode ocorrer reacdo cruzada com outras
infeccoes, adicionalmente os niveis de anticorpos permanecem elevados mantendo positivo por

muito tempo apoés a infecgdo ativa ter desaparecido. A principal aplicagdo médica deste método €
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em trabalhos de campo, sendo mais tuteis por diagnosticar a esquistossomose aguda quando o
exame microscopico ainda € negativo (CLERINX; VAN GOMPEL, 2011; GRYSEELS, 2012).

Como as manifestagoes clinicas estdo relacionadas com a fase de desenvolvimento do
parasito no hospedeiro, dependendo da intensidade do parasitismo, a maioria dos individuos
infectados pode permanecer assintomaticas. A progressdo natural da doenca também esta
relacionada com a espécie do parasito, sendo mais rapida em pacientes infectados por S.
Jjaponicum do que naqueles infectados por S. mansoni (SILVA et al., 2013).

A patogenia da esquistossomose mansonica e sua evolugdo cronica dependem de varios
fatores como a cepa do parasito, a idade, o estado nutricional, a imunidade do hospedeiro e,
principalmente, a carga parasitaria (quantidade de parasitos que infectou o paciente). Sendo assim
a doenga tem uma evolugdo com gravidade variavel (SILVA, DA et al., 2013).

A infeccdo pode ser dividida em duas fases distintas: a fase pré patente tem inicio com a
invasdo cercariana e termina quando a postura de ovos ¢ iniciada e a fase patente que coincide
com a producdo de ovos e pode ser divida em esquistossomose aguda e cronica (SILVA;
CHIEFFI; CARRILHO, 2005). A fase inicial ¢ estabelecida quando ocorre a penetracdo das
cercarias na pele e presenca de esquistossomulos no local, causando entdo a dermatite cercariana
(GRENFELL et al., 2013).

A esquistossomose aguda sintomatica pode aparecer de 3 a 7 semanas apos a exposi¢do ¢ ¢
caracterizada por tosse, febre, anorexia, dor abdominal, dor de cabega, e hipereosinofilia. Nesta
fase quando a reacdo inflamatéria estd bem estabelecida envolvendo predominantemente Thl
tendenciosa e elevados niveis de imunoglobulina no soro (LAMBERTUCCI, 2010). A fase aguda
tardia ocorre apds 40 a 90 dias apos a infeccdo, e € caracterizada pela postura de ovos e uma
resposta inflamatoria predominantemente Th2. Suas manifestagdes clinicas variam de acordo com
a carga parasitaria e resposta imune do hospedeiro quando a fase cronica ¢ estabelecida
(GRENFELL et al., 2012).

A fase aguda raramente ¢ observada em populacdes endémicas, esse fato se justifica pela
exposi¢cdo ambiental inicial de criangas com idade precoce (de 2 a 4 anos) e pelo fato de muitas
criancgas de areas endémicas provavelmente terem nascido de maes que tiveram esquistossomose
durante a gravidez, adquirindo, portanto, anticorpos através do aleitamento materno. Individuos
que visitaram areas endémicas recentemente sdo mais propensos a apresentarem os sintomas
agudos por ndo terem tido contato anterior com o parasito (CALDAS et al., 2008).

A forma cronica da doenga (fase tardia) comeca a partir do 4° més apods a infeccdo e pode
durar véarios anos (SILVA et al., 2013). Nessa fase a doenga pode se apresentar em formas como

hepatointestinal, hepatica, hepatoesplénica compensada e hepatoesplénica descompensada, que
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sdo caracterizadas por inflamagdo granulomatosa, niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias e
eosinofilia (CALDAS et al., 2008; SILVA et al., 2013). A maioria dos portadores da doenca que
residem em areas endémicas € assintomatica nessa fase, porém em alguns ha progressao dos sinais
da doenca em diferentes 6rgdos como figado e baco, incluindo desenvolvimento de fibrose
periportal do figado, resultando na forma grave da doenca. Nesse estagio da doenca o paciente

pode ter hipertensdo portal, esplenomegalia, varizes esofagicas e hematémese recorrente.

2.4 CONTROLE

A esquistossomose ainda continua sendo um sério problema de saude publica, mesmo com
diagnostico e tratamento definidos. O medicamento utilizado para o tratamento leva ao controle da
morbidade, impedindo a evolucdo da doenca para a fase cronica, porém ¢é necessario que haja um
controle da transmissdo, que visa interromper o ciclo evolutivo do parasito e, conseqilientemente o
surgimento de novos casos.

O controle da transmissdo esta ligado diretamente a acdes de 6rgdos governamentais, como
o saneamento basico, instalacdo de agua e esgoto nas casas, mudangas no meio ambiente,
educacdo sanitaria, combate aos caramujos, além do diagndstico e tratamento das pessoas
infectadas (KATZ; ALMEIDA, 2003).

A ampla difusdo dos hospedeiros intermedidrios; a freqiiéncia do contato humano com a
agua em atividades de trabalho agricola, doméstico e/ou por lazer; a falta de agua potavel; as
limitagdes do tratamento individual e em massa e & escassez de abordagens preventivas associadas
as agdes curativas nos servicos de educagdo e saude sdo fatores que dificultam o controle da
esquistossomose (GRIMES et al., 2014).

Medidas complementares para o controle da esquistossomose estdo relacionadas a agdes
voltadas para o hospedeiro intermedidrio em areas com alta prevaléncia. As seguintes agdes
podem ser consideradas: pesquisa de campo em colecdes hidricas para determinar o potencial de
transmissdo, elaborar medidas de saneamento ambiental para dificultar a proliferagdo e
desenvolvimento dos caramujos, bem como evitar a contaminacdo dos recursos hidricos por
homens infectados com ovos de S. mansoni. E importante também o tratamento quimico da agua
em que caramujos estiverem presentes, ou o controle bioldgico com a introdugdo de espécies

competitivas na colecdo hidrica (SILVA et al., 2013).
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Outra medida relevante ¢ a identificacdo de individuos infectados em areas endémicas
através de exames de fezes a cada dois anos, deve ser feito o tratamento desses individuos para
diminuir a carga parasitaria e controlar a dissemina¢@o da doenca (SILVA et al., 2013).

A educacdo para a saude ¢ fundamental para as pessoas que vivem em areas endémicas.
Devem-se desenvolver estratégias e materiais educativos adequados as realidades locais e formar
pessoas capazes de estimular o compartilhamento de informagdes formais ¢ ndo formais para
colaborar com a divulgagao e reflexdo sobre as formas de transmissao, prevencao e tratamento da
doenga, buscando assim uma mudanga de comportamento das comunidades ( KATZ; ALMEIDA,
2003; SILVA et al., 2013).

No trabalho de Tlamgani; Er-Rami, (2014), do Marrocos, ressalta-se o implemento de
estratégias de controle como: triagem de pessoas infectadas e tratamento quimioterapico,
eliminacdo do hospedeiro intermediario, educacdo e comunicacdo a fim de evitar a contaminagdo
da agua e prevencdo da infeccdo da populagdo por meio de saneamento e higiene, que foram bem
estabelecidas em trés fases; fase de controle, eliminagdo e consolida¢do e conseguiram reduzir a
prevaléncia da infec¢do a zero absoluto.

Podemos dizer que as estratégias de controle podem ser eficazes desde que sejam bem
estabelecidas e tenham o apoio dos 6rgdos governamentais juntamente com os programas de

controle dos paises.

2.5 ACAO CURATIVA x PROFILATICA OU SUPRESSORA

Diversas drogas ja foram indicadas para o tratamento da esquistossomose desde 1918,
porém muitas delas ndo sdo usadas mais, algumas delas sdo tartaro emético, compostos
antimoniais trivalentes, lucantone, niridazol e hicantone (HOTEZ et al., 2007). Em pacientes
infectados por Schistosoma, ¢ indicado o tratamento antiparasitario para todos, ¢ o medicamento
atua na cura da infec¢ao (SILVA et al., 2013).

Os medicamentos disponivel no mercado brasileiro utilizados para o tratamento é o
praziquantel. Ele possui boa eficacia, em torno de 80%, ¢ bem tolerado e possui baixa toxicidade.

A oxaminiquina (OXA) ja foi muito utilizada para o tratamento da esquistossomose
também, porém seu uso foi descontinuado, pois esse farmaco tem alto custo e possui eficacia
somente contra a espécie Schistosoma mansoni, portanto seu uso foi reduzido pela substituicdo do

PZQ (PICA-MATTOCCIA et al., 2006).
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O Praziquantel (PZQ) (FIGURA 4) foi descoberto em 1972 na Alemanha como resultado
da pesquisa realizada pelas industrias E. Merck e Bayer A. G e em 1978, o PZQ foi sintetizado na
China. E um anti-helmintico pertencente a classe das pirazinoisoquinolonas que foi introduzido no
tratamento da esquistossomose (CIOLI et al., 2014). Caracteriza-se por ser um poO branco
cristalino, de sabor amargo praticamente insoliivel em agua (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER,
2008).

Ele encontra-se disponivel em formas farmacéuticas de 600 mg, sendo administrado em
dose unica de 50 mg/kg para adultos e 60 mg/kg para as criangas. Os efeitos colaterais sdo leves,
como cefaléia leve, vertigem, nauseas, diarréia e dor abdominal, ¢ ndo ha nenhuma evidéncia de
efeitos toxicos graves (GRYSEELS et al., 2006). Ele atua no organismo nos dois primeiros dias
apos a penetragdo da cercaria. Apos este tempo, e por um periodo de aproximadamente quatro
semanas, o PZQ ndo ¢ mais efetivo e entdo os parasitos podem continuar seu desenvolvimento,
progredindo a vermes adultos, podendo haver a eliminacdo de ovos de vermes que se
desenvolveram apds a administracdo do PZQ. Quando o tratamento ¢ repetido, a eficacia do
farmaco aumenta, indicando que os vermes imaturos sdo capazes de sobreviver a exposi¢do ao
PZQ (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008; LIANG et al., 2010).

Dependendo do estagio da doenga, as doses e o tempo de tratamento podem variar. Em
pacientes de areas endémicas sdo recomendadas doses menores, pois o objetivo principal ¢é
reducdo da intensidade da infec¢@o e do risco de morbidade. A patologia de 6rgdos geralmente
diminui substancialmente dentro de semanas ou poucos meses apds tratamento, podendo ser
observado por radiografia ou exame ultra-sonografico (GRYSEELS, 2012; SILVA, DA et al.,,
2013).

O mecanismo de agdo do PZQ pode ser resumido em trés etapas: influxo de calcio,
contracdo muscular e modificagdo na superficie do tegumento (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF;
CIOLI; UTZINGER, 2008). Mesmo com este conhecimento sabe-se que o mecanismo de agdo do
praziquantel ndo estd totalmente claro, e isso impede o desenvolvimento de farmacos andlogos
(CIOLI et al., 2014). O farmaco paralisa e mata os vermes dentro de poucas horas, mas ndo mata
0s ovos e esquistossdmulos e ndo evita a reinfec¢do. Essas desvantagens sdo significativas pois
podem resultar em baixas taxas de cura em areas onde a esquistossomose ¢ hiperendémica
(OLIVEIRA et al., 2012).

Como o uso da OXA era limitado & América do Sul, onde ha maior ocorréncia da especie
Schistosoma mansoni, nao houve competitividade no mercado farmacéutico, e o PZQ por ser
eficaz contra todas as espécies de Schistosoma, tornou-se mais lucrativo e houve reducdo no custo

(CIOLI et al., 2014; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008; DOENHOFF et al., 2009). O PZQ
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¢, portanto, indicado pela OMS devido ao baixo custo, a alta eficacia, a seguranca, a facilidade de
distribuicdo; e ele ainda ¢ eficaz contra outros trematddeos e cestddeos, importante para areas
onde ocorre o poliparasitismo . Todas essas vantagens tornam o PZQ o melhor medicamento para
o tratamento de populag¢des endémicas. O que deixam os pesquisadores em alerta € o fato do PZQ
ndo ser eficaz contra formas jovens de S. mansoni e a forma continuada, indiscriminada, de sua
utilizagdo nas regides de endemia geram conseqiiéncias como a selecdo de cepas resistentes,

fazendo-se necessario o estudo de fontes alternativas de prototipos de candidatos a farmacos.

4 N

o /

Figura 4- Estrutura quimica do Praziquantel.
Fonte : DOENHOFF, CIOLI, UTZINGER, 2008.

2.6 RESISTENCIA

Pesquisadores acreditam que o PZQ, assim como outros medicamentos num futuro
proximo tera seu uso limitado com a selecdo de cepas resistentes. Trabalhos a cerca deste assunto
tém surgido, e acredita-se que € preciso propor solugdes para tal fato (DOENHOFF; CIOLI,
UTZINGER, 2008).

Alerta sobre a selecdo de parasitos resistentes surgiu no Senegal e Egito. No Senegal a taxa

de cura reportada em pacientes apds tratamento com dose oral recomendada foi muito baixa, de 18
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a 36%, quando o esperado era de 60 a 90%. No Egito foram encontrados ovos viaveis nas fezes de
pacientes tratados, apds tratamentos consecutivos, em testes laboratoriais (CIOLI et al., 2014;
DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

Ha especulagdo sobre a caracteristica da resisténcia ser de carater genético dominante, que
tem uma dimensdo mais ampla ao se pensar que a resisténcia pode ser expressa em todos os
estagios de desenvolvimento do Schistosoma mansoni (QI; CUI, 2013). No intuito de investigar
tal fato vem sendo feitos estudos sobre a estabilidade genética e dindmica das populacdes com
infecgdo de Schistosoma mansoni, porém ainda ndo ha esclarecimento sobre tal hipotese (BLANK
et al., 2010; BLANTON et al., 2011; PICA-MATTOCCIA et al., 2009).

Em laboratérios, por meio da pressdo sucessiva ao PZQ foram isoladas cepas resistentes e
sensiveis ao PZQ (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004; WANG; WANG; LIANG, 2012). No
trabalho de Mwangi et al. (2014), foram usados miracidios obtidos das fezes de lavradores do
Kenya portadores da infeccdo com parasitos com baixa sensibilidade ao PZQ para infectar
caramujos Biomphalaria e as cercarias provenientes foram usadas para infec¢do dos
camundongos; ap6s cinco passagens com administracdo de dose crescente de PZQ conseguiu-se
obter parasitos com reduzida sensibilidade ao PZQ, comprovando que a pressdao do farmaco pode
levar a resisténcia. A indugdo de resisténcia a caramujos foi demonstrada no trabalho de (COUTO
et al.,, 2011), e no trabalho de Couto et al. (2010), a diminui¢do da sensibilidade ao PZQ ¢
comprovada com o uso de sondas fluorescentes.

Ha relatos de viajantes que adquiriram a infec¢do em areas endémicas e ao voltar para
areas ndo endémicas, ndo conseguiram curar a infecgdo (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF; CIOLI;
UTZINGER, 2008).

Como os mecanismos de acdo do PZQ ainda ndo estdo totalmente elucidados, ha
dificuldade também de estudar os mecanismos de resisténcias, e estes, portanto continuam sendo
especulados, sem afirmagdes claras (CIOLI et al., 2014; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008;
WANG; WANG; LIANG, 2012). O que se pode afirmar ¢ que ha alguns indicios que apontam
para o desenvolvimento da resisténcia como o tratamento com doses subcurativas, freqiiéncia de
tratamento principalmente nas regides endémicas, e alteragdo da dosagem utilizada. E necessario
um monitoramento adequado da qualidade do medicamento e acompanhamento de novos indicios
de desenvolvimento de resisténcia pelos programas de controle da doenca (DOENHOFF et al.,
2009).

Tais fatos incentivaram novos estudos em busca de terapias alternativas que podem
substituir ou complementar a utilizagdo de PZQ no tratamento da esquistossomose mansdnica

(DOENHOFF et al., 2009; PICA-MATTOCCIA et al., 2009).
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Ainda, a utilizacdo racional de farmacos e a administragdo de associagdes dos mesmos sdo

maneiras alternativas de prevenir a ocorréncia de resisténcia (ARAUJO et al., 2008a).

2.7PLANTAS COM ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

A esquistossomose ¢ alvo de grandes preocupagdes atualmente, pois devido a falta de
vacina disponivel comercialmente, a terapia do paciente ¢ fortemente dependente da quimioterapia
com PZQ, como a OMS recomenda. Mas alertas sobre a resisténcia ao farmaco e possivel
recorréncia da infecg@o incentivam a busca por novos prototipos de farmacos, possivelmente a
partir de recursos naturais (ABDEL-HAFEEZ et al., 2012; MANTAWY; ALIL; RIZK, 2011).

Segundo Wink (2012), as plantas produzem uma grande diversidade de metabdlitos
secundarios com atividades bioldgicas interessantes, como propriedades -citotoxicas, anti-
parasitarias e anti-microbianas. Estas drogas interferem frequentemente em alvos centrais nos
parasitos, tais como DNA (intercalacdo, alquilacdo), integridade da membrana, microtibulos e
sinal de transduc¢ao neuronal.

Os principais compostos identificados dos extratos de diferentes polaridades incluem:
diterpenos, lactonas, sesquiterpenos, flavonoides, saponinas, taninos e polifendis apresentados por
SOUSA et al. (1991 citado por OLIVEIRA et al., 2012).

De acordo com Mantawy et al. (2011), um dos primeiros exemplos documentados de
plantas utilizadas para a manutencao da saude e tratamento de diversas doengas ¢ o alho, portanto
h4 um interesse nos beneficios potenciais desta planta desde a antiguidade. Tem sido relatado que
o alho (Allium sativum) e cebola (Allium cepa) sdo utilizados em todo o mundo com aplicagdo
para diferentes doencas, como infec¢des, lesdes, disfungdes gastrointestinais ¢ doencas
cardiovasculares. O tratamento com o6leos de alho ou cebola normalizou a funcdo de enzimas
hepaticas e melhorou a capacidade antioxidante da infec¢do por S. mansoni, com uma redugdo
significativa da carga de vermes e numero de ovos. O autor concluiu que o tratamento com esses
agentes podem atuar melhorando o sistema imunologico do hospedeiro (MANTAWY; ALI,
RIZK, 2011).

Trabalhos com a artemisinina e seus derivados ja demonstraram eficacia, possuindo
excelentes propriedades contra malaria (WHITE, 2008). Ensaios com a mesma planta mostraram
que ela também ¢ eficaz contra todas as espécies de esquistossomose humana (ABDUL-GHANI et

al., 2011; KEISER; VARGAS; DOENHOFF, 2010; LI et al., 2012; UTZINGER et al., 2011).
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Estudos detalhados in vivo revelaram que esquistossomulos sdo susceptiveis a
artemisinina, e que uma redu¢do moderada de vermes adultos também pode ser observada. (LI et
al., 2012; UTZINGER et al., 2011; XIAO; CATTO, 1989). Uma vantagem da artemisinina sobre o
PZQ ¢ sua capacidade para evitar a reinfec¢do, uma vez que provou ser muito eficaz na indugao de
resisténcia de alto nivel contra o S. mansoni em camundongos (EL-BESHBISHI et al., 2013).
Além disso, a artemisinina ¢ de origem vegetal e provou ser segura em humanos (EL-BESHBISHI
etal., 2013).

A espécie Baccharis trimera, pertence a familia Asteraceae, ¢ conhecida pelo nome
popular de carqueja, e é nativa das regides sul e sudeste do Brasil. A infusdo das partes aéreas
desta planta ¢ vastamente utilizada na medicina popular para o tratamento de reumatismo,
diabetes, disfungdes hepaticas, inflamatdrias processos, angina e ma circulacdo sanguinea. As
plantas desta familia sdo extensivamente estudadas quanto sua composicdo quimica e atividade
biologica, como para efeitos antimicrobianos e anti-inflamatorio, e algumas delas ja tém sido
usadas no desenvolvimento de drogas, inseticidas e outros produtos (VERDI et al., 2005). Ensaios
in vitro do dleo essencial desta mesma espécie realizados por De Oliveira et al. (2012), mostraram
uma significativa diminui¢do da motilidade dos vermes e uma taxa de mortalidade de 100%, 30h
depois de terem sido expostos ao 6leo essencial na concentragdo de 130 pg/mL. No que se refere
as alteragdes morfoldgicas, o 6leo essencial de B. trimera induziu uma descamagdo na superficie
do tegumento, bem como a destruicao de tubérculos e as espinhas, o que resultou em zonas lisas
da superficie do corpo. Nas fémeas além da destruigdo do tegumento, houve também destruigdo
das ventosas orais e acetabular.

A piplartina ¢ um amido encontrado em diversas plantas do género Piper (familia
Piperaceae). As espécies de Piper sao amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais
do pais e a piplartina e ¢ encontrado em varias partes das plantas, especialmente na raiz. Varias
atividades biologicas de piplartina foram exploradas tais como agentes antitumorais, propriedades
antinociceptivas, antidepressivos e ansioliticos, bem como a agregagdo antiplaquetaria,
insecticidas, antifungicas, antiparasitarias e propriedades esquistossomicidas. O efeito da
piplartina isoladas de Piper tuberculatum contra esquistossémulos e vermes adultos de S. mansoni
foi avaliada in vitro, e os resultados revelaram que piplartina ¢ um composto eficaz contra larvas
(causando a morte destas), e vermes adultos de S. mansoni, provocando destruicdo tegumentar

extensa (MORAES et al., 2011).
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2.8 Senna spectabilis

O género Senna possui cerca de 600 espécies distribuidas no mundo, e ¢ alvo de muitos
estudos devido ao reconhecimento de sua grande diversidade bioldgica e propriedades
farmacologicas (ALBUQUERQUE MELO et al., 2014; SILVA et al., 2010, 2011a) . Senna
spectabilis (FIGURA 5) ¢ uma arvore de médio a grande porte pertencente a familia Fabaceae,
endémica na América Central, América do Sul e Africa, comumente encontrada nos paises
africanos tropicais e subtropicais, Colombia e Brasil (JOTHY et al., 2012; SILVA et al., 2010b,
2010c).

No Brasil esta planta ¢ conhecida popularmente por “canafistula de besouro” e “céssia- do-
nordeste”, empregada principalmente para paisagismo por sua caracteristica de porte médio e a
exuberancia de suas flores. Na regido do nordeste brasileiro esta espécie ¢ usada como forrageira
para ovinos e caprinos tendo em vista seu alto valor nutricional, servindo de recurso alternativo na
época da seca (ALBUQUERQUE MELO et al., 2014; SANTOS et al., 2013; SILVA et al,,
2010c).

Ela ¢ bastante difundida na medicina popular, utilizada como laxante, analgésico, anti-
inflamatorio e antiulcerogénico (PIVATTO et al., 2005; VIEGAS et al., 2004).

O género Senna se diferencia quimicamente pela ocorréncia de alcaloides piperidinicos
tipo alcaloides 2,6-dialquil-piperidin-3-6is, raros na natureza (JUNIOR et al., 2006). Estes
alcaloides tém sido isolados das folhas, flores e frutos de Senna, tais como (-)-cassina e (-)-
espectalina, que sd3o os constituintes majoritarios, além da 3-O-acetilespectalina, 7-
hidroxiespectalina, iso-6-espectalina, dentre outros (SRIPHONG et al., 2003; VIEGAS et al.,
2004, 2007). Tais substancias atualmente recebem atencdo especial no que diz respeito a
planejamento de novos farmacos por serem consideradas substancias hibridas carboidrato-
lipidicas (SILVA et al., 2010a; TAKAHATA et al., 2003).

O extrato etanolico desta planta, assim como algumas fracdes de extrato e alcaloides
isolados das folhas, flores e frutos apresentaram atividades sedativa e anticonvulsivante (SILVA et
al., 2011a), antimicrobiana ¢ antioxidante (JOTHY et al., 2012), antiinflamatoria (SILVA et al.,
2012), e principalmente atividades relacionadas ao sistema nervoso central (OLIVEIRA SILVA et
al., 2011; SILVA et al., 2010a).

Em relacdo a atividade antiparasitaria, recentemente foi descrita a atividade leishmanicida

contra formas promastigotas de Leishmania major de S. spectabilis. Entretanto ainda ha poucos
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estudos nessa area, sem informacdes conclusivas sobre o mecanismo de acdo envolvido e auséncia
de ensaios in vivo (ALBUQUERQUE MELO et al., 2014).

Tendo em vista a importancia de desenvolvimento de um novo candidado a fArmaco para o
tratamento da esquistossomose e as diversas propriedades farmacologicas ja descritas sobre a
espécie Senna spectabilis, este trabalho tem por finalidade avaliar a atividade esquistossomicida

do extrato total, fragdes do extrato ¢ substincias obtidas a partir das flores desta espécie.

Figura 5- Senna spectabilis. FL: flores, F: frutos e L: folhas de Senna spectabilis (DC).
Fonte: JOTHY, S.L. et al., 2012.
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3 OBJETIVOS

Abaixo serdo descritos os objetivos geral e especificos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro a atividade esquistossomicida do extrato etandlico, fragdes de extrato e dos

alcaloides majoritarios isolados a partir das flores de Senna spectabilis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a atividade in vitro do extrato, fragcdes de extrato e da mistura de alcaloides
(cassina/espectalina) obtidos das flores de S. spectabilis sobre vermes adultos de
Schistosoma mansoni.

b) Determinar dose letal de 50% (DLsg), dose letal de 90% (DLgg) e dose letal de
100% (DLqo) das substancias-alvo em vermes adultos de S. mansoni.

c) Avaliar o efeito da associagdo in vitro de PZQ com a mistura de alcaloides
(cassina/espectalina).

d) Avaliar danos causados no sistema excretor e tegumento de vermes adultos de S.
mansoni, pelo uso de sondas (marcadores moleculares).

e) Avaliar o efeito cercaricida da mistura de substancias (cassina/espectalina) in vitro.

f) Determinar da concentragdo citotoxica com células mononucleares do sangue

periférico humano (PBMC).
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir sera descrita a metodologia utilizada neste trabalho.

4.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (flores de S. spectabilis) foi coletado na regido de Araraquara-SP, em
janeiro de 2013. A exsicata estd depositada no Herbario do Jardim Botanico de Sao Paulo sob

registro SP 370.917.

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS DA PLANTA E ISOLAMENTO

As flores de S. spectabilis foram secas em estufa a 40°C durante 24h, seguido de moagem.
O material vegetal foi entdo submetido a maceracdo em EtOH por 7 dias. A cada dois dias o
extrato foi filtrado e concentrado e, ao material solido residual, foi adicionado mais 3L de
solvente. Ao final, todo o extrato etanolico foi concentrado, redissolvido em MeOH/H,O (8:2), e
particionado, sucessivamente, com hexano, CH,Cl, ¢ EtOAc. A fra¢do soluvel em CH,Cl,, que
sabidamente continha a maior concentragdo de alcaloides, foi concentrada, obtendo-se 39 g de
material bruto. Esta fragdo bruta foi redissolvida em 100 mL de CH,Cl, e extraida com HCI
aquoso a 40% (3x50 mL); as fraccdes aquosas combinadas foram ajustadas a pH 9 usando
NH4OH concentrado. A solugdo aquosa basica resultante foi exaustivamente extraida com
CH,Cl,, seca sobre MgSQOy seco, e concentrada, fornecendo 9g de uma fragdo alcaloidica bruta.
Esta porcao alcaloidica entdo submetida ao fracionamento em coluna cromatografica (CC) de
AlLO3 neutra, eluida com gradiente de EtOH/CHCls/hexanos (1:7:2), fornecendo uma mistura dos
alcaloides piperidinicos (-)-cassina/(-)-espectalina (4,82 g, FIGURAS 6 e 7), além de uma mistura

complexa de outros metabdlitos alcaloidicos mais polares.
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Condicées experimentais:

a) MeOHfagua 8:2, ultrassom, 15 min.

b) Filtragdoe por gravidade

c) Extragzo com hexano (3 x 100 mL)

d) E=xtracgdo com acetato de etila (3 x 100 mL)

e) E=xtracfio com diclorometano (3 x 100 mL)

f) Redissolvido em diclorometano; Extragiio com HCl aq. 40 % (4 x 50
mlL)

2) Alcalinizagio com NH4OH conc. Até pH 9, seguido de extragiio com
CH,Cls (4 x 50 mL) ; secagem sobre anidro MgSOy,

h) CC em alumina neutrath =80 cm x d= 2,0 cm), eluida com
CHCI3/EtOH/Hexano em gradiente .

Figura 6- Esquema de isolamento da mistura de alcaloides cassina/espectalina.
Fonte:  Da autora.
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Figura 7- Estrutura molecular das substancias (-)-cassina e
(-)-espectalina.
Fonte:  Viegas, C. et al., 2004.

4.3 DETERMINACAO DA PROPORCAO ENTRE (-)-CASSINA E (-)-ESPECTALINA POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA

A fim de se determinar a proporcdo de (-)-cassina e (-)-espectalina na mistura pura obtida
por CC, uma pequena aliquota foi analisada por espectrometria de massas. A amostra foi
dissolvida em AcCN (grau HPLC, J. T. Baker-EUA) na concentragdo de 1 mg/mL e 10 pL dessa
solucdo foi injetada diretamente em equipamento de Cromatografia Liquida UFLC (Proeminence—
MS 8030, Shimadzu). A analise foi feita por ionizacdo por electrospray (ESI), em analisador do
tipo triplo quadrupolo. O experimento realizado foi o scan total da amostra de 100-1000 m/z com
voltagem (inface e agulha de ionizacdo) de 4,5 kV. A abundancia relativa de (-)-cassina e (-)-
espectalina na amostra foi determinada por comparagdo intensidade absoluta dos picos dos seus
respectivos ions de 298,20 e 326 m/z. Nao foi necessaria andlise cromatografica, sendo que a
amostra estava pura e composta somente por estas duas substancias, que apresentam padrdes de
fragmentacdo conhecidos (PIVATTO et al., 2005). Além disso, elas apresentam os mesmos sitios

de ionizagdo e, portanto, 0 mesmo padrao de fragmentacao.

4.4 ENSAIOS ESQUISTOSSOMICIDAS

A seguir sera descrito a metodologia utilizada para os ensaios esquistossomicidas.
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4.4.1 Parasitos e camundongos

A cepa LE (Luiz Evangelista) de Schistosoma mansoni é rotineiramente mantida por
passagens em série em modelos Biomphalaria glabrata e camundongos da linhagem swiss. Esta
cepa vem sendo mantida durante mais de 30 anos no Centro de Pesquisas René Rachou/Fundagdo
Oswaldo Cruz. Os procedimentos realizados com os animais foram submetidos a Comissao de
Etica no Uso de Animais da Fundagio Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) e do CEUA da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob numero de registro 544/2013.

4.4.2 Acondicionamento e infeccdo dos caramujos

Os caramujos da espécie Biomphalaria glabrata foram mantidos em laboratério dentro de
um aquario com agua corrente e boa oxigenacdo, apresentando pH entre 7,2 a 7,8 e isenta de
cloro, cobre ou zinco. A linhagem da espécie citada ¢ susceptivel as cepas de Schistosoma
mansoni, mantidas em laboratorio.

A infecg@o desses moluscos, como rotina, foi realizada com 10 miracidios por caramujo,
deixando-os juntos por algumas horas. As larvas (miracidios) do parasito foram obtidas a partir do
figado dos camundongos infectados de acordo com o método descrito por (KATZ;
PELLEGRINO; PEREIRA, 1968).

Os caramujos foram transferidos para uma estufa para serem mantidos a 28°C. Apds 30
dias, os caramujos foram colocados individualmente em beckers de vidros com agua e expostos a

iluminagdo artificial para a eliminacdo de cercarias (KATZ; PELLEGRINO; PEREIRA, 1968).

4.4.3 Infeccao dos camundongos e obtencdo dos parasitos

Camundongos da linhagem Swiss, fémeas, com aproximadamente dois meses de idade
pesando em média 20g, nascidos e criados no biotério do Centro de Pesquisas René

Rachou/Fundacao Oswaldo Cruz, foram utilizados nos experimentos. Os animais foram mantidos
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em gaiolas devidamente identificadas e alimentados com ragdo comercial e agua, em todo
experimento.

As cercarias de Schistosoma mansoni, cepa LE (Belo Horizonte), usadas para infec¢do dos
camundongos foram fornecidas pelo moluscario do CPqRR.

Os caramujos foram expostos a luz por 2 horas e o liquido contendo as cercarias foi
transferido para um tunico becker, originando um “pool” de cercarias LE provenientes de
caramujos. De cada becker foi retirado uma aliquota de aproximadamente 0,3 mL para a contagem
com auxilio de uma lupa. As aliquotas foram ajustadas a fim de se obter uma concentragdo
equivalente a 100 cercarias, em um volume de 0,3 mL.

Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente, por via subcutinea,
segundo a técnica descrita por Katz, Pellegrino e Pereira (1968).

Camundongos com quarenta e cinco dias de infec¢do foram submetidos a eutanasia por
“overdose” de cloridrato de cetamina 10,0% (Ketamina Agener) e cloridrato de xilazina 2,0%
(Rompun) dissolvidos em solucdo salina, administrado por via intraperitoneal (= 0,2 mL por
animal). Os vermes adultos de S. mansoni foram obtidos por meio da perfusdo retrograda do
figado, de acordo com o método de Smithers e Terry (1965): posteriormente a exposicao das
visceras abdominais e do coragdo, a veia porta foi seccionada, na altura dos rins, com o auxilio de
uma agulha conectada a uma seringa. Imediatamente, na parte inferior dos ventriculos do coracao
foi injetado meio de cultura RPMI — 1640, pH 7,4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
heparinizado (0,2%), obtendo-se assim, os parasitos que foram lavados cuidadosamente com

RPMI-1640.

4.4.4 Avaliacdo in vitro do extrato, fragdes do extrato e mistura de alcaloides cassina/ espectalina

obtidos das flores de Senna spectabilis sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni

Os parasitos recuperados foram levados para capela de fluxo laminar, lavados mais uma
vez com o meio de cultura RPMI-1640 estéril e, em seguida foram cultivados em placas de cultura
de seis pogos (quatro casais por pogo) em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 5,0 %
soro fetal bovino inativado pelo calor e 1,0 % de penicilina e (10000 IU/mL) e estreptomicina
(10,0 mg/mL) (Sigma, EUA), conforme representado na (FIGURA 8).

Ap6s um periodo de 30 minutos de adaptacdo, as amostras (extrato etanodlico, fracdes

acetato de etila e diclorometano e mistura de substancias cassina/espectalina de S.spectabilis)
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foram adicionadas as culturas em diferentes concentragdes. O extrato etandlico e a fragdo acetato
de etila foram testados nas concentragdes de 150,0; 100,0; 75,0; e 50,0 pg/mL e a fragdo
diclorometano e a mistura (cassina/espectalina) foram testados nas concentragdes de 150,0; 100,0;
75,0; 50,0; 40,0 e 30,0 pg/mL. Como controle, foi utilizado PZQ (2,0 pg/mL), meio de cultura
suplementado, e o solvente usado para dissolver as amostras, (metanol a 1%v/v) Apds adicionar os
compostos, as placas de cultura foram levadas para estufa a 37°C e 5,0% de CO,, e analisados
apos 2 horas e 24 horas em contato com as amostras. Apds 24 horas os pogos foram lavados, para
retirar as amostras do contato com os parasitos, por meio da remoc¢ao do meio de cultura dos
pogcos (2 mL) e acréscimo da mesma quantidade de meio estéril por cinco vezes (ou até perceber
que os compostos foram retirados, por meio da observagdo da coloragdo do meio). Cada pogo foi
observado apos 2 e 24 horas de contato com as amostras, e ap6s a lavagem, por mais 7 dias
diariamente para avaliar se os parasitos iriam recuperar apds retird-los do contato com as
amostras, comparado - os com os controles. Os testes foram realizados em triplicatas e as
observagdes foram documentadas. As culturas foram analisadas utilizando microscopia invertida
(Microscopio Nikon Eclipse TS 100, aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x). Os parasitos foram
avaliados e comparados aos controles, quanto a quantidade de parasitos acasalados,
movimentagao, contracdo/encurtamento, morfologia, desprendimento de tegumento e ovoposicao.
A determinagdo da DL (dose letal para 100% dos vermes), da DLg, (dose letal para 90%
dos vermes) e DLsy (dose letal para 50% dos vermes) foram realizadas pelo programa de

computador GraphPadPrism (versdo 5.0).
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Perfusio apos 45 dias de infecgio

[ Estufa 37°C 4 % CO, ) mun
4

4 ml. de RPMI 1640 suplementado + 4 casais de parasitos + amostras e
controles (RPMI, Metanol e PZQ)

Observagdo apos 2 e 24 horas de contato; lavagem dos pogos
seguida de observagio didria por 7 dias

Figura 8- Esquema de obtengdo dos parasitos e montagem de placas.
Fonte:  Da autora.

4.4.5 Avaliagdo in vitro do efeito cassina/espectalina em associagdo com o PZQ sobre vermes

adultos de Schistosoma mansoni

Ap6s um periodo de 30 min de adaptagdo, as amostras (cassina/espectalina solubilizados
em metanol em uma concentragdo de 5,0 mg/mL e PZQ solubilizado em RPMI-1640 em uma
concentragdo de 0,8 mg/mL) foram adicionados as culturas seguindo o esquema PZQ/mistura
cassina e espectalina nas seguintes propor¢des ug/mL: 0,5/23,8; 0,5/11,9; 0,5/6,0 ¢ 0,25/23,8;
0,25/11,9; 0,25/6,0. Para o controle 10 pogos foram usados; quatro contendo PZQ nas

concentragoes de 2,0; 0,5; 0,25 e 0,125 pg/mL, quatro com a mistura de alcaloides
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cassina/espectalina a 23,8; 11,9; e 6,0 pg/mL; um pogo contendo somente o meio de cultura
suplementado e o outro com metanol (que foi usado para solubilizar a mistura de alcaloides, na
concentragdo de 23,8 ug/mL). As placas foram incubadas na estufa a 37°C e 5,0% de CO,, e
analisadas por duas horas e 24 horas em contato com as amostras. Apos 24 horas, os pogos foram
lavados, para que os compostos testes fossem retirados do contato com os parasitos.

Cada poco foi observado por 2 e 24 horas de contato com as amostras € apds a lavagem
prosseguiu com observagao didria por 7 dias para avaliar a capacidade de recuperacdo dos vermes
apos retira-los do contato com as amostras, comparando-os com os controles. Os parametros
avaliados foram movimentagdo, acasalamento, contragdo /encurtamento, morfologia,

desprendimento de tegumento e ovoposi¢do. Todos os testes foram realizados em triplicatas.

4.5 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE EXCRETORA E LESAO DE TEGUMENTO
DOS VERMES ADULTOS DE Schistosoma mansoni EXPOSTOS A MISTURA DE
ALCALOIDES CASSINA/ESPECTALINA POR MEIO DE SONDAS FLUORESCENTES

Para avaliar o dano causado no sistema excretor ¢ no tegumento do parasito, foram usadas

as sondas resorufina e Hoechst 33258, respectivamente.

4.5.1 Marcagao dos parasitos com sondas fluorescentes

Para avaliar o efeito da mistura cassina/espectalina sobre o funcionamento do sistema
excretor e sobre a camada superficial do tegumento do verme adulto de S. mansoni, foram
realizados experimentos utilizando dois marcadores fluorescentes (sondas) e microscopia de
fluorescéncia.

A resorufina ¢ um sal sodico (7-hidroxi 3-fenoxazina), de natureza fluorescente ¢ um
modulador/substrato da P-glicoproteina (Pgp), utilizada por Sato et al.( 2002).

A Hoechst 33258 (bis benzamida) (2,4 hidroxifenil 5, 4 metil, 1 piperazina 2,5 bi H-
benzimidazol) ¢ uma sonda hidrofilica e fluoresce somente quando se liga ao DNA das células

(COUTO et al., 2010).
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4.5.2 Avaliacdo da atividade do sistema excretor do verme adulto de Schistosoma mansoni

exposto a mistura cassina/espectalina apos marcacao com a sonda resorufina

Posteriormente a perfusdo, os vermes adultos foram lavados e transferidos para placas de
cultura de seis pogos como descrito no item 4.4.4.

Foi adicionado em cada poco 10,0 puL de resorufina (solugdo estoque a 10 mg/mL), e
posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37°C ¢ 5,0 % CO; por 30 minutos. Apos
este periodo, foram adicionados nos pogos 10,0 pl. de metanol (controle negativo), solugdo
estoque de PZQ, 0,8 mg/mL (controle positivo) e diferentes concentragdes de uma solugdo
estoque da mistura cassina/espectalina (40, 50 ¢ 60 pg/mL), sendo que um dos pogos conteve
apenas o meio de cultura RPMI-1640 suplementado (controle negativo). Estas placas foram
novamente incubadas por 15 minutos, nas mesmas condi¢des anteriores. Ao final deste periodo, os
parasitos foram lavados cinco vezes com meio de RPMI-1640 suplementado e preparados para a
visualiza¢do no microscopio de fluorescéncia (FIGURA 9). Todos os testes foram realizados em

triplicatas.
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[ Lavados 5x com 2 ml. de RPMI

Adicionados (40, 50 e 60 pug/mL cassina/espectalina), metanol (60 pL),
P7ZQ (2 ug/ml.) e RPMI (controle negativo)

I Ineebados por 18 min

[ Lavados 5x com RPMI —> laminas —> microscopio de fluorescéncia

Figura 9- Esquema de marcagdo dos parasitos com sonda resorufina.
Fonte:  Da autora.
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4.5.3 Avaliacao do dano causado ao tegumento do verme adulto de Schistosoma mansoni exposto

a mistura cassina/espectalina ap6s marcac¢ao com a sonda Hoechst 33258

Seguiu 0 mesmo procedimento anterior apos a perfusdo, porém apos colocar os parasitos
na placa foram adicionados os compostos nos pogos: 10,0 pL de metanol (controle negativo),
PZQ, 2 ng/mL (controle positivo) e diferentes concentragdes de uma solugdo estoque da mistura
cassina/espectalina (40, 50 ¢ 60 ug/mL), sendo que um dos pogos conteve apenas o meio de
cultura RPMI-1640 suplementado (controle negativo). As placas foram incubadas por 24 horas a
37° C com 5,0 % CO, e fez-se a lavagem dos pogos como descrito anteriormente. Foram
adicionados 10,0 pL de sonda Hoechst 33258 em cada poco, seguindo de incubagdo por 15 a 20
minutos. Apds este periodo foi realizada a lavagem dos pocos novamente e as ldminas foram

preparadas para visualizagdo no microscopio de fluorescéncia (FIGURA 10).

Vermes de 8. mansoni LE

| B

i

4 mL RPMI + 5% SFB + 1% penicilina/estreptomicina+ (40, 50 ¢ 60 pg/mL
cassina/espectalina), metanol (60 uL), PZQ (2 ug/mL) ¢ RPMI (controle negativo)

” 37°CF3%: CO,/ 24k
<

[ Lavados 5x com 2 mL de RPMI

A sz Ana Aa gnrda P A 3
L numxuuauua lV M.J_a UL dULIUCA L 1IUCLLIDL

ﬂ Incubacos por 13 min

[ Tavados 5x com RPMI —> laminas—> microscopio de fluorescéncia

Figura 10- Esquema de marcagao dos parasitos com sonda Hoechst.
Fonte: Da autora.

4.5.4 Microscopia de fluorescéncia (preparo das laminas para leitura)
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Ao final de cada experimento, os parasitos foram transferidos para laminas delimitadas por
pequenas quantidades de vaselina, a fim de evitar o extravasamento dos parasitos para fora da
lamina.

Os parasitos foram colocados nas laminas com pequena quantidade de meio de cultura e
em seguida, as laminas foram observadas em microscopio optico de fluorescéncia (Zeiss Axio
Scope Al, software Axio Vision LE) utilizando filtro Rodamina para resorufina e DAP para
Hoechst 33258.

4.6 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DA MISTURA CASSINA/ ESPECTALINA SOBRE
CERCARIAS DE Shistosoma mansoni

Biomphalaria glabrata infectados foram induzidos a eliminar cercarias expondo-os a luz
por uma hora, em agua desclorada. Aproximadamente 30 cercarias (100,0 pL) foram colocadas
em uma placa de 24 pocos com 900,0 pL de 4gua desclorada expostos a 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e
150,0 pg/mL da mistura de alcaloides cassina/espectalina. Apos 1, 2, 4, 6 ¢ 8 horas, a motilidade,
contracdo, e perda da cauda foram observadas utilizando microscopia invertida (LIANG et al.,
2010; WANG; WANG; LIANG, 2012).

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas utilizando 1% de metanol e agua

desclorada como controle negativo e PZQ a 12,5 pg/mL como controle positivo.

4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi determinada utilizando um ensaio de MTT modificado, com
células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC), obtidas a partir de voluntarios
saudaveis por meio de Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, n°1077) por centrifugacdo de densidade
gradiente.

O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) ¢ utilizado para
determinar a viabilidade celular, quantificando o quanto o MTT presente no meio foi reduzido
pela atividade metabolica celular ligada ao NADH e NADHP formando cristais de formazan, de

cor azul. Dessa maneira a quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, ¢ diretamente
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proporcional ao numero de células viaveis. Este teste foi primariamente sugerido por Mosmann
(1983).

A suspensdo de células de PBMC normais a uma concentragio de 6,8x10°células/mL
foram distribuidas numa placa de 96 pogos, 100uL de células em cada pogo com 20 pL de
compostos testes e 180 pL de meio RPMI, seguindo com dilui¢do seriada e incubacdo a 37°C, 5%
de CO; por 48 horas. Neste ensaio, as concentragdes utilizadas foram de 500, 250, 125, 62.5,
31.25, 15.63, 7.81, 3.91 pg/mL do composto. Apds o periodo de incubacdo, a morfologia das
células dos pocos de controle e de teste foram observadas ao microscopio. Posteriormente
adicionou-se 10 pL do corante MTT (5 mg/mL) por pogo ¢ as células foram incubadas novamente
por mais um periodo de 4 horas (MOSMANN, 1983). Em seguida, o meio foi cuidadosamente
removido e adicionado 100 uLL de DMSO por pogo para a solubilizacdo dos cristais de formazan.
As placas foram agitadas durante 15 min e a absorvancia para cada amostra foi medida num leitor
de micro placas espectrofotométrica a 570 nm. Os valores de absorvancia obtidos a partir de
células de controle ndo tratados, foram tomados como 100% viaveis (DIAS et al., 2012). Os dados
foram analisados por regressdo linear para obter os valores de CCsy (concentracao citotoxica para

50% das células).

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPadPrism (versdo 5.0). A regressao
linear foi usada para obtencdo do valor de DLsy 99 « 100. Diferencas significativas foram
determinadas por meio da analise de variancia one-way (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey de

comparagdes multiplas com um nivel de significancia de P <0,05.



48

S RESULTADOS

A seguir serdo descritos os resultados do trabalho.

5.1 DETERMINACAO DA PROPORCAO ENTRE (-)-CASSINA E (-)-ESPECTALINA POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA

No espectro de massas da mistura de (-)-cassina e (-)-espectalina (FIGURA 11) foi
observado que estes dois alcaloides estdo praticamente puros na mistura, sendo os fragmentos de
298,2 e 326,3 m/z atribuidos aos respectivos ions moleculares (M+H)". A analise do espectro
confirmou dados anteriores (PIVATTO et al., 2005), em que a (-)-cassina ¢ majoritaria na mistura,
numa propor¢do de 57% em relagdo a (-)-espectalina (TABELA 1). Portanto, todo o trabalho

experimental foi conduzido com uma mistura de (-)-cassina e (-)-espectalina na proporgao 57:43.

Inten.
100 298,2
56 326,3
3p8,3
312,3
O‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘&\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘

200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 m/z

Figura 11- Cromatograma de ions totais da mistura de cassina e espectalina por injegdo direta, utilizando
acetonitrila como solvente (1 mg/mL).
Fonte: Da autora.



49

Tabela 1: Abundéncia relativa de (-)- cassina e (-)- espectalina na mistura, determinada por EM.

Padriao de
Intensidade  Intensidade Fragmento Fragmentacio
Substincia m/z fragmentacio

absoluta relativa principal
(Pivatto et al. 2005)

280 [M-H,0]"
(Intensidade
Cassina 298,20 15206026 100,00 [M+H]" 279,6; 108,8 relatival00), 109 ndo
atribuido (Intensidade

relativa 10)

308 [M-H,0]"
(Intensidade relativa 10),
Espectalina 326,25 6596588 43,38 [M+H]" 308,2; 141,0
141 nao atribuido

(Intensidade relativa 8)

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE IN VITRO SOBRE VERMES ADULTOS DE Schistosoma

mansoni

A atividade dos compostos: extrato etanolico, fragdo acetato de etila, fragdo diclorometano
e mistura cassina/espectalina foi comparada aos controles de meio RPMI 1640 suplementado,
PZQ (2pg/mL) e controle de metanol na maior concentracdo da substancia testada (30pL).

Nos controles de RPMI 1640 e metanol os parasitos movimentavam-se normalmente. A
maioria encontrava-se acasalada, com sistema excretor ativo, e ndo havia lesdes de tegumento
visiveis a microscopia. A taxa de ovoposicdo foi alta (275 a 340 ovos) e no ultimo dia inclusive
com a eclosao de miracidios (FIGURA 12 A, B, Ce D).

No controle de PZQ, apos duas horas, alguns parasitos ja estavam parados, contraidos ¢
outros com muito pouca movimentacdo a ndo ser das ventosas, na maioria das vezes. Apds 24
horas todos ja estavam mortos, contraidos e com lesdes de tegumento (FIGURA 12 E e F). O PZQ
exibiu atividade ja prevista provocando paralisacdo e desprendimento de tegumento nos vermes

adultos em até 24 horas de contato com o farmaco.
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Figura 12- Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni.
Fonte: Da autora.
Nota: Controle RPMI (A e B); controle de metanol (C e D) e controle de PZQ (E e F). A:

Vermes adultos macho e fémeas e presenca de ovos com 24 horas de cultura; B:
ovos de S. mansoni em varios estagios de desenvolvimento e miracidios
eclodidos (seta); C: vermes adultos acasalados e ovos com 24 horas de cultura;
D: ovos em varios estagios de desenvolvimento e miracidios eclodidos (seta); E:
vermes adultos acasalados e contraidos com 24 horas de incubagdo; F: macho
com desprendimento de tegumento em todo seu contorno (seta) com 24 horas de
incubagio.
Os vermes adultos em cultura dos controles de RPMI e metanol mantiveram

desenvolvimento normal permanecendo viaveis at¢ o fim do experimento (8° dia); e como

esperado houve eclosdo de miracidios no sétimo dia de cultura.
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5.2.1 Avaliacdo da atividade in vitro do extrato etandlico de Senna spectabilis sobre vermes

adultos de Schistosoma mansoni

Vermes adultos de S. mansoni foram expostos a quatro concentragdes diferentes (50,0;
75,0; 100,0 e 150,0 ug/mL) do extrato de S. spectabilis. Nas trés primeiras concentragdes oS
parasitos mantiveram movimentacao e acasalamento normais, ndo possuiam lesdes de tegumento e
houve postura de ovos em grande quantidade ao longo dos oito dias de observag@o. Na maior
concentragdo (150,0 pug/mL) apés 24 horas os parasitos movimentavam menos, poucos ainda
permaneciam acasalados. Nao houve lesdes de tegumento, mas a morfologia estava alterada, com
os vermes alongados e alguns com sistema digestivo parado; além de postura de ovos em menor

quantidade. No oitavo dia haviam ovos inviaveis e alguns parasitos parados (FIGURA 13).

Figura 13- Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos ao extrato etanolico de Senna

spectabilis.
Fonte: Da autora.
Nota: A: Casal de vermes expostos a concentragdo de 50 pg/mL,com ovoposi¢do ap6s 24 horas de incubagio

(aumento 10x). B: ovos em diferentes estagios de desenvolvimento no sexto dia de incubagdo com 75
pg/mL de extrato etanodlico (aumento 20x). C: Vermes adultos ndo acasalados expostos a concentragdo de
150 ug/mL de extrato, apresentavam aspecto alongado, algumas fémeas com sistema digestivo parado,

porém algumas ainda estavam ovopondo (seta) (aumento 4x).
A avalia¢do quanto a motilidade, acasalamento, morfologia, postura de ovos, contragdo e
desprendimento de tegumento dos vermes adultos de S. mansoni apds contato com extrato

etandlico de S. spectabilis esta representada a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2: Analise da atividade esquistossomicida do extrato etandlico de Senna spectabilis

Acasalamento/ Contragao e
N Motilidade Morfologia/ encurtamento/
Substancia Concentragao Presenca de Desprendimento
(ng/mL) 0ovVOSs do Tegumento
2h >24h  2h >24h 2h 8° dia
CONTROLE 0 +++ +++ +H+- A+ /- -/-
Metanol 30 uL +++ ++ - A - -/-
EEt 50 +++ ++ - A /- -/-
EEt 75 +H+ - A - /-
EEt 100 +++ + +H+- A+ /- -/-
EEt 150 +++ + +/-/- +-/+ /- -/-
PZQ 2 + - -/-/- -/-/- +/- +/+

Fonte: Da autora.

Nota: Extrato Etanolico.+++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento. +/+/- acasalados/sem
alteracdes morfologicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+ acasalados/sem alteragcdes morfologicas aparentes/
presenca de ovos, -/-/- vermes desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de ovos, +/-/-
acasalados/sistema digestivo parado/ auséncia de ovos. -/- Auséncia de contragdo e encurtamento/auséncia de
desprendimento e/ou bolha no tegumento, +/- presenga de contragdo e encurtamento/ auséncia de
desprendimento e/ ou bolha no tegumento, +/+ presenca de contracdo e encurtamento/presenca de
desprendimento e/ou bolha no tegumento. Controle: controle RPMI; Metanol: Controle metanol; EEt: Extrato
etandlico; PZQ: Praziquantel.

Para matar 50% dos vermes adultos expostos ao extrato etanolico (DLsg) seria necessaria
uma concentragdo de 495,4 ug/mL; para matar 90 (DLg) e 100% (DL;oo) dos parasitos as
concentragdes foram 831,7 pg/mL e 915,8 pg/mL, respectivamente. Tais valores sdo altos e ndo

apresentaram diferencga estatistica significativa quando comparados aos controles (FIGURA 14).
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Figura 14- Grafico da atividade in vitro do extrato etanolico sobre a
viabilidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Fonte: Da autora.
Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos.

5.2.2 Avaliagdo da atividade in vitro da fracdo acetato de etila de Senna spectabilis sobre vermes

adultos de Schistosoma mansoni

Os parasitos foram expostos as mesmas concentragdes do extrato total. Somente nas
maiores concentragdes (100,0 e 150,0 ug/mL) houve lesdes de tegumento e alguns parasitos
encontravam-se parados no oitavo dia. Nas concentragdes de (50,0; 75,0 pg/mL) os parasitos

mantiveram movimentacao, acasalamento e ovoposi¢ao normais (FIGURA 15).
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Figura 15- Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos a fracdo acetato de etila de Senna

spectabilis.
Fonte: Da autora.
Nota: A: Casais de vermes expostos a concentragao de 50,0 pg/mL ap6s 24 horas de incubagao (aumento 4x);

B: aglomerados de ovos em estagio de desenvolvimento avangado com seis dias de incubagdo expostos
a concentracdo de 75,0 pg/mL (aumento 10x); C: Macho apresentando bolhas de tegumento ao ser
exposto a 150,0 pg/mL da fracdo acetato de etila aumento 40x).

A seguir, na Tabela 3, esta representada a avaliagdo da atividade da frag@o acetato de etila
de S. spectabilis apds o periodo de exposicdo dos vermes adultos de S. mansoni, seguindo os

mesmos parametros citados anteriormente.
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Tabela 3: Analise da atividade esquistossomicida da fracdo acetato de etila de Senna spectabilis

Acasalamento/ Contragao e
N Motilidade Morfologia/ encurtamento/
Substancia Concentragdo Presenca de Desprendimento
(ng/mL) ovVOSs do Tegumento
2h >24h  2h >24h 2h 8° dia
CONTROLE 0 A A A - /-
Metanol 30 uL +++ ++ A~ A /- -/-
FAE 50 HE A A - /-
FAE 75 A A A - /-
FAE 100 +++ + +/+/- +/-+ /- -/+
FAE 150 +++ + +/-/- +-1+ /- -+
PZQ 2 + - -/-/- -/-/-  H/- +/+

Fonte: Da autora.

Nota:  Fragfo acetato de etila.+++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento, +/+/- acasalados/sem
alteragdes morfologicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+ acasalados/sem alteragdes morfologicas
aparentes/ presenca de ovos, -/-/- vermes desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de ovos, +/-/-
acasalados/sistema digestivo parado/ auséncia de ovos. -/- Auséncia de contragdo e encurtamento/auséncia de
desprendimento e/ou bolha no tegumento, +/- presenga de contragdo e encurtamento/ auséncia de
desprendimento e/ ou bolha no tegumento, -/+ auséncia de contragdo e encurtamento/ presenca de
desprendimento e/ou bolha no tegumento, +/+ presenca de contragdo e encurtamento/presenca de
desprendimento e/ou bolha no tegumento.

Controle: Controle RPMI; Metanol: Controle metanol; FAE: Fragdo acetato de etila; PZQ: Praziquantel.

Os valores de DLsg_ 99 € 100 foram respectivamente 553,5 pg/mL; 943,9 pg/mL e 1041,5
pg/mL, e assim como os valores de concentracdo dose letal calculados para o extrato etandlico,
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa de mortalidade comparados ao controle de

metanol (FIGURA 16).
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Figura 16- Gréfico da atividade in vitro da fragdo acetato de etila
sobre a viabilidade dos vermes adultos de Schistosoma

mansoni.
Fonte: Da autora.
Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos.

5.2.3 Avaliagdo da atividade in vitro da fracdo diclorometano de Senna spectabilis sobre vermes

adultos de Schistosoma mansoni

Vermes adultos foram expostos a fragdo diclorometano nas concentragdes de 30,0; 40,0;
50,0; 75,0; 100,0 e 150,0 pg/mL. Apods as primeiras duas horas de contato, os parasitos
encontravam-se alongados se comparados ao controle. Nas concentragdes de 30,0; 40,0 ¢
50,0pg/mL a fragdo diclorometano foi pouco efetiva; os vermes encontravam-se acasalados, ndo
houve lesdes de tegumento e houve ovoposi¢do em pequena quantidade. Nas outras
concentragdes, apos 24 horas, os parasitos ainda estavam alongados, com lesdes de tegumento
(bolhas e desprendimento). Os parasitos estavam parados com sistema digestivo também sem
movimentacdo e ndo houve postura de ovos; permanecendo assim ao longo dos oito dias

(FIGURA 17).
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Figura 17- Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos a fragdo diclorometano de Senna
spectabilis
Fonte: Da autora.

Nota: A: vermes adultos expostos a concentracdo de 75ug/mL apds 24 horas de incubagdo, alongados e ndo
acasalados (aumento 4x); B: Macho com bolhas no tegumento (seta exposto a concentragdo de 75ug/mL

(aumento 40x); C: fémea com bolhas no tegumento (seta), exposta a concentragdo de 100 pg/mL
(aumento 20x).

As figuras 17 B e C mostram os parasitos com alteracdes morfologicas apresentando lesoes
de tegumento e sistema digestivo também danificado, sem atividade. Na tabela abaixo (TABELA

4), esta representado os resultados da avaliacdo da atividade da fracdo diclorometano sobre os
vermes adultos.
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Tabela 4: Analise da atividade esquistossomicida da fragdo diclorometano de Senna spectabilis.

Acasalamepto/ Contracao e
Substancia  Concentragdo(pg/mL) Motilidade ggi(f)llgf IC{aG/ Sss;igs;?ggﬁ:o
ovos do Tegumento

2h >24h  2h >24h 2h 8° dia
CONTROLE 0 A - A - /-
Metanol 30 uL +++ S s v/ T /A T S -/-
FDm 30 + + - - - -/-
FDm 40 + + - - - -/-
FDm 50 + + +/+/- /- /- -/+
FDm 75 + + -/-/- -/-l- /- -+
FDm 100 - - -/-/- -/-l- /- -/+
FDm 150 - - -/-/- -/-l- /- -/+
PZQ 2 + - -/-/- -/-/- /- +/+

Fonte: Da autora.

Nota:  Fragdo Diclorometano.+++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento, +/+/- acasalados/sem
alteracdes morfologicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+ acasalados/sem alteragdes morfologicas
aparentes/ presenca de ovos, -/-/- vermes desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de ovos, +/-/-
acasalados/sistema digestivo parado/ auséncia de ovos, +/-/+ acasalados/ morfologia alterada/ presenca de
ovo -/- Auséncia de contragdo e encurtamento/auséncia de desprendimento e/ou bolha no tegumento, +/-
presenca de contragdo e encurtamento/ auséncia de desprendimento e/ ou bolha no tegumento, -/+ auséncia
de contragdo e encurtamento/ presenca de desprendimento e/ou bolha no tegumento, +/+ presenca de
contragdo e encurtamento/presenca de desprendimento e/ou bolha no tegumento.Controle: Controle RPMI;
Metanol: Controle metanol; FDm: Fragdo diclorometano; PZQ: Praziquantel.

Os valores de DLsg, 90 € 100 para este composto foram respectivamente 83,5 pg/mL; 122,3
pg/mL e 132,0 pg/mL. A sobrevida foi significativamente menor nos parasitos tratados com a
fracdo diclorometano nas concentracdes de 75,0; 100,0 e 150,0 pg/mL se comparado ao controle

(FIGURA 18).
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Figura 18- Grafico da atividade in vitro da fracdo diclorometano sobre
aviabilidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Fonte: Da autora.
Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos.
*** P <0,0001.

A partir da andlise dos helmintos e dos valores obtidos de concentragdo inibitdria pode-se
inferir que a fra¢do diclorometano, nas maiores concentragdes testadas, exibiu uma atividade

significativa sobre os vermes.

5.2.4 Avaliagdo da atividade in vitro da mistura de substancias (cassina/espectalina) de Senna

spectabilis sobre vermes adultos de Schistosoma mansoni

A mistura de substancia isolada (cassina/espectalina) foi adicionada a cultura de vermes adultos de
S. mansoni nas concentracdes de 30,0; 40,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 150,0 ug/mL, seguindo entdo a
observagdo e avaliacdo de sua atividade sobre os parasitos por oito dias. Apds duas horas de
contato com a substancia os parasitos encontravam-se parados e alongados, somente na maior
concentragdo (150,0 pg/mL) eles apresentavam as extremidades enroladas. Apos a lavagem (24
horas), ao retira-los do contato com a substancia, os que estavam expostos as duas menores
concentragdes (30,0 e 40,0 pg/mL) movimentavam muito pouco mas ao final do experimento, no

8° dia encontravam-se parados. Ja os que estavam expostos as concentragdes maiores (50,0; 75,0;
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100,0 e 150,0 pg/mL) permaneceram sem movimentagdo. Em todas as concentragdes havia

parasitos com lesdes de tegumento, e nao houve acasalamento e ovoposicao (FIGURA 17).

Figura 19- Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos a mistura
(cassina/espectalina) de Senna spectabilis.

Fonte: Da autora.

Nota: A e B: Vermes adultos mortos expostos a 50,0 e 150,0 ng/mL de (cassina/espectalina)
em 24 horas de incubagdo (aumento 4x); C: Fémea exposta a concentragdo de 40
pg/mL apds 24 horas de incubacdo apresentando lesdes de tegumento (bolhas)
(aumento 40x); D : Fémea exposta as concentragdo de 50,0 pg/mL com
desprendimento de tegumento (aumento 40x).

A partir das imagens da Figura 19, pode-se constatar o efeito lesivo da mistura de
substancias cassina/espectalina, sobre os vermes adultos, evidenciando principalmente as lesdes
no tegumento. Além destes danos, outro efeito expressivo dessas substancias ¢ o alongamento dos
parasitos, o qual esta mostrado na figura abaixo (FIGURA 20), em comparagdo aos controles de
meio RPMI, em que os parasitos encontram-se em condigdes normais de musculatura, ¢ PZQ

indicando a contracdo muscular.
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Figura 20- Vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos a mistura (cassina/espectalina) com paralisia

flacida.
Fonte: Da autora.
Nota: A e B: Vermes adultos, macho e fémea, respectivamente do controle de meio RPMI; C: Vermes

adultos acasalados expostos ao PZQ (2 pg/mL); D: Macho exposto a concentragdo de 40 pg/mL de
cassina/espectalina; E: Fémea exposta a concentracdo de 40 pg/mL de cassina/espectalina; F:
Macho exposto a 50 pg/mL de cassina/espectalina; G: Fémea exposta a 75 pg/mL de
cassina/espectalina; H: Fémea exposta a 100 pg/mL de cassina/espectalina; I: Vermes acasalados
expostos a 150 pg/mL de cassina/espectalina. (Barra de escala = 500 pm)

Na Tabela 5, a seguir, esta representado detalhadamente o efeito da mistura pura de
substancias cassina/espectalina, sobre os vermes adultos, em fun¢do das concentracdes, analisando
os pardmetros durante o contato com as substancias, ¢ apos a lavagem dos pogos, ao retirar do

contato com as amostras.
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Tabela 5: Andlise da atividade esquistossomicida da mistura de alcaloides cassina/espectalina de S. spectabilis

Acasalamepto/ Contragao e
Substancia  Concentragdo(pg/mL) Motilidade 1}\42251)1155 1(?3/ ;;i)‘;gﬁg;‘ggﬁio
ovos do Tegumento

2h >24h  2h >24h 2h 8° dia
CONTROLE 0 +H+ A A A - /-
Metanol 30 uL +++ -+ - A - -/-
C/E 30 + + -/-/- /- /- -1+
C/E 40 - + -/-/- -/~ /- -/+
C/E 50 - - -/-/- -/-/- /- -/+
C/E 75 - - -/-/- -/-l- /- -/+
C/E 100 - - -/-/- -/-l- /- -/+
C/E 150 - - -/-/- -/-/- /- -/+
PZQ 2 + - -/-/- -/-/- /- +/+

Fonte: Da autora.

Nota: Mistura de substancias cassina/espectalina. +++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento,
+/+/- acasalados/sem alteragdes morfologicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+ acasalados/sem alteragdes
morfologicas aparentes/ presenca de ovos, -/-/- vermes desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de
ovos, +/-/- acasalados/sistema digestivo parado/ auséncia de ovos, +/-/+ acasalados/ morfologia alterada/
presengca de ovos -/- Auséncia de contracdo e encurtamento/auséncia de desprendimento e/ou bolha no
tegumento, +/- presenca de contragdo e encurtamento/ auséncia de desprendimento e/ ou bolha no tegumento, -
/+ auséncia de contrag@o e encurtamento/ presenca de desprendimento e/ou bolha no tegumento, +/+ presenca
de contragdo e encurtamento/presenga de desprendimento e/ou bolha no tegumento.

Controle: Controle RPMI; Metanol: Controle metanol; C/E: mistura de alcaloides cassina/espectalina; PZQ.

A mistura de substincias isoladas apresentou DL s, 99 € 190 de 34,7pg/mL, 82,8 pg/mL e
94,8 ug/mL, respectivamente. Em todas as concentragdes houve diferenca estatistica significativa
comparado aos controles de meio RPMI e metanol, como pode ser observado no grafico abaixo
(FIGURA 21).
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Figura 21- Gréfico da atividade in vitro da mistura de alcaloides
(cassina/espectalina) de Senna spectabilis sobre a
viabilidade de vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Fonte: Da autora.

Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés

experimentos. ¥** P < (,0001.

5.2.5 Efeito in vitro da mistura de alcaloides cassina/espectalina em associagdo com PZQ sobre

vermes adultos de Schistosoma mansoni

A mistura de alcaloides em associacdo com o PZQ exibiu boa atividade nas seguintes

propor¢des PZQ/cassina e espectalina: (0,5/23,8 pg/mL) e (0,5/11,9 pg/mL) paralisando 83% e

50% dos vermes, respectivamente. Enquanto na monoterapia de PZQ a 0,5 pg/mL a porcentagem

de mortos foi de 33% e na exposi¢ao a mistura cassina/espectalina a 23,8 pg/mL foi de 16%. Ja na

concentragdo de 11,9 pg/mL ndo houve parasitos mortos (FIGURA 22).
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Figura 22- Efeito da associagdo de Praziquantel (0,5 ng/mL) com cassina/espectalina sobre vermes adultos de
Schistosoma mansoni.

Fonte: Da autora.

Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos. *** P < (0,0001.

Na associagdo com a concentragdo mais baixa de PZQ (0,25 pg/mL), a propor¢do de
PZQ/cassina e espectalina em que se obteve um efeito relevante estatisticamente foi a de (0,25
/23,8 ug/mL) com 83% de parasitos mortos; enquanto na monoterapia de PZQ a 0,25 pg/mL nao
foram encontrados vermes com auséncia total de movimentacdo. E na exposicdo somente a

cassina/espectalina 23,8 ng/mL, a porcentagem de mortos foi de 16% (FIGURA 23).

Associacio PZQ + mistura (-)-cassina/(-)-espectalina

150
B3 PZQ 2ug/mL
B8 PZQ 0.25pgmL
w1004 = CE 238 pg/ml
= wwk D PZQ (0.25ug/mL)+C/E(23 8ug/mL)
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Figura 23- Efeito da associagdo de Praziquantel (0,25 pg/mL) com cassina/espectalina sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni.

Fonte: Da autora.

Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos. *** P < (0,0001.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO SISTEMA EXCRETOR DE VERMES ADULTOS
POR MEIO DE RESORUFINA EM INCUBACAO COM (CASSINA/ESPECTALINA)
IN VITRO

Apés a marcacdo com a sonda poOde-se observar que a mistura de substancias
(cassina/espectalina) inibiu a atividade do sistema excretor dos parasitos. Este resultado pode ser
constatado pela difusdo da sonda em toda extensdo do parasito e a auséncia de fluorescéncia ao
longo do sistema excretor; sistema pelo qual normalmente estaria ativo expulsando a sonda do

organismo (FIGURA 24).
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Figura 24- Marcagdo de danos no sistema excretor de vermes adultos de Schistosoma mansoni pela
sonda resorufina.

Fonte: Da autora.

Nota: A e B: Machos incubados somente com meio RPMI (controle negativo); marcagdo
fluorescente na extensdo do tubulo principal (TP- seta); C: Macho exposto a Metanol
também com marcagdo fluorescente no sistema excretor; D: Casal de vermes expostos a
2,0 pg/ml de PZQ (controle positivo) com marcagdo fluorescente difundida por todo o
parasito; E e F: machos expostos a mistura cassina/espectalina a 40,0 0 pg/mL com
marcagao fluorescente por todo o corpo.

Nos controles de meio RPMI e metanol, figura 24 (A, B e C), pode ser constatado o
funcionamento normal do sitema excretor do parasito, por meio da marcagdo fluorescente ao
expulsar a sonda.

O oposto foi observado para os parasitos expostos ao PZQ (2ug/mL) que apresentaram

sistema excretor inativo. Na figura 24 D observa-seque existe colora¢do por todo o corpo do
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parasito e o sistema excretor ndo estd delimitado pela fluorescéncia, indicando inativacdo do
sistema excretor.

Nas imagens 24 (E e F), dos parasitos expostos a 40 pg/mL de cassina/espectalina, o
resultado ¢ semelhante ao dos vermes expostos ao PZQ. Tal fato indica que a mistura de

alcaloides também foi capaz de interferir na atividade do sistema excretor inativando-o.

5.3.1 Avaliagdo de danos no tegumento de vermes adultos expostos a (cassina/ espectalina) in

vitro usando a sonda Hoechst 33258

Observou-se que a mistura de substincias isoladas (cassina/espectalina), teve agdo no
tegumento dos vermes adultos provocando lesdes. Tal resultado pode ser comprovado pela

fluorescéncia exibida nas regides danificadas (FIGURA 25).

Figura 25- Marcagao de lesdes no tegumento de vermes adultos de S. mansoni pela sonda Hoechst 33258.

Fonte: Da autora.

Nota: A e B: Machos incubados com meio RPMI 1640 (controle negativo) e Metanol, respectivamente;
C:Casal de vermes expostos a 2,0 ug/mL de PZQ (controle positivo); D: Macho exposto a 40
png/mL de cassina/espectalina.
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A integridade da membrana dos parasitos incubados com meio RPMI 1640 e metanol
(FIGURA 25 A e B) foi preservada, visto que ndo ha marcacdo fluorescente nestes dois
tratamentos. Ja nas imagens 25 C e D que ilustram os parasitos expostos ao PZQ (2pg/mL) e a
cassina/espectalina (40 pg/mL) respectivamente; pode ser constatada marcacdo fluorescente
intensa comprovando que tais substancias causam lesdes no tegumento dos vermes adultos de S.

mansoni.

5.4 EFEITO IN VITRO DA MISTURA CASSINA/ESPECTALINA SOBRE CERCARIAS DE

Schistosoma mansoni

As cercarias foram expostas a 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 e 150,0 pg/mL de
cassina/espectalina, seguindo de analise em cinco momentos diferentes (1, 2, 4, 6 e 8 horas) apds o
contato com o composto.

Na figura 26 (A e B) pode ser observado as cercarias do controle de meio RPMI e metanol
respectivamente, sem alteracdes na morfologia e tegumento, permanecendo viaveis apos as 8
horas de observacdo. As cercarias expostas a 12,5 e 25,0 pg/mL da mistura cassina/espectalina
sofreram perda de cauda e alteragdo na morfologia, porém em pequena propor¢ao (3%) quando
comparado aos controles. Nestas mesmas concentragdes 97% das cercarias movimentavam
normalmente até o fim do experimento.

A figura 26 (C e D) refere-se as cercérias sob efeito do PZQ, em que foi observado perda
de cauda e alteragdes de morfologia, assim como as cercarias expostas a 50,0 pg/mL da mistura de
alcaloides (FIGURA 26 E e F). Nesta ultima, foi observado também vacuoliza¢do e formagéo de

bolhas no corpo e cauda das cercarias, que ja estavam paralisadas e inviaveis.
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Figura 26- Cultura in vitro de cercérias de Schistosoma mansoni
A e B: Cercarias do controle de meio RPMI e metanol, respectivamente; C e D:

Cercarias expostas a 2 pg/mL de PZQ e E e F: Cercarias expostas a 50 pg/mL

de mistura cassina/espectalina.
Fonte: Da autora.
A figura 27 representa a analise de motilidade das cercérias no decorrer das 8 horas de

duracdo do teste. Na concentragdo de 50,0 pg/mL de cassina/espectalina, apos 4 horas as cercarias

ja estavam imoéveis, ¢ nas concentragdes de 100,0 e 150,0 pg/mL a perda de motilidade foi

constatada apos 2 horas, exibindo, portanto, um efeito melhor que o PZQ.



70

150
—e— Controle (agua desclorada)
—=—  Metanol
—— PZQ 12,5 pgmL

100+

—— C/E 12,5 pg/mL

—— C/E25 pg/mL

—e— (/E 50 pg/mL

W
(e}
1

%Movimentagdo

—e—  C/E 100 pg/mL
——  C/E 150 pg/mL

Tempo (horas)

Figura 27- Efeito in vitro da mistura de alcaloides cassina/espectalina sobre a motilidade
das cercarias.

Fonte: Da autora.

Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos. *** P < 0,0001.

Nas concentragdes de 12,5 e 25,0 ug/mL a mistura cassina/espectalina apresentou baixo
efeito, com média de 20,0% de perda de movimentagéo e 8,0% de perda de cauda (FIGURA 28).
No entanto, a partir da concentracdo de 50,0 ug/mL os efeitos foram satisfatorios apresentando
100% de perda de motilidade apods 4 horas e 75,0%, 86,0% e 90,0% de perda de cauda para 50,0,
100,0 e 150,0 pg/mL, respectivamente. Pode ser observada também formacdo de bolhas e
vacuolizacdo em todas as concentracdes. O efeito da mistura cassina/ espectalina nas trés
concentragcdes maiores foi compativel ou mais satisfatério que o efeito do PZQ. Nos controles
negativos, agua desclorada e metanol, as cercarias continuaram viaveis até o fim do experimento,

sem qualquer dano.
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Figura 28- Efeito in vitro da mistura de alcaloides cassina/espectalina sobre a perda de cauda
das cercarias.

Fonte: Da autora.
Nota: Os dados sdo apresentados com a média de trés experimentos. *** P < 0,0001.

5.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O valor da concentragdo citotoxica (CCsp) para PBMC’s foi de 132,1 pg/mL, com indice

de seguranca em torno de 3,8 visto que o valor de ICsy para (cassina/espectalina) foi de 34,7

pg/mL.
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose ¢ alvo de grandes preocupacgdes atualmente, pois devido a falta de
vacina, a terapia do paciente ¢ fortemente dependente da quimioterapia com PZQ, como a OMS
recomenda (WHO, 2014). Alertas sobre a resisténcia ao farmaco e possivel recorréncia da
infeccdo incentivou a busca por novos compostos com potencial esquistossomicida.

As plantas produzem uma grande diversidade de metabolitos secundarios com atividades
bioldgicas como propriedades citotoxicas, anti-parasitarias e anti-microbianas. Estes compostos
interferem frequentemente em alvos centrais nos parasitos, tais como DNA (intercalagdo,
alquilag@o), integridade da membrana, microtibulos e sinal de transducdo neuronal (WINK,
2012).

A espécie Senna spectabilis tem despertado interesse em varios grupos de pesquisa devido
a abundancia de alcaloides piperidinicos do tipo 2,6-dialquil-3-O-substituidos presentes em suas
folhas, flores e frutos. Estudos das propriedades bioldgicas de seus extratos e metabolitos
alcaloidicos tém revelado varias atividades relevantes, tais como antimicrobiana, sedativa,
anticonvulsivante,  antioxidante, antinociceptiva,  anti-inflamatéria e  leishmanicida
(ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003; DE ALBUQUERQUE MELO et al., 2014; KRISHNAN
et al., 2010; SILVA et al., 2011a, SILVA et al. 2011b; VIEGAS et al., 2007).

A ocorréncia de mistura de varios alcaloides homologos, a exemplo de cassina/espectalina,
em S. Spectabilis, ja havia sido relatada Pivatto et al., (2005), que identificou e caracterizou varios
destes metabdlitos, inclusive com dados de fragmentacdo por Espectrometria de Massas (EM)
(PIVATTO et al., 2005; SILVA et al., 2010a). Portanto, neste trabalho nos limitamos a comparar
os dados cromatograficos durante a etapa de isolamento e purificacdo, utilizando a EM somente
para quantifica¢do relativa entre os alcaloides mais abundantes, cassina e espectalina, de nosso
interesse.

No presente trabalho, os vermes adultos de Schistosoma mansoni foram expostos a
diferentes concentracdes do extrato etandlico, fracdes deste extrato, e mistura pura
(cassina/espectalina); e foram entdo avaliados em relacdo a movimentacdo, acasalamento,
contracdo, alteragdes de tegumento e ovoposicao, durante oito dias. Estes mesmos parametros ja
foram usados em trabalhos anteriores como indicadores de atividade biologica e estudos de
toxicidade com espécies de Schistosoma (CARRARA et al., 2013; CASTRO et al., 2015; CIOLI
et al,, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2012; MAGALHAES et al., 2009; XIAO et al., 2007).

Decorrido os oito dias, os dados coletados foram utilizados para os calculos de dose letal (DLsg, 99
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e 100)- O valor do DLs, ¢ utilizado para avaliar a atividade dos compostos ¢ monitorar perfis de
resisténcia e susceptibilidade da cepa do parasito em relagdo a substancia avaliada (CASTRO et
al., 2015; EL-BESHBISHI et al., 2013; MAGALHAES et al., 2010; MORAES et al., 2011).

Comparando os efeitos causados nos parasitos expostos ao extrato etanodlico, fracdo acetato
de etila e fragdo diclorometano, foi constatado que nesta tltima houve maiores danos aos vermes.
Tal fato pode ser explicado por estudo anterior em que foi comprovado por cromatografia de
camada delgada que a maioria dos componentes alcaloides estdo concentrados na fragdo
diclorometano (ALBUQUERQUE MELO et al., 2014).

Em todos os testes, com o extrato etandlico e fragdes acetato de etila, mas principalmente
com diclorometano e a mistura de substincias cassina/espectalina, foi observado um efeito na
musculatura do verme, provocando um alongamento dos mesmos, denominado paralisia flacida.
Esse efeito aconteceu especialmente nas 24 horas de contato com os compostos e substancias. E
provavel que os alcaloides, tenham acdo muscular, atuando como relaxante; explicando o
alongamento dos parasitos em todos os testes mesmo que somente em altas concentragdes, como
observado para o extrato etanolico e fracdo acetato de etila. Em estudos anteriores ja foi descrito
que os alcaloides possuem propriedades neurotoxicas atuando como agonistas ou antagonistas de
neurorreceptores ou canais de ions (WINK, 2012).

Os parasitos multicelulares possuem o sistema nervoso constituido de neurotransmissores
importantes como acetilcolina (ACh) e ACH- receptores (WINK, 2012). Esses ACH- receptores
sdo responsaveis por controlar a atividade muscular do verme (WINK, 2012). Sendo assim, se a
atividade desses neurorreceptores € inibida, pode acarretar paralisia muscular, assim como na agao
do PZQ, porém por mecanismo diferente. O PZQ bloqueia os canais de sodio e potassio
responsaveis pela sinalizagdo neuronal provocando também a paralisia e morte direta dos vermes.

Foi relatado que a enzima acetilcolinesterase ¢ encontrada em cercérias e esquistossomulos
(ERCOLI, 1985), e que a mesma esta presente em duas formas nos parasitos: uma ¢ interna
associada a massa muscular, e tem papel funcional na placa motora dos parasitos; outra forma ¢
externa, associada ao tegumento, envolvida na transdu¢do de sinais (ARNON; SILMAN;
TARRAB-HAZDALI, 1999). Portanto, a funcdo da acetilcolina como neurotransmissor ¢ reforgada
pelo fato do verme possuir enzima para sua sintese e degradagdo. Outra evidéncia do papel
fisiologico da acetilcolina no S. mansoni € que a atividade muscular desse verme ¢ reduzida por
agentes colinomiméticos como carbacol e nicotina e inibidores de acetilcolinesterase produzindo
paralisia flacida, que pode ser definida como perda de motilidade acompanhada por alongamento
do verme em decorréncia do relaxamento de sua musculatura longitudinal (MELLIN et al., 1983;

PESSOA; CASTRO; NOEL, 2005).
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Em estudo in vivo com alcaloides piperidinicos, foi constatado que estes atuam como
inibidores de acetilcolina com seletividade para acetilcolina cerebral, propondo sua utilizagdo para
o tratamento da doenca de Alzheimer (VIEGAS et al., 2005). A partir desses trabalhos que
reforcam o potencial dos alcaloides na acdo inibidora da acetilcolinesterase, acreditamos que este
possa ser também o mecanismo de acdo da mistura de alcaloides majoritarios cassina/espectalina
sobre os vermes adultos de S. mansoni. Dados da literatura revelam que estes alcaloides tem acao
central, mais especificamente sobre a enzima acetilcolinesterase, podendo ainda agir sobre
receptores de ACh (dados ndo publicados), o que pode ser uma explicacdo plausivel para o efeito
observado de paralisia muscular ¢ morte direta dos parasitos. Entretanto, 0 mecanismo de agdo
destes alcaloides sobre tais parasitos ainda deve ser estudado.

De maneira complementar, foi avaliada a atividade de associacdo do PZQ com a mistura
cassina/espectalina sobre os vermes adultos, visto que a quimioterapia de combinagao de farmacos
diferentes, ja foi usada para o tratamento de doengas infecciosas com o intuito de atrasar ou evitar
o aumento de resisténcia aos medicamentos (ARAUJO et al., 2008). Resultados relevantes foram
obtidos nas concentragdes intermediarias de PZQ e cassina/espectalina (0,5/23,8 pg/mL, 0,5/11,9
pg/mL e 0,25/23,8 pg/mL). Cabe destacar que, na menor concentracdo avaliada, ndo houve
paralisia total dos vermes frente ao PZQ (0,25 pg/mL), enquanto que mistura cassina/espectalina
causou a morte de 16% dos parasitos na concentracdo de 23,8 pg/mL. Assim como o PZQ, a
mistura de alcaloides provocou paralisagdo do sistema excretor e danos no tegumento do parasito;
o que pode ser observado de diferente na acdo dos dois é que enquanto o PZQ causou contragdo
muscular, a mistura de alcaloides provocou um relaxamento nos vermes. Deste modo, pode-se
inferir que o sinergismo ocorreu potencializando o efeito nesses alvos ou agindo em alvos
diferentes potencializando a ac@o. J& que foi observado que a agdo das substancias associadas ¢
maior que o efeito isolado de cada uma.

A avaliag@o do efeito de associacdo de farmacos ¢ de grande importdncia também para
minimizar efeitos toxicos das substancias, tendo em vista que sera utilizada uma menor quantidade
de cada substancia. Sendo assim, a associagdo de farmacos com efeito sinérgico pode ser uma
forma valiosa para melhorar o tratamento de varias doencas, e vem sendo estudada em diversos
trabalhos e para diferentes doengas parasitarias como malaria, Doenca de Chagas, giardiase e
esquistossomose (ARAUJO; MATTOS, 2007; ARAUJO et al., 2008b; HAUSEN et al., 2011;
KUEHN et al., 2009; MATTOS et al., 2007).

Para avaliar os possiveis danos no sistema excretor e no tegumento dos parasitos expostos
frente a mistura cassina/espectalina foram usados os marcadores moleculares resorufina e

Hoechst, respectivamente. Segundo Sato et al., (2002) a sonda resorufina ¢ um sal de natureza
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fluorescente e um modulador do substrato P-glicoproteina (Pgp), que é uma proteina expressa no
epitélio excretor dos vermes adultos de S. mansoni e estd associada as funcgdes de absorgao,
eliminagdo e distribuicdo de muitas drogas (SCHINKEL; JONKER, 2003). Analisando a Figura
24 (E e F), fica claro que a mistura de substancias cassina/espectalina provocou paralisagdo do
sistema excretor dos vermes, provavelmente por inibi¢do da Pgp. O resultado desta sonda
corrobora resultados dos trabalhos de Couto et al., (2010) de avaliacdo da atividade do PZQ em
cepas susceptéveis e resistentes e de Castro et al., (2015) de avaliagdo de potentes constituintes
esquistossomicidas de Garcinia brasiliensis.

O tegumento dos vermes adultos de S. mansoni tem sido alvo para agentes
esquistossomicidas, ja que este é responsavel por um dos mecanismos de escape do sistema imune
do parasito no organismo humano (PEARCE; MACDONALD, 2002; SOTILLO et al., 2015). As
lesdes de tegumento foram avaliadas por meio da sonda Hoechst 33258 que ¢ uma sonda
hidrofilica e emite fluorescéncia quando se liga ao DNA das células. Para que isto acontega ¢
necessario que haja lesdes para a sonda se difundir atuando assim como indicador de integridade
da membrana (COUTO et al., 2010). Na figura 25 D, evidencia-se fluorescéncia emitida do
parasito compativel com a do verme sob a¢do do PZQ, efeito que ndo ¢ observado nas imagens 25
A e B dos controles de meio RPMI e metanol. Portanto, comprova-se também que além de
provocar danos no sistema excretor, a mistura de alcaloides danifica o tegumento do verme adulto.

A atividade cercaricida da mistura de alcaloides cassina/espectalina foi avaliada por meio
das taxas de perdas de motilidade e de cauda. A perda de cauda tem sido utilizada como medigdo
da sensibilidade ao PZQ (LIANG et al., 2010), porém o mecanismo que provoca tal efeito ainda
ndo ¢ totalmente compreendido. Sabe-se que o corpo cercariano se afunila numa estreita ligagao
dobravel com a cauda, e acredita-se que esta ligacdo pode ser facilmente quebrada (LIANG et al.,
2001). A cercaria ¢ a forma infectante do parasito para o hospedeiro definitivo, e para que ocorra a
penetragdo pela pele elas necessitam da acdo combinada de secre¢do de enzimas e movimentos
vibratorios da cauda. Consequentemente, a perda da cauda compromete a capacidade de
infectividade cercariana.

A indugdo de perda de cauda como consequéncia da acdo de drogas ¢ diferente da perda
por estresse fisico; pois a primeira ocorre antes que o conteudo acetabular seja secretado, cuja
acdo foi confirmada apos exposicdo ao PZQ (LIANG et al., 2010). A mistura de substancias
cassina/espectalina induziu a perda de cauda em 75% na concentrag¢@o de 50 pg/mL e em 90% na
concentragdao de 150 pg/mL, enquanto que o PZQ na concentra¢do de 2 pg/mL provocou 88% de
perda de cauda (FIGURA 28). Desta forma, ¢ possivel concluir também a acao dos alcaloides no

estagio larval, tomando como base a mesma medida de sensibilidade usada para o PZQ.
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Os parasitos s@o seres eucariontes assim como os seus hospedeiros, compartilhando,
portanto da maioria das caracteristicas bioquimicas e moleculares. Esse ¢ um obstaculo para
pesquisadores que atuam na area de obtencdo de insumos farmacéuticos com candidatos a
prototipos de novos farmacos. Ao realizar testes in vitro deve-se atentar a limitagdo de encontrar
prototipos que sejam simultaneamente eficazes contra o parasito, mas ndo toxicos para os seres
humanos (WINK, 2012). A mistura cassina/espectalina exibiu CCsp= 132,1 ug/mL, que pode ser
considerado moderado visto que seu DLgy para os parasitos foi de 94,8 pg/mL e o indice de
seguranga de 3,8. Normalmente compostos contendo alcaloides ndo apresentam indices de
seguranga altos, como pode ser constatado no trabalho de Mengome et al., (2010) em que foram
usadas células de rim de macaco para o ensaio de citotoxicidade.

Diante de todos os resultados apresentados fica claro que a mistura de alcaloides
(cassina/espectalina) pode agir por mais de um mecanismo sobre os parasitos provocando a morte
destes. E além de ser efetiva contra os vermes adultos de S. mansoni, os alcaloides majoritarios

também exibiram efeito letal para a forma larval, contra cercarias.
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7 CONCLUSOES

O extrato etanolico ¢ a fracdo acetato de etila de S. spectabilis ndo exibem boa atividade
esquistossomicida, exceto em concentragdes elevadas. A fragdo diclorometano, no entanto, exerce
atividade significativa quando comparada ao controle, visto que tal atividade ¢ resultado da maior
concentracdo de alcaloides nesta fracao.

A mistura de alcaloides (cassina/espectalina) causou paralisia total dos vermes a 50 pg/mL.
Além disso foi constatado inibi¢do da atividade excretora e lesdes de tegumento consideraveis.

A associagdo PZQ+cassina/espectalina exibiu efeito significativo em concentragdes
intermediarias. O sinergismo pode ocorrer por mecanismos diferentes e a associacdo ¢ uma boa
estratégia contra o desenvolvimento de resisténcia aos fairmacos.

A avaliag@o no estagio larval revelou que estes alcaloides apresentam atividade cercaricida
relevante.

A mistura cassina/espectalina parece ser uma alternativa promissora contra S. mansoni,
revelado pelo seu DLsy= 37,4 pg/mL, além de um potencial citotoxico moderado contra mondécitos
humanos, mostrando CCsyp= 132,1 pg/mL.

Especula-se que a mistura de alcaloides (cassina/espectalina) tenha a¢do no sistema nervoso
dos vermes adultos de S. mansoni. Dados da literatura revelam que estes alcaloides tém acdo
central, podendo ainda agir sobre receptores de ACh (dados ndo publicados), o que pode ser uma
explicagdo plausivel para o efeito observado de paralisia muscular e morte direta dos parasitos.
Entretanto, estudos aprofundados sobre o mecanismo de agdo destes alcaloides sobre os vermes
adultos de S.mansoni sdo necessarios.

Este conjunto de dados aponta para um perfil de atividade esquistossomicida promissor
especialmente em combinacdo com o praziquantel. Porém estudos adicionais de eficacia e
oxicidade sdo necessarios, além de uma melhor avaliagdo dos possiveis mecanismos de agdo

envolvidos.
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