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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria grave e de larga distribuicdo
geografica, que acomete cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo e a0 menos
700 milhdes vivem em area de risco. No Brasil a doenca é conhecida por xistose ou
barriga dagua e é causada pelo Schistosoma mansoni, parasito pertencente ao filo
Platyhelmintes, cujo verme adulto tem como habitat o sistema porta do hospedeiro.
O agente etiologico em questdo apresenta um ciclo do tipo heteroxénico, sendo o
caramujo do género Biomphalaria 0 hospedeiro intermediario e, o homem, o
principal hospedeiro definitivo. Os saneamentos bésicos juntamente com
orientacdes a populagcédo constituem as principais medidas profilaticas. O tratamento
também deve ser considerado no controle e na profilaxia da doenca, o qual &
baseado no uso de oxamniquina e praziquantel. Como somente o praziquantel tem
sido usado na terapéutica de esquistossomose ha a necessidade de descoberta de
novos medicamentos para o tratamento dessa parasitose; além da urgente demanda
relacionada ao aparecimento de linhagens do verme resistentes. A justificativa para
novas alternativas terapéuticas esta pautada em um tratamento com menor duracéo,
menos efeitos adversos e que ndo apresente resisténcia do parasito. Sendo assim,
este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade esquistossomicida do
extrato etandlico da semente de Garcinia brasiliensis, bem como das fracdes
hexanica, acetato-etilica e aquosa, obtidas por particdo, a partir do extrato etandlico
da semente. Também foi analisada a atividade de um constituinte puro, isolado
dessa espécie, uma benzofenona denominada Guttiferona-A. A avaliacdo do efeito
do extrato da semente da planta, das fragbes e do composto purificado sobre o S.
mansoni foi realizada em vermes adultos em testes in vitro, na qual se quantificou a
taxa de mortalidade e monitoraram-se os danos na superficie da membrana e
atividade do sistema excretor. Essas observacdes também foram realizadas com o
uso dos marcadores fluorescentes Hoechst 33258 e Resorufin, respectivamente.
Nos estudos realizados com a GUT-A, a atividade esquistossomicida significativa foi
presenciada a partir da concentracdo de 18,0 pg/mL nos ensaios in vitro, onde foi
capaz de matar 100,0% dos parasitos, com 24 horas de incubacédo, permitindo
chegar ao valor de EDsp em 21,8 pg/mL. Os resultados mostraram a alta capacidade

esquistossomicida do extrato da semente, das fracbes e da GUT-A em vermes



adultos nos testes realizados in vitro. Os marcadores fluorescentes comprovaram a
acao dos compostos testados, evidenciando os danos causados no sistema excretor
dos parasitos, bem como lesdes no tegumento, frente a exposicdo a varias
concentracbes analisadas. Ensaios posteriores serdo realizados tendo como
abordagem principal o mecanismo de acdo da GUT-A em vermes adultos e em

outras fases do ciclo de vida do S. mansoni, em testes in vitro e in vivo.

Palavras—chave: Schistosoma mansoni. Esquistossomose. Garcinia brasiliensis.

Benzofenonas. Guttiferona-A.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a severe parasitic disease with large geographical distribution,
affecting nearly 200 million people worldwide and at least 700 million live in risk
areas. In Brazil the disease is known as “xistose” and “water belly” and is caused by
Schistosoma mansoni, a parasite who belongs to the flatworm phylum, in which the
adult worm lives in the portal system of the liver. The etiologic agent has a
heterogenic life cycle, in which the intermediate hosts are snails of the Biomphalaria
genus, and humans are the primary hosts. The main prophylactic measures include
basic sanitation and public orientation. The treatment must also be considered in the
control and prophylactics of the disease, which is based on the use of oxamniquine
and praziquantel. Since only praziquantel has been used during schistosomiasis
therapy there is a need for the discovery of new medications for parasite treatment;
along with the urgent demand in relationship to resistant strains of the parasite. The
justification for new, alternative therapy is guided by a shorter term treatment, with
fewer side effects, and one that doesn’t provide resistance to the parasite. Thus, this
work has as its objective to evaluate the schistosomicidal effect of the ethanolic
extract of the Garcinia brasiliensis seed, along with the hexonic fractions, ethylic-
acetate, and aquose, obtained through partition, from the ethanolic extract of the
seed. The activity of a pure constituent which was isolated from this species, a
benzophenone named Guttiferona-A. The evaluation of the seed extract, fraction,
and pure compound effects on S. mansoni were done on adult worms in vitro, in
which the mortality rate was quantified and excretory system, surface membrane
damage was monitored. These observations were also made using the fluorescent
markers Hoechst 33258 e Resorufin, respectively. On studies using GUT-A,
significant schistosomicidal activity was witnessed in tests in vitro starting with
concentrations of 18.0 pg/mL, where it was able to kill 100% of parasites, after 24
hours of incubation, allowing it to reach the EDsy value of 21.8 ug/mL. The results
show a high schistosomicidal effect from the seed extract, from the fractions, and
from GUT-A on adult worms used in tests in vitro. The fluorescent markets proved
the effects of the compounds tested, showing the damaged caused to the excretory
system, along with lesions to the integument, after exposure to various

concentrations were examined. Further tests will be made having as a main



approach the effect mechanism of GUT-A on S.mansoni adult worms and organisms

in other phases of the life cycle, in tests in vitro and in vivo.

Key words: Schistosoma mansoni. Schistosomiasis. Garcinia brasiliensis.

Benzophenones. Guttiferona-A.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma infeccdo causada por helmintos, que afeta mais de
200 milhdes de pessoas em todo o mundo, com 779 milhdes de pessoas vivendo em
areas risco de infeccdo (GRYSEELS et al., 2006). E uma doenca de veiculagéo
hidrica, cujos agentes etiologicos séo representados por trematddeos do género
Schistosoma. Ocupa o segundo lugar entre as doencas tropicais, depois da maléria,
em importancia e repercussao socio-econémica (WORLD HEALTH ORGANIZATION
— WHO - GENEVE, 2012). Constituindo grande problema de saude publica, essa
endemia estd associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento econdémico, que
gera a necessidade de utilizacdo de aguas naturais contaminadas para o exercicio
da agricultura, trabalho doméstico e/ou lazer (KATZ E PEIXOTO, 2000).

As espécies de interesse médico sdo: Schistosoma mansoni, Unica espécie
que ocorre no Brasil, causadora da esquistossomose mansonica; Schistosoma
haematobium, causador da esquistossomose vesical e Schistosoma japonicum,
responsavel pela esquistossomose japbnica (KATZ E ALMEIDA, 2003). A
importancia da esquistossomose mansodnica, no quadro das endemias parasitérias,
deve-se a sua vasta distribuicdo, sendo encontrada em 74 paises na Africa, Oriente
Médio, América do Sul, Caribe, Filipinas e sudeste da Asia (WHO, 2012).

No Brasil, a esquistossomose é um grave problema de saude publica, pois
abrange 19 estados. Nas regifes sudeste e nordeste, existem areas de intensa
transmisséo, desde o Maranhéo até o Espirito Santo e Minas Gerais, enquanto nas
regides norte e sul, existem apenas areas de média extensdo e focos isolados
(COURA e AMARAL, 2004). Segundo Katz e Peixoto (2000), mais de oito milhdes
de pessoas estéo infectadas, enquanto outras 30 milhdes estdo expostas ao risco de
infeccéo.

A doenca é crbnica e insidiosa, sendo pouco comum seu diagnéstico em
estagios iniciais; sua evolucdo pode levar ao desenvolvimento de formas clinicas
incapacitantes para homens e mulheres em suas idades mais produtivas, fazendo-
Se necessarias novas pesquisas a procura de novos tratamentos, a fim de diminuir a
incidéncia da parasitose. A doenca pode causar, quando na forma sintomética,
hepato e esplenomegalia culminando em uma distensao abdominal, conhecida como
barriga d’agua. A infeccdo apresenta risco nas manifestacdes patologicas do

sistema hepato-esplénico e do trato gastrointestinal (CHITSULO et al.,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003141#b0025
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2000 ; NEGHINA et al., 2009). Para se realizar o diagnéstico clinico, deve ser
considerada a fase da doenca, permitindo, assim, um tratamento especifico.

O praziquantel (PZQ) é utilizado para tratar a esquistossomose humana,
uma vez que pode eliminar os vermes adultos, durante a fase cronica da infeccao
(ARAGAO et al., 2009; SAYED et al., 2008); a Oxaminiquina (OXA) é outro farmaco
disponivel, mas a sua utilizag&o é limitada, ndo sendo eficaz contra todas as formas
do parasito (FERRARI et al., 2003). Atualmente,o PZQ tem sido o farmaco de
escolha para o tratamento quimioterapico,mas seu uso extensivo e inapropriado
culminou no aparecimento de resisténcia (CAFFREY, 2007; DOENHOFF et al.,
2008)

Portanto, a busca de novos farmacos esquistossomicidas mais eficazes se
tornou necessaria. Neste contexto, as plantas representam uma fonte importante de
produtos naturais biologicamente ativos, que poderiam servir de moldes para o
planejamento de novos farmacos. Apesar do aumento do nimero de pesquisas
nessa area, dados revelam que somente cerca de 17% das plantas catalogadas no
mundo foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal. Hoje apenas 25% dos
produtos farmacéuticos prescritos sao originados de substancias encontradas em
espécies naturais (VARANDA, 2006; REIS et al., 2007).

Das cerca de 100 mil espécies de plantas catalogadas no Brasil, apenas 8%
tiveram seus compostos quimicos estudados e estima-se que somente 1100
espécies foram avaliadas quanto ao uso terapéutico (VARANDA, 2006; REIS et al.,
2007). Essa grande diversidade ainda desconhecida constitui importante fonte para
descoberta de novos farmacos (ANTHONY et al., 2005).

Tendo em vista a necessidade de buscar novos medicamentos para o
tratamento da esquistossomose mansénica e o0s resultados promissores de extratos
de plantas sobre o S. mansoni, este presente estudo se prop0e a avaliar a atividade
esquistossomicida de extratos da semente de Garcinia brasiliensis, buscando o
isolamento de moléculas como um grande potencial terapéutico para uso no

tratamento da esquistossomose.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003141#b0125
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003839#b0015
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003839#b0215
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v"Avaliar a atividade in vitro dos extratos da semente de Garcinia brasiliensis e do

isolado Guttiferona-A sobre vermes adultos do Schistosoma mansoni

2.2 Objetivos especificos:

v' Verificar a atividade esquistossomicida do extrato etandlico e das fracbes
hexéanica, acetato de etila e aquosa, obtidas por particdo da semente de Garcinia

brasiliensis sobre os vermes adultos de Schistosoma mansoni em testes in vitro;

v' Analisar a atividade esquistossomicida da Guttiferona-A (GUT-A) sobre os

vermes adultos de S. mansoni em testes in vitro;

v Avaliar os danos causados sobre o sistema excretor do verme adulto

de Schistosoma mansoni apos a exposicao a GUT-A,

v"Avaliar os danos provocados pela GUT-A sobre o tegumento dos vermes adultos

de S. mansoni.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Esquistossomose

A esquistossomose continua sendo uma das infec¢cdes parasitarias mais
prevalentes no mundo (ENGELS et al., 2002). E uma doenca parasitaria que infecta
mais de 207 milhdes de pessoas em 76 paises, com mais de 779 milhdes de
pessoas sob o risco de infeccédo ao redor do mundo (STEINMAN et al., 2006). Além
disso, aproximadamente 280 mil mortes por ano sao atribuidas as
esquistossomoses (VAN DER WER et al., 2003). A doenca é cronica e insidiosa,
sendo pouco comum seu diagnéstico em estégios iniciais; sua evolucdo pode levar
ao desenvolvimento de formas clinicas incapacitantes para homens e mulheres em
suas idades mais produtivas (ENGELS et al., 2002).

As esquistossomoses sdo causadas por trematddeos digenéicos,
pertencentes ao género Schistosoma. Das espécies de Schistosoma que parasitam
0 homem, as de maior relevancia sao: Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907), S.
haematobium (BILHARZ, 1852) e S. japonicum (KATSURADA, 1904) (PARAENSE,
1975), causadores, respectivamente, da esquistossomose mansonica, hematobica e
japonica.

No Brasil, a esquistossomose € causada pelo S. mansoni e consiste em um
grave problema de saude publica, abrangendo 19 estados. Nas regides sudeste e
nordeste, existem areas de intensa transmisséo, desde o Maranhdo até o Espirito
Santo e Minas Gerais, enquanto nas regides norte e sul, existem apenas areas de
média extensdo e focos isolados (COURA E AMARAL, 2004; TELES, 2005).
Segundo Katz e Peixoto (2000), mais de oito milhdes de pessoas estédo infectadas,
enguanto outras 30 milhdes estdo expostas ao risco de infeccdo. Essa endemia esta
associada a pobreza e ao baixo desenvolvimento econémico, 0 que gera a
necessidade de utilizagcdo de aguas naturais contaminadas para o0 exercicio da
agricultura, trabalho doméstico e/ou lazer.

Schistosoma mansoni possui um ciclo evolutivo complexo que envolve uma
reproducdo assexuada ocorrida no molusco (hospedeiro intermediario) e uma
reproducdo sexuada ocorrida no hospedeiro vertebrado (FIGURA 1). Os ovos sao
eliminados nas fezes do hospedeiro vertebrado (geralmente o homem) no meio

aguatico. Por eclosdo, os ovos eliminados liberam os miracidios, que penetram no
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hospedeiro intermediario especifico, os caramujos do género Biomphalaria, por
movimentos rotatorios e acéo litica.

Apés a penetracdo, ocorre a perda do epitélio ciliar e a degeneracdo do
terebratorium (extremidade anterior do parasito, onde se encontram as terminacdes
das glandulas adesivas e de penetracdo). Apdés uma série de transformacdes
morfoldgicas, a larva passa a ser chamada esporocisto primario e, na 22 semana
apos a penetracdo, esporocisto secundario. Ocorre, entdo, uma migracao entre os
tecidos dos esporocistos, até alcancarem a glandula digestiva ou hepatopancreas.
Esses esporocistos secundarios sofrem modificagfes anatdbmicas, dando inicio a
proliferacdo das células germinativas e origem as cercérias de cauda bifurcada,
apos 25 a 30 dias. Milhares de cercérias sdo produzidas por cada esporocisto que
as liberam de forma intermitente nas horas mais claras do dia, ja que a liberacdo das
cercarias pelos caramujos € induzida pela luz e temperaturas mais altas.

As cercarias eliminadas pelo molusco nadam ativamente e, ao encontrar o
hospedeiro definitivo, penetram na pele ou mucosas e perdem a cauda,
transformando-se em esquistossémulos. Estes migram para 0s vasos sanguineos,
dirigindo-se aos pulmdes e destes, para o figado (onde ocorre a maturacdo dos
vermes). Apés o0 acasalamento, os vermes adultos alcangam as veias mesentéricas
inferiores e realizam a postura dos ovos. Parte desses ovos ganha a circulagéo e
depositam-se no figado, gerando os granulomas, engquanto outros ovos podem
depositar-se nas paredes intestinais, e parte destes alcancar a luz intestinal, sendo
eliminados pelas fezes.

Os hospedeiros invertebrados do S. mansoni sdo moluscos do género
Biomphalaria, pertencentes a subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora,
familia Planorbidae. No Brasil, existem dez espécies e uma subespécie pertencentes
a esse género, mas somente trés ja foram encontradas eliminando cercérias em
condigbes naturais. Sdo elas: Biomphalaria glabrata (SAY, 1818), B. tenagophila
(ORBIGNY, 1835), B. straminea (DUNKER, 1848) (PARAENSE, 1975).
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FIGURA 1: Ciclo de vida do Schistosoma ssp
Fonte: http://www.leomarbiologo.blogspot.com.br/2012/07/esquistossomose.htmL

Caramujos da espécie B. glabrata possuem uma ampla distribuicdo
geografica e quase sempre esta associada a transmissdo da esquistossomose. De
fato, B. glabrata ja foi notificada em 16 estados brasileiros, além de no Distrito
Federal. Caramujos da espécie B. straminea apresentam maior importancia
epidemiologica na Regido Nordeste. A espécie B. tenagophila € encontrada numa
faixa litoranea, de forma quase continua, a partir do sul do Estado da Bahia até o
Estado do Rio Grande do Sul (Brasil, 2008).

Até a década de 70, o combate a esquistossomose tinha como objetivo
principal o controle da transmisséo, tendo como principal medida a reducédo das
populacdes dos moluscos, hospedeiros intermediarios. De acordo com o Ministério
da Saude (Brasil, 2008), a partir dos anos 80, depois do advento de farmacos mais
eficazes, seguros e baratos, o principal objetivo passou a ser o controle da
morbidade, com énfase no tratamento quimioterapico.

Segundo a WHO (1993), a quimioterapia é a principal alternativa para reduzir
a morbidade da doenca em areas endémicas, bem como tratar casos isolados da
doenca. Contudo, a estratégia atual € conjugar o controle quimioterapico com
medidas preventivas, como a educacdo em saude e o saneamento, além do controle
dos hospedeiros intermediarios, por meio do uso de moluscicidas, controle bioldgico
e alteracbes no ambiente aquatico (Brasil, 2008). Conforme Coura e Amaral (2004),

o controle da doenca no Brasil € dificultado por algumas razdes, a saber:


http://www.leomarbiologo.blogspot.com.br/2012/07/esquistossomose.html
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disseminacgdo dos hospedeiros intermediarios; altos custos para a implementacéo de
condi¢cdes sanitarias ideais e de suprimento de &gua tratada; dificuldades para
protecao individual.

Assim, verifica-se a continuidade de um intenso contato com aguas naturais,
propiciando reinfeccdo. O longo tempo necesséario para a educacdo sanitéria
funcionar adequadamente e para atingir a adesdo das comunidades de maneira
efetiva aos programas de controle € outro problema complexo.

A sintomatologia clinica corresponde ao estagio de desenvolvimento do
parasito no hospedeiro e varia dependendo da localizacdo e intensidade do
parasitismo, da capacidade de resposta do individuo e do tratamento instituido.
Desse modo, a esquistossomose pode se apresentar sob duas formas: aguda ou
cronica. Na fase aguda, com inicio no momento da infeccdo (dermatite) e
considerada como tal até os 120 dias ap6s a infeccdo, o paciente pode apresentar
febre, dor de cabeca, calafrios, suores, fraqueza, falta de apetite, dor muscular,
tosse, diarreia e uma imunopatologia mais exacerbada (granulomas maiores do tipo
necrotico exudativo).

A fase crbnica, com inicio a partir de 120 dias apos a infec¢do, com a reacao
imunoinflamatéria imunomoduladora, pode se apresentar de trés formas: a digestiva
intestinal, a hepatointestinal, ambas mais brandas, e a hepatoesplénica, mais grave,
podendo ser compensada ou descompensada. Na infec¢ao pelo S. mansoni, a fase
cronica da doenca € o resultado da resposta do hospedeiro ao acumulo de ovos no
tecido hepatico. A resposta das células induzidas por antigenos presentes nos ovos
promove o desenvolvimento de lesdes granulomatosas ao redor do ovo (DUNNE E
PEARCE,1999).

3.1.1 Tratamento

Os dois principais medicamentos utilizados no tratamento da esquistossomose
sdo a Oxaminiquina (Mansil® — Pfizer S.A) e o praziquantel (Farmanguinhos -
Fundacdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ).
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1.1.1.1 Oxaminiquina

Richards e Foster (1969) e Baxter e Richards (1971), trabalhando na Pfizer
(Sandwich, Inglaterra), descreveram uma nova série de derivados 2-amino-metil-
tetrahidroquinolinicos que apresentaram acdo marcante esquistossomicida. Dos
mais de 50 derivados ensaiados, foi escolhido como dos mais promissores o
UK3883.

Esse composto além da acado curativa em dose oral Unica apresentou também
atividade profilatica e acdo contra todos os estagios imaturos em camundongos
(FOSTER et al.1971). Por metabolismo oxidativo, esse derivado UK 3883 gerava o
produto UK 4271. Ao se reconhecer neste metabolito a atividade principal, 0 mesmo
passou a ser produzido por sintese, o qual foi denominado Oxaminiquina (OXA)
(KAYE e WOOLHOUSE 1972, FOSTER et al. 1973, FOSTER,1973).

O mecanismo de agcdo da Oxaminiquina parece estar relacionado com a
capacidade de inibicdo irreversivel da sintese dos acidos nucléicos nos vermes
(CIOLI et al.1995). Em todos os testes realizados, os vermes machos mostraram-se
mais susceptiveis a droga do que as fémeas. Em doses terapéuticas mostra maior
eficacia ao S. mansoni e ndo tem nenhum efeito notavel sobre outros Schistosoma
spp que parasitam seres humanos (FOSTER,1973).

No Brasil, a OXA tem mostrado ser bem tolerada. Uma dose oral Unica de
15 mg/kg para adultos e duas doses diarias de 10 mg/kg para criangcas mostraram
taxas de cura de mais de 83%, quando sua eficacia foi avaliada por meio de exames
de fezes. No entanto, quando bidpsia retal (oograma quantitativo) foi utilizada para
avaliar a cura ap6és tratamento com Oxaminiquina (15-18 mg/kg), a taxa de cura foi
de apenas 38,3% (FERRARI, 2003).
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FIGURA 2 — Estrutura quimica do oxaminiguina
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxaminiquina
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A OXA reduz muito o numero de ovos vidveis na mucosa retal, porém ha
indicios de que pacientes ndo-curados tém uma carga parasitaria leve, com isso
apresenta dificuldades na deteccdo da infeccdo por meio de exames de fezes
(FERRARI, 2003). Nem todos os pacientes de areas endémicas de S. mansoni que
tomaram OXA (15 mg/kg para adultos e 20 mg/kg para crianc¢as) foram curados.

Os efeitos adversos observados nos pacientes apds a administracdo de OXA
sdo leves, de curta duracdo e, frequentemente, estdo associados ao sistema
nervoso central, como o aparecimento de vertigens, sonoléncia e dores de cabeca.
Outros sintomas, como desconforto abdominal, vémito e diarréia, além de sintomas
associados a destruicdo do parasito, como febre e eosinofilia, também sé&o
observados (CIOLI et al., 1995).

A resisténcia a OXA é caracterizada pela perda da enzima ativadora da sua
acdo a sulfotransferase. Esta enzima esta presente apenas em vermes sensiveis
(PICA-MATTOCCIA et al., 1993). Cioli e colaboradores (1992) sugerem que o0
fendtipo de resisténcia a hycantone (similar a OXA) esta relacionado apenas a um
gene autossémico recessivo.

Embora a OXA seja, em geral, bem tolerada como mostrado por Prata et al.
(1975), alguns estudos demonstram que podem ocorrer sérios efeitos sobre o
sistema nervoso central apos sua administracéo (BINA et al., 1976; KRAJDEN et al.,
1983; CARVALHO et al., 1985).

Atualmente, a OXA esta sendo pouco indicada no Brasil e esse farmaco vem
sendo substituido pelo PZQ para o tratamento da esquistossomose, tanto em
campanhas de saude publica como na clinica, tendo em vista sua boa eficiéncia e

baixo custo na producédo do medicamento pela FIOCRUZ.

1.1.1.2 Praziquantel

O PZQ (FIGURA 3) é um derivado sintético pirazino-isoquinolinico e é,
atualmente, o medicamento de escolha, segundo a OMS, para o tratamento em
larga escala da esquistossomose, sendo efetivo contra as cinco espécies de
Schistosoma (DOENHOFF et al., 2002).
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Sua preparagdo comercial € uma mistura racémica composta de partes iguais
de levo R (-) e dextro S (+) isdmeros. Porém, apenas o enantibmero (-) possuli
atividade esquistossomicida (XIAO e CATTO, 1989; Wu et al., 1991).

FIGURA 3 - Estrutura quimica do praziquantel
Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Praziquantel

O PZQ tem sido estudado experimentalmente em animais desde 1975,
mostrando-se altamente eficaz contra infec¢bes de varias espécies de trematédeos
e cestddeos, principalmente: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum,
S. intercalatum, S. matheei, S. bovis, Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis
nana, Hymenolepis diminuta além de Diphyllobothrium latum, Cysticercus bovis,
Cysticercus cellulosae, Echinochasmus fujianensis e Opisthorchis viverrini. Este
medicamento atua contra os vermes maduros, imaturos e na fase larval dos
cestodeos (NOVAES et al., 1999).

A dose recomendada para o tratamento da esquistossomose mansénica e
hematobica é de 40-60mg/Kg em dose Unica, sendo utilizadas doses mais elevadas
nos casos de esquistossomose japdnica e em alguns paises africanos (WHO, 2002).
Em geral, o PZQ apresenta baixa toxicidade e sua eliminagdo ocorre através da
urina e fezes apds 24 horas (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003). E efetivo em
pacientes de todas as idades e em diferentes formas clinicas da doenca, inclusive
na forma hepatoesplénica descompensada (BASSILY et al., 1985) e atua mais

eficientemente contra os vermes fémeas.
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Apesar dos inimeros trabalhos realizados na tentativa de esclarecer o modo
de acéo do PZQ, existem muitas perguntas a elucidar (DAY et al., 1992; REDMAN
et al., 1996; CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003). No entanto, alguns efeitos desse
farmaco sobre o parasito ja estdo bem esclarecidos, como contragcdo muscular, dano
tegumentar e alteracbes metabdlicas (PAX et al.,1978; BECKER et al., 1980;
FETTERER et al.,1980; MEHLHORN et al., 1981; LIMA et al., 1994; RIBEIRO et
al., 1998; OLIVEIRA et al., 2006).

A contracdo muscular € um dos primeiros efeitos observados no verme
exposto ao farmaco in vivo ou in vitro (CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003). Em
decorréncia da contracdo, os vermes perdem a capacidade de fixacdo, devido ao
relaxamento da ventosa ventral (acetabulo), e sdo arrastados para o figado, onde
ocorrem reacdes inflamatorias, e, em conjunto com outras lesées, culminara com a
eliminagdo dos parasitos.

As alteracbes causadas no tegumento também sao observadas logo apdés o
contato com o farmaco e sédo devidas a vacuolizacdo na base do tegumento,
seguidas de bolhas na superficie (PAX et al., 1978). Além disso, o PZQ gera
alteracdo na fluidez da membrana do verme e desestabilizagdo do tegumento (LIMA
et al., 1994). Estas alteracbes causam a morte direta do parasito ou ainda podem
levar & exposicdo de antigenos, que seriam rapidamente reconhecidos pelo sistema
imune do hospedeiro e este, em conjunto com o farmaco, eliminaria o parasito
(HARNETT e KUSEL, 1986; DOENHOFF et al., 1987; MODHA et al., 1990).

Acredita-se que a maioria desses mecanismos de acdo do PZQ sejam
processos dependentes de Ca?* (CIOLI et al., 1995), uma vez que foi demonstrado,
em experimentos in vitro, realizados em meio de cultura livie de Ca*", o bloqueio
dessas respostas (PAX et al.,1978; WOLDE MUSSIE et al., 1982; XIAO et al.,
1984). Sugere-se, ainda, que o PZQ atue inibindo canais de célcio (GREENBERG,
2005), uma vez que, com a interferéncia na funcdo desses canais do parasita, foi
possivel obter um nivel significante de inibicdo da atividade esquistossomicida do
PZQ (PICA-MATTOCCIA et al., 2007).

Em experimentos in vitro, apos a exposi¢cdo ao PZQ, foi possivel observar
uma deplecdo do conteudo de glutationa dos parasitos (RIBEIRO et al., 1998). A

glutationa é um tripeptideo fundamental para a sobrevivéncia das células, atuando
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em processos como a sintese do DNA e proteinas, atividade enzimatica, transporte
e protecéo celular (MEISTER e ANDERSON, 1983).

Oliveira et al. (2006) demonstraram que o PZQ €, também, capaz de inibir a
atividade excretora de vermes adultos de S. mansoni e esta pode ser recuperada,
dependendo da concentracdo do farmaco, apos retirada do medicamento. Estudos
anteriores também mostram que a acao do PZQ ocorre apenas em vermes adultos,
causando sua morte por efeitos diferentes, tais como a paralisia e a danos em seus
tegumentos (ARAGAO et al., 2009; KEISER et al., 2009).

3.2 Resisténcia aos farmacos esquistossomicidas

Apesar da disponibilidade de farmacos de alta eficacia e baixa toxidade, como
OXA e PzZQ, ja foram relatados casos de resisténcia a esses farmacos, e a
reinfeccdo ainda € um grande problema no controle desta doenga. Os principais
fatores que podem levar ao desenvolvimento de resisténcia a farmacos séo o
tratamento de apenas uma parte da populacao infectada, tratamentos em intervalos
de tempo muito grandes, mudancas da dosagem do farmaco utilizado por um
programa de controle e o tratamento com doses néo curativas (SILVA et al.,1997).

Resisténcia a farmacos pode ser definida como a diminuicdo permanente ou
transitoria da sensibilidade dos organismos a efeitos de farmacos que interferem nas
suas funcdes vitais. A resisténcia aparece nos descendentes dos parasitos que
apresentaram resposta quimioterapica diminuida. A tolerancia a farmacos nao deve
ser confundida com a resisténcia. Esta ocorre quando um parasito que nunca havia
tido o contato com o farmaco apresente diminuicdo na resposta terapéutica (COLES
et al., 1986).

As primeiras observacfes de que certos parasitos podem ser resistentes a
farmacos foram feitas estudando-se o Género Trypanosoma. Outras observacoes
foram realizadas em diversos organismos como virus, fungos, bactérias,
protozoarios, vermes e alguns artropodes (COWMAN, 2001; CORTESE et al., 2002;
WOOTTON et al., 2002). Os mecanismos de resisténcia a farmacos em muitos
organismos séo freqientemente similares e os mais comuns sao: diminuicdo na
captacdo do farmaco pela célula, diminuicdo ou inativacdo do farmaco apds a sua
entrada, alteracdo da formacdo do complexo molecular alvo-farmaco, exclusédo do

farmaco da célula e maior eficiéncia do reparo de DNA quando esse é danificado.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003839#b0015
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Além disso, os mecanismos de ativacdo do farmaco podem ser suprimidos ou
perdidos. A interacdo do farmaco com o alvo pode ser menos efetiva devido ao
aumento da competicdo pelo substrato ou pela alteracdo do alvo. Os estudos dos
mecanismos de resisténcia a farmacos podem ajudar na identificacdo de organismos
resistentes antes do tratamento.

Em relacdo a esquistossomose, desde a década de 1970 foi relatada
resisténcia a Oxaminiquina de cepas de campo e de laboratério. Em 1971, Rogers e
Bueding demonstraram, pela primeira vez, a existéncia de uma cepa de S. mansoni
resistente a uma droga esquistossomicida. (ARAUJO et al., 1980; SILVA et al.,
1997; BONESSO-SABADINI e SOUZA DIAS, 2002).

Alguns trabalhos registraram a ocorréncia de resisténcia ao PZQ em algumas
cepas de S. mansoni isolados da Africa e do Brasil. No entanto, estes resultados s&o
controversos (FALLON et al., 1995; TSAI MH et al., 2000, LIANG, Y.S et al., 2001,
WILLIAM et al.,, 2001; BONESSO-SABADINI et al., 2002). Alguns autores
consideram que a diminuicdo da eficiéncia deste farmaco seja devido a alta
intensidade de infeccdo ou a diferentes condicBes imunoldgicas do hospedeiro, e
nao ao aparecimento de vermes resistentes (GRYSEELS et al.,2001, ANTHONY e
SAKE, 2002).

Protocolos para medir a dose de PZQ necessaria para matar 50% de
parasitos (EDsp) tém sido usados para monitorar a resisténcia ao farmaco em cepas
de campo. A susceptibilidade de cepas de campo brasileiras aos farmacos OXA e
PZQ tém mudado. Quando os resultados de EDsy de cepa brasileira de S. mansoni
sdo comparados a outros resultados de EDsp em cepas de campo, é possivel
observar que a susceptibilidade a farmacos de cepas de S. mansoni tem diminuido
(BONESSO-SABADINI e SOUZA DIAS, 2002).

A EDsy foi também avaliada em nove isolados de S. mansoni. Desses
isolados, quatro foram selecionados porque nunca haviam tido contato com PZQ.
Cinco outros isolados foram selecionados porque ja haviam apresentado resisténcia
induzida a PZQ ou apresentaram resisténcia a esta PZQ no campo. Os resultados
destas analises indicam que isolados deste helminto diferem quanto a
susceptibilidade a PZQ e que a diminuicdo da susceptibilidade a droga pode estar

relacionada ao contato prévio do parasito com PZQ (CIOLI et al., 2004).
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Fallon et al. (1994) utilizando isolados de um pool de cercérias de regides
geograficas diferentes demonstraram experimentalmente que a resisténcia aos
farmacos pelo S. mansoni pode ser induzida com doses sub-curativas de OXA ou
PZQ. ApOs véarias passagens do parasito pelos camundongos, em testes
laboratoriais, foi possivel observar resisténcia a PZQ em 93% dos vermes. N&o
houve resisténcia cruzada ao PZQ com OXA. Este trabalho foi o primeiro a
demonstrar que a resisténcia a PZQ pode ser induzida experimentalmente e pode
ter implicacbes se observadas no campo.

Alguns autores demonstraram a importancia de fatores genéticos do parasito
na determinacdo da resisténcia ou susceptibilidade a farmacos. Os RFLPs
(polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de DNA)
com uma sonda de gene ribossomal, foram correlacionados com o aparecimento de
resisténcia ao hycantone em S. mansoni (BRINDLEY et al., 1991). Vieira e
colaboradores (1991) utilizando a mesma técnica, ndo encontraram correlagdo de
polimorfismos com a resisténcia a OXA.

Entretanto, estudos de modelos de selecdo de resisténcia a anti-helminticos
tém mostrado que a resisténcia em helmintos é geralmente determinada por mais de
um gene dominante (BENNETT et al. 1997). Estudos de modelos de sele¢do com
farmacos onde o tratamento da populacdo é feito normalmente com pequena
persisténcia e baixa eficacia sugerem que ocorre a selecdo de genes de resisténcia
em uma populacdo de individuos susceptiveis. O processo de selecdo ocorre em
3 fases: na fase inicial do processo de selecdo € comum encontrar dentro da
populacdo, individuos susceptiveis ao farmaco. Em seguida, individuos
heterozigotos para fenotipo de resisténcia sdo comuns. No final da selecao
predomina na populacdo, individuos homozigotos para o fenotipo de resisténcia
(BENNETT et al., 1997).

Em uma cepa de S. mansoni com resisténcia a hycantone induzida, foi
observado que a selecdo levou a diminuicdo dos alelos que determinam a
susceptibilidade a droga (GRAY, 1992). A populacao selecionada era geneticamente
heterogénea e sugere que ndo existe a necessidade de que alelos de resisténcia
sejam incluidos por um evento mutacional.

A dominancia dos genes de resisténcia a droga em S. mansoni foi relatada

posteriormente, por Liang et al. (2003). At¢é o momento ndo foram identificados
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marcadores genéticos de resisténcia de S. mansoni ao PZQ. Devido a diferencas na
suscetibilidade ao PZQ entre as espécies e linhagens de Schistosoma, esses
ensaios devem ser melhores avaliados, comparando-se as respostas das varias

espécies e cepas (LIANG et al., 2001).

3.3 Testes de novos compostos naturais com potencial esquistossomicida

Na tentativa de se descobrir novos farmacos, devem-se levar em
consideracdo as etapas a serem percorridas para o desenvolvimento de farmacos
com diferentes funcdes, como exemplo os farmacos profilaticos, que agem nas
formas jovens do S. mansoni, prevenindo a infec¢do; os farmacos supressores, que
inibem a postura de ovos pelas fémeas, culminando na eliminagcdo do principal
agente patogénico, o ovo, interrompendo também a transmissdo da doenca; e o0s
farmacos curativos, que matam praticamente todos os vermes adultos bloqueando a
infecgao (KATZ, 2007).

3.3.1 Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais é uma pratica comum na medicina popular,
resultado do acumulo secular de conhecimentos empiricos sobre o efeito dos
vegetais, por diversos grupos étnicos (CELEGHINI, 1997).

Segundo Ferreira (1998), plantas medicinais sdo aquelas que possuem uma
determinada atividade biolégica, contendo um ou mais principios ativos Uteis a
saude humana.

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
guanto a espécie humana. E, ainda nos dias de hoje, nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais séo
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002).

Existem relatos do uso de plantas medicinais, inclusive nas mais antigas
fontes escritas, como as provenientes da Mesopotamia e Egito, ou mesmo da

medicina tradicional chinesa. Como exemplo, pode-se citar o Papiro de Ebers,
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datado de 1550 a.C., com mais de 20 metros de comprimento, que relaciona mais
de 7000 substancias medicinais presentes em mais de 800 férmulas (DIAS, 2005).

Os manipulados vegetais consistem no ponto forte da farmacia chinesa,
principalmente em razdo da diversidade dos climas na China que proporciona uma
flora diversificada. A medicina tradicional chinesa desenvolveu-se, ao longo dos
tempos, com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e
preparados vegetais medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu
mecanismo de ac¢éo e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS JUNIOR et. al.,
2006).

Na Tailandia, Sri Lanka, Malasia, Filipinas e india, os frutos maduros de varias
espécies sdo usados na medicina tradicional para o tratamento de dor abdominal,
diarréia, disenteria, infeccbes de feridas, supuracdo e ulcera crénica (CUI et al.,
2010).

O uso popular de plantas medicinais contribui de forma relevante para a
obtencdo de informacdes terapéuticas importantes, que foram sendo acumuladas
durante séculos. De maneira indireta, este tipo de cultura medicinal despertou, e
ainda desperta, o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo &reas
multidisciplinares sobre a flora mundial (MACIEL et al., 2002), em especial a flora
brasileira (PINTO et al., 2002).

Alguns estudos demonstram a existéncia de aproximadamente 250 mil
espécies de plantas superiores em todo o mundo. Entretanto, dados disponiveis
revelam que apenas 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial
farmacoldgico (LEWIS e HANSON, 1991; CRAGG et al., 1999).

3.3.2 Plantas medicinais: pesquisa e industria farmacéutica

A partir da publicagdo, em 1673, da “Histoire Géneral des Drogues” pelo
farmacéutico Pierre Pomet, o estudo das plantas entrou no periodo cientifico, ao
adotar a classificacdo e a descricdo taxondmica, o que se traduziu numa
identificagdo mais precisa das plantas utilizadas na medicina. No final do século
XVIII comegou, entdo, o isolamento e a determinagéo da estrutura dos constituintes
ativos dos produtos de origem natural dotados de propriedades medicinais (DA
CUNHA, 2008).
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Até entdo a pesquisa de novos medicamentos era realizada através do
screening de extratos e plantas. Este consistia no rastreamento de compostos ou
extratos frente a diferentes atividades. Além da heranca cultural e da riqueza
molecular, outros fatores foram e sdo responsaveis pelo incremento na pesquisa
sobre plantas medicinais, tais como: insatisfacdo com a eficacia, o custo elevado e
os efeitos indesejaveis de muitos dos medicamentos alopaticos (CZEPULA, 2006).

Apesar do grande interesse nos produtos naturais, as industrias farmacéuticas
brasileiras ainda enfrentam alguns problemas em tal area, tais como: a necessidade
de grandes esfor¢os da industria nacional para atender as diretrizes impostas pela
politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicas; os diminutos investimentos
em pesquisa e desenvolvimento; a baixa qualificacdo de recursos humanos; e, a
dificuldade no suprimento, armazenamento e padronizacdo de matérias-primas.
Como resultado a Universidade Brasileira é o centro de pesquisas e eventualmente
do desenvolvimento de medicamentos de plantas medicinais (FERREIRA, 1998).

3.3.3 Aespécie Garcinia brasiliensis

A familia Guttiferae, também conhecida como Clusiaceae, pertence a classe
das angiospermas e € caracterizada pela presenca significativa de latex na maioria
de suas espécies. A familia Guttiferae possui 49 géneros (por exemplo: Vismia
(NGUEMEVINGA et al., 2006), Garcinia (DEACHATHAI et al., 2006), Clusia (DIASA
et al., 2006), Cratoxylum (BOONSRIA et al., 2006) Harungana (TIH et al., 2006),
Mesua (UAWONGGUL et al., 2006), Hypericum (MARTONFI et al., 2006),
Kielmeyera (ZAGOTOA et al., 2006) e mais de 1000 espécies distribuidas em 6
subfamilias, todas com representantes no Brasil (JOLY, 1993).

As plantas desta familia sdo lenhosas, arbéreas ou arbustivas, com folhas
inteiras de disposicdo alterna, oposta ou verticiladas, sem estipulas, com flores
geralmente vistosas, isoladas ou reunidas em inflorescéncia. Flores ciclicas ou
hemiciclicas, geralmente hermafroditas, ou de sexo separado, de simetria radial
(JOLY, 1993).

A familia Guttiferae é dotada de uma ampla variedade de metabdlitos
biologicamente ativos como: antraquinonas, flavonoides, xantonas, floroglucinois
(BARNES; ANDERSON; PHILLIPSON, 2001) e benzofenonas (OLIVEIRA et al.,
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1999). Gragas a essa gama de constituintes, as espécies desta familia tém sido
atribuidas atividades como antidepressiva (ZAGOTOA et al., 2006; MEDINA et al.,
2006), antibacteriana (ALMEIDA et al., 2008), citotoxica (BOONSRIA et al., 2006),
antimalarica (LEE et al., 2003), antioxidante (RAO et al., 2004), antiaflatoxinogénica
(JOSEPH et al., 2005) e tripanocida (ABE et al., 2004; LENTA et al., 2007a; LENTA
et al., 2007b).

O género Garcinia, também denominado como Rheedia, € constituido por
diversas espécies, podendo-se citar: Garcinia cowa, G. gardneriana, G. mangostana
e G. brasiliensis. Estudos de tais espécies tém demonstrado uma consideravel
diversidade de atividades e constituintes quimicos (BRAZ-FILHO et al., 1970; DELLE
MONACHE et al., 1983; DELLE MONACHE et al., 1988). Uma grande quantidade de
substancias com potencial antiparasitario vem sendo isoladas de plantas desta
familia nos dltimos anos (MBWAMBO et al., 2006; FOTIE et al., 2007; HAY et al.,
2008).

Extratos de G. pedunculata demonstraram atividade antioxidante e
antimutagénica (JAYAPRAKASHA; NEGI; JENA, 2006); a G. cambogia vem sendo
utilizada no tratamento de obesidade (HAYAMIZU et al., 2003); o extrato aquoso de
G. mangostana demonstrou in vitro atividade antileucémica (CHIANG et al., 2004) e
o extrato de G. pedicillata apresentou atividade contra a forma amastigota de
L. amazonensis (BILLO et al., 2005), assim como 0 extrato bruto de G. lucida, que
apresentou atividade sobre formas promastigotas de L. donovani (FOTIE et al.,
2007) e compostos isolados de G. livingstonei, que apresentaram atividade
leishmanicidade sobre formas amastigotas de L. infantum (MBWANBO et al., 2006).

Dos frutos de G. cowa, Panthong e colaboradores (2006), isolaram as
cowaxantonas A-E, e a elas foi atribuida a atividade antibacteriana. Guttiferonas
isoladas de diferentes géneros e espécies da familia Guttiferae demonstraram, in
vitro, efeitos citopaticos contra o HIV (GUSTAFSON et al., 1992).

O acido gambdgico, isolado da resina extraida da arvore de Garcinia
hanburyi, apresentou, segundo Guo et al. (2006), atividade anticancer; sementes de
Garcinia kola contétm uma complexa mistura de biflavonéides, benzofenonas
preniladas e xantonas (IWU et al., 2002). Estudos quimicos de frutos de Rheedia

gardneriana demonstraram a presenca de alguns constituintes com consideravel
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poder antioxidante, como os biflavonoides (fukugetina), xantonas, benzofenonas
poliisopreniladas, triterpenos e cumarinas (SANTOS et al., 1996).

A espécie Garcinia brasiliensis Mart., ou Rheedia brasiliensis Planch e Triana,
€ cultivada em todo o territério brasileiro, sendo conhecida popularmente como
bacuri, bacupari, porocé e bacuripari no Brasil, e como guapomo na Bolivia. E uma
espécie nativa do Brasil, Paraguai e norte da Argentina (MORTON, 1987).

O bacuparizeiro é uma arvore em forma de piramide rica em um latex
amarelo. As folhas sdo em formato de lanca. As flores sdo abundantes e poligamas.
Os frutos sdo comestiveis (POTT; POTT; SOBRINHO, 2004), ovais com a casca
(pericarpo) elastica e amarela que pode ser facilmente removida, a polpa é branca,
suave, saborosa e possui 2 a 3 sementes (MORTON, 1987). Como descrito por
Villagbmez Rojas (1990), as sementes apresentam forma elipsoidal, com coloracéo
externa castanha e com linhas claras, longitudinalmente, bem visiveis, semelhantes
a nervuras. Internamente, sdo de coloracdo branco-amarelada e exsudam latex
amarelo (NASCIMENTO; CARVALHO; MULLER, 2002). Cerca de 8 a 9% do peso
das sementes é referente ao 6leo que é utilizado em cataplasmas para o tratamento
de feridas e panaricio (espécie de furanculo). A infusdo da polpa possui acdo
narcotica semelhante a da nicotina (MORTON, 1987).

Os frutos sao ainda utilizados no tratamento de tumores, inflamagdes do trato
urinario, artrite e para aliviar dores (CORREA, 1926; CORREA; PENNA, 1984).
Compostos isolados do pericarpo desta planta ja apresentaram atividade tripanocida
contra Trypanosoma cruzi (ALVES et al.,, 1999), entretanto, ndo existe relato na
literatura de avaliacbes dos extratos da semente desta planta, ou de compostos

isolados deste sobre esquistossomose.

FIGURA 4: A: Arvore; B: Fruto; C: Semente de Bacupatri.
Fonte: Lab. de Fitoquimica — UNIFAL MG
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A espécie G. brasiliensis € usada pela populacdo como antiinflamatério
(CASTARDO et al., 2008 e SANTA-CECILIA et al., 2011), antinociceptiva (SANTA-
CECILIA et al., 2011), antioxidante e antitumoral (COELHO et al., 2008).

3.3.3.1 Estudos fitoquimicos

Estudos fitoquimicos tém demonstrado que o género Rheedia ou Garcinia, €
rico em compostos fendlicos, nomeadamente as benzofenonas, xantonas e
flavondides (DELLE MONACHE et al., 1983; DELLE MONACHE et al., 1984). As
benzofenonas poliisopreniladas caracterizam-se pela presenca do ndcleo
difenilmetanona (FIGURA 5) substituido por grupo(s) isoprenila(s) (3-metil-2-
butenila). Muitos dos representantes desta classe apresentam um padrdo de
oxigenacao triplice em um dos anéis aromaticos do cerne difenilmetanona e uma
ciclizacéo intramolecular, que juntos sdo responsaveis pela formacédo do anel biciclo
[3.3.1] noneno (FIGURA 6) (MARTINS, 2008).

4 N

\_ O J
FIGURA 5 - Anel difenilmetanona
Fonte: Ciochina; Grossman

k ‘O‘ OH 0 OH j

FIGURA 6 — Em negrito, o anel biciclo [3.3.1] noneno como resultado da oxigenacao
tripla e ciclizacdo do anel difenilmetanona
Fonte: Ciochina; Grossman
Pela presenca desse anel biciclo [3.3.1] noneno, as benzofenonas

poliisopreniladas sdo também classificadas como acilfloroglucinois poliprenilados
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policiclicos do tipo B. Como exemplos, podem-se citar o garcinol, as guttiferonas A,
C, D, E, F, e |, a 7-epi-clusianona, e as hiperibonas H, | e L (CIOCHINA,;
GROSSMAN, 2006).

[ Guttiferona-A: R' = 3,4-(HO),C.H,; R%, R®, R* = prenila \
Guttiferona-C: R* = 3,4-(HO),CH,; R? R* = prenila; R® = a-isogeranila
Guttiferona-D: R* = 3,4-(HO),C,H,; R? R* = prenila; R® = isogeranila

4 Guttiferona-E: R' = 3,4-(HO),C,H,; R*= prenila; R® = (S)-isogeranila; R* = H

Garcinol: R" = 3,4-(HO),C.H,; R*= prenila; R® = (S)-isogeranila; R* = H (enantiomero)

Hiperbona L: R* = CH,; R’ fenila; R® = prenila, R* = H

7-epi-clusianona: R, R®= prenila; R? = fenila, R* = H /

FIGURA 7 — Exemplos de acilfloroglucinéis proliprenilados.
Fonte: Ciochina; Grossman

A Guttiferona-A (FIGURA 7) foi primeiramente isolada de Symphonia
globulifera e descrita com atividade anti-HIV (GUSTAFSON et al., 1992). Trabalhos
posteriores demostraram as atividades tripanocida (Abe, et al., 2004), sequestrante
de radicais (NGOUELA et al.,, 2006), leishmanicida in vitro e anticolinesterasica
(LENTA et al., 2007a); e antiproteolitica (MARTINS et al., 2008b). A estrutura de
raios-X foi elucidada por Martins et al., 2007.

Estudo feitos por Pereira et al. (2010) sugere que o extrato hexanico, acetato
etilico e etandlico, e das benzofenonas preniladas isoladas de G. brasiliensis
possuem atividade leishmanicida, mostrando assim uma forte atividade em formas
promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis e pouca citotoxicidade sobre
células de mamiferos.

A 7-epiclusianona (FIGURA 7), primeiramente isolada dos frutos de Rheedia
gardneriana (SANTOS et al., 1999), apresenta atividade contra tripomastigotas de T.
cruzi in vitro. Os resultados obtidos indicaram redugdo em 92% de seu niamero em
amostra de sangue contaminado na concentragdo de 500 pg/mL, entretanto, foi
inativo quando no teste in vivo (camundongos infectados). A substancia foi inativa,
também, contra B. glabrata, em testes in vitro.

A atividade antimicrobiana das benzofenonas prenilados 7-epiclusianona e

fukugentina foram avaliadas em relacdo a Candida albicans, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli, e as culturas de Bacillus cereus (NALDONI F.J. et al. 2009). A
relacdo direta entre o carater lipofilico da estrutura e da atividade em bactérias gram-
positivas foi observada. Portanto, esses extratos de benzofenonas preniladas,
representam um tema interessante para estudos posteriores e abre possibilidades
para o controle alternativo de doencas associadas com as bactérias Gram-positivas
(NALDONI F.J. et al. 2009)

Estudos feitos por Martins et al. (2009) confirmaram as relagdes estrutura-
atividade, igualmente, a utilidade potencial das trés benzofenonas pentapreniladas, a
7-Epiclusianona , a Guttiferona-A e a Garcinofenona como farmacos com atividades

antitumoral.

3.4 Plantas com atividade esquistossomicida

A quimioterapia repetida da esquistossomose resultou no surgimento de
cepas resistentes de Schistosoma. O desenvolvimento dessa resisténcia tem
chamado a atencdo de muitos autores quanto a necessidade de farmacos
alternativos. Muitas plantas medicinais tém sido estudadas para investigar seu
potencial esquistossomicida (MOSTAFA et. al., 2011)

Das cerca de 100 mil espécies de plantas catalogadas no Brasil, apenas 8%
tiveram seus compostos quimicos estudados e estima-se somente 1100 espécies
foram estudadas quanto ao uso terapéutico (VARANDA, 2006; REIS et al., 2007).
Essa grande diversidade ainda desconhecida constitui importante fonte para
descoberta de novos farmacos (ANTHONY et al., 2005).

Testes com extratos vegetais estdo sendo bem sucedidos na China, com
plantas da milenar medicina chinesa (XIAO et al., 2000), como a artemisinina,
utilizada no tratamento da maléaria por Plasmodium falciparum, extraida das folhas
de Artemisia annua. Testes com artemisinina ja se mostraram eficazes contra o S.
japonicum, S. haematobium e S. mansoni (XIAO et al.,, 2000; UTZINGER et al.,
2001; YUANQING et al., 2001; LESCANOA et al., 2004).

Araujo et al. (1991) verificaram redu¢cdo moderada dos vermes em hamsters
infectados com S. mansoni, apés o tratamento com artemether, um derivado da
artemisinina. Barth et al. (1997) verificaram em testes in vitro em S. mansoni

reducdo da motilidade dos vermes, inibicdo da postura de ovos e alta mortalidade
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dos parasitos quando utilizaram o goyazensolideo, um componente extraido de
Eremanthus goyazensis, uma planta da familia Asteraceae.

Compostos biologicamente ativos de Millettia thonningii, uma leguminosa
encontrada na Africa, mostraram acdo cercaricida e esquistossomicida e ainda foi
observada a diminuicdo da motilidade dos miracidios de S. mansoni (PERRETT et
al., 1994; LYDDIARD et al., 2002).

A atividade esquistossomicida do extrato aquoso bruto de gengibre contra S.
mansoni foi investigada por Mostafa et. al. (2011) os quais observaram que a carga
parasitaria e a densidade de ovos no figado e nas fezes de camundongos tratados
com gengibre foram menores do que os nao-tratados. Os machos recuperados de
camundongos tratados com gengibre perderam sua arquitetura normal de superficie,
erosdes extensas no tegumento e numerosas bolhas em torno de tubérculos
também foram observadas. Os dados histopatoldgicos indicaram uma redugcdo no
namero e tamanho de infiltracdo inflamatéria granulomatosa no figado e intestino de
ratos tratados em comparac¢ao com ratos nao tratados. Os resultados sugerem que o
gengibre tem atividades esquistossomicidas.

Levantamento realizado na Africa do Sul mostrou que pelo menos trés das
cerca de quarenta plantas testadas se mostraram como potenciais agentes
esquistossomicidas para o S. haematobium. S&o elas: Berheya speciosa
(Asteraceae), Euclea natalensis (Ebenaceae) e Trichilia ematica (Meliciae) (SPARG
et al., 2000). Extratos de Phyllanthus amarus, uma Euforbiacea, conhecida
popularmente como quebra-pedra, arrebenta-pedra ou erva pombinha foi utilizada
em testes in vivo contra o S. mansoni da linhagem BH em camundongos Mus
musculus infectados (OLIVEIRA, 2008). Comumente utilizada no tratamento de
doencas hepaticas e urogenitais (KHATOON et al., 2006) quando empregada sobre
o0 S. mansoni, P. amarus ocasionou reducdo de até 63% no namero de vermes e
cessou a postura de ovos evidenciando a potencial atividade esquistossomicida da
planta (OLIVEIRA, 2008).

A eficacia do mesocarpo dos frutos Balanites aegyptiaca foi comparado com
praziquantel em camundongos infectados com a cepa do Suddo de S. mansoni.
Uma reducao significativa foi observada na OPG (contagem de ovos por grama de

fezes), na carga de ovos em tecidos e na recuperacao de vermes adultos, tanto nos
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animais tratados com a planta quanto nos tratados com o farmaco (KOKO et al.,
2005).

As propriedades esquistossomicidas de sementes de Nigella sativa foram
testadas in vitro contra miracidios, cercarias e vermes adultos de S. mansoni. Os
resultados indicam seu forte efeito biocida contra todas as fases do parasita e
também mostrou um efeito inibitério sobre a postura de ovos de vermes adultos do
sexo feminino. Dados revelaram que a Nigella sativa induziu o estresse oxidativo
contra vermes adultos, indicado por uma diminuicdo na atividade das enzimas
antioxidantes superéxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa redutase e
enzimas do metabolismo da glicose, hexoquinase e glicose-6-fosfato (MOHAMED
et.al., 2005).

Muitos caramujos aquaticos funcionam como hospedeiros intermediarios para
as larvas de trematédeos. A OMS testou varios milhares de compostos sintéticos
para o controle do caramujo hospedeiro. Embora eficazes esses moluscicidas até
agora nao foram inteiramente satisfatérios. Com a crescente conscientizacdo da
poluicdo ambiental, os esforcos estdo sendo feitos para descobrir produtos
moluscicidas de origem vegetal. Plantas medicinais comuns, Thevetia peruviana
(Familia Apocynaceae), Euphorbia pulcherima e Euphorbia hirta (Familia
Euphorbiaceae) tém potente atividade moluscicida contra caramujos de agua doce.
As acbes toxicolégicas de Thevetia peruviana pode ser devido a presenca de
apigenina-5-metil éter (flavonoides) e glicosideos triterpendides, enquanto uma série
de alcal6ides (pseudo-akuammigine além da betulina, acido ursélico e beta-
sitosterol), esterdides e triterpendides presentes e o diterpendides, pulcherrol, beta-
sitosterol, acido elagico hentriacontano e beta-amirina estdo presentes em
Euphorbia hirta e Euphorbia pulcherima (SINGH, 2010).

No Mali (Niger), o uso da medicina tradicional € um fendmeno generalizado,
nao sO devido a sua importancia cultural, mas também porque a maioria das
pessoas ndo pode pagar pelos medicamentos ocidentais. Mali € considerada a
principal zona de transmissdo do S. mansoni e S. haematobium. Uma pesquisa
etnofarmacoldgica, utilizando questionario, foi realizado nessa area, para determinar
as plantas usadas contra a esquistossomose entre 0s curandeiros tradicionais.
Cinguenta e cinco plantas pertencentes a 30 familias foram relatadas quanto a uso

isolado para tratar a esquistossomose urinaria e intestinal, enquanto nove
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combina¢cdes de plantas eram usadas contra a forma urinaria da doenca. Cissus
quadrangularis and Stylosanthes erecta foram as plantas mais utilizadas e pioneiras
contra a esquistossomose no Mali (BAH S, et.al., 2006).

A busca por novos compostos ativos que podem modular o sistema imune tem
solicitado investigacdo de plantas medicinais como a Solanum lycocarpum, que
exibe atividade contra S. mansoni in vitro (MIRANDA et al., 2012).

Clerodendrum umbellatum (Verbenaceae) é tradicionalmente usado na
Republica de Camardes para o tratamento de muitas doencas, incluindo
helmintiases intestinais. Jatsa et.al. (2009) avaliaram a atividade esquistossomicida
in vivo do extrato aquoso de suas folhas em um modelo de S. mansoni em ratos.
Eles concluiram que o extrato aquoso das folhas de Clerodendrum umbellatum
demonstrou propriedades esquistossomicidas em doses de pelo menos 80 mg/kg de

peso corporal.

3.5 O uso da fluorescéncia no estudo de mecanismo de acéo

3.5.1 Microscopia de Fluorescéncia

Fluorescéncia é a capacidade de uma substancia emitir luz quando exposta a
radiacbes do tipo ultravioleta (UV), raios catdédicos e raios X. As radiacbes
absorvidas (invisiveis ao olho humano) transformam-se em luz visivel, ou seja, com
um comprimento de onda maior que o da radiacao incidente.

A absorcdo de luz ocorre de uma fonte de energia que, no caso da
microscopia de fluorescéncia, provém de fétons emitidos de uma radiacdo luminosa
(lampada incandescente de mercurio, UV). Os fluoroforos s@o projetados para
localizar uma &rea especifica da amostra a ser observada ou para responder a um
estimulo especifico. Assim, esses fluoréforos permitem detectar componentes
particulares de um complexo biomolecular, inclusive de células vivas, ajudando na
visualizacdo de estruturas, compostos ou processos em curso em um determinado

material em estudo.
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3.5.2 Uso das sondas fluorescentes para marcacdes nos parasitos

Uma ferramenta sensivel para a identificacdo de lesdes tegumentares em
S. mansoni é a marcacdo por sonda fluorescente, que pode ser usada como
parametro para avaliar compostos quanto a provaveis atividades esquistossomicida.

A sonda Hoechst 33258, que se liga no DNA das células, € um indicador
muito sensivel da integridade da membrana. As regides fluorescentes indicam danos
tegumentares (COUTO et al.,, 2010). Esta sonda ja tem sido usada em varios
estudos, ndo s6 em vermes adultos, mas também em esquistossdmulos, esporocisto
e cercéria.

Sato et al. (2002; 2004) utilizaram a sonda fluorescente Resorufin para avaliar
a atividade excretora do S. mansoni. A Resorufin € um sal sodico (7-hidroxi 3-
fenoxazina) de natureza fluorescente e € um substrato para a P-glicoproteina (PGP).
Esta sonda difunde-se passivamente através do tegumento dos vermes adultos de
S. mansoni e € excretada por meio de uma suposta PGP expressa no epitélio
excretor. A PGP é uma proteina que possui um importante papel na absorcao,
eliminacdo e distribuicAo de muitos xenobibticos, incluindo uma variedade de
farmacos (SCHINKEL e JONKER, 2003). Em trabalho realizado por Oliveira et al.
(2006), utilizando a Resorufin, demonstrou-se que o PZQ é capaz de inibir a
atividade excretora de vermes adultos da cepa LE de S. mansoni e que esta

atividade pode ser recuperada quando o verme é retirado do contato com o farmaco.
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FIGURA 8 : Estrutura quimica da Resorufin.

Fonte: Sato et al. 2002.

A sonda Hoechst 33258, uma bis-benzamida chamada 2,4 hidroxifenil 5, 4
metil,1 piperazina 2,5 bi H-benzimidazol (FIGURA 9) & uma sonda hidrofilica e
fluoresce somente quando se liga ao DNA das células. Por ser de caracteristica
hidrofilica, ela s6 consegue se difundir para o interior das células quando ha

presenca de lesbes, atuando como um indicador de integridade de membrana. A



45

observacdo do dano causado pela ag¢do dos farmacos sobre a membrana
tegumentar foi determinada pela fluorescéncia emitida pela sonda Hoechst 33258,
guando esta se ligou ao DNA. As areas com fluorescéncia (azul) corresponderam a
regides lesadas (LIMA et al. 1994a).

g 9

FIGURA 9 - Estrutura quimica da Hoechst 33258.
Fonte: Handbook of fluorescent Probes 2002 - Molecular Probes.
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4  JUSTIFICATIVA

Na busca de novos farmacos para a terapéutica experimental devem-se
considerar os objetivos a se alcancar e, assim, obter farmacos com atividades
diferentes, com abordagens diversas como: farmacos profilaticos para prevenir a
infeccdo, pois agiriam nas formas jovens do parasito; farmacos supressores, para
impedir a postura das fémeas e, portanto, eliminar o principal agente patogénico que
€ 0 ovo, além de interromper a transmissao da parasitose; e farmacos curativos, que
matam todos (ou quase) os parasitos maduros, interrompendo a infeccao.

Apesar da disponibilidade de farmacos de alta eficacia e baixa toxidade, como
OXA e PZQ, ja foram relatados casos de resisténcia a farmacos, e a reinfeccéo
ainda é um grande problema no controle desta doenca. Os principais fatores que
podem levar ao desenvolvimento de resisténcia a farmacos sdo o tratamento de
apenas uma parte da populacédo infectada, tratamentos em intervalos de tempo
muito grandes, mudancas da dosagem do farmaco utilizada por um programa de
controle e o tratamento com doses nao curativas (SILVA et. al., 1997).

Resisténcia a farmacos pode ser definida como a diminuicdo permanente ou
transitoria da sensibilidade dos organismos a efeitos de farmacos que interferem nas
suas funcdes vitais. A resisténcia aparece nos descendentes dos parasitos que
apresentaram resposta quimioterapica diminuida. A tolerancia a farmacos nao deve
ser confundida com a resisténcia, pois esta ocorre quando um parasito que nunca
havia tido o contato com o farmaco apresente diminuicdo na resposta terapéutica
(COLES et. al., 1986). Pesquisar farmacos originarios de plantas medicinais tem sido
uma tarefa multidisciplinar que envolve pesquisadores e estudantes nas areas de
botanica, fitoquimica, parasitologia, farmacologia e medicina (BILLO et. al., 2005).

Considerando os pontos descritos, bem como o complexo ciclo biolégico do
parasito e a existéncia de cepas de S. mansoni resistentes ao PZQ, que é o
medicamento de escolha no tratamento da esquistossomose; e o fato de que a
doenca tem recebido pouco investimento em pesquisas sobre novos farmacos; faz-
se necessario a descoberta de agentes mais eficazes, com o objetivo de aperfeicoar
o0 tratamento.

O género Garcinia é constituido por diversas espécies. Estudos de tais
espécies tém demonstrado uma consideravel diversidade de atividades e

constituintes quimicos. As espécies do género Garcinia sdo fonte rica e valiosa de
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compostos bioativos (MONACHE et. al., 1984). A fim de encontrar novos farmacos
contra a esquistossomose, foram estudados extratos e moléculas naturais de
plantas brasileiras, como G. brasiliensis (Clusiaceae), vulgarmente conhecido como
“‘bacupari’, uma arvore nativa das florestas brasileiras (MORTON, 1987).

Sendo assim, o trabalho avaliou o potencial do extrato etandlico da semente
de G. brasiliensis, e suas fracGes, obtidas por particdo, bem como a molécula
Guttiferona-A, isolada da fracdo acetato-etilica da semente de G. brasiliensis, quanto

aos seus potenciais esquistossomicidas em vermes adultos tratados in vitro.
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5 METODOLOGIA

5.1 Coleta do material vegetal

Os frutos de Garcinia brasiliensis foram coletados em fevereiro de 2011 na
regido de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (latitude 20°4514”sul e longitude
42°52'5"0este). A identificagdo botanica foi realizada no horto botanico da
Universidade Federal de Vicosa pelo Dr. Jodo Augusto Alves Meira Neto. A espécie
encontra-se catalogada pela exsicata sob o numero VIC2604, depositada no

herbario da Universidade Federal de Vigosa.

5.2 Estudo fitoquimico

5.2.1 Preparo do extrato, das fra¢cdes e isolamento das substancias

As sementes retiradas do fruto de G. brasiliensis foram trituradas e
submetidas a extracdo por maceracao exaustiva em etanol puro no Laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal da UNIFAL-MG (CALIXTO E YUNES, 2001,
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Os componentes extraidos foram concentrados sob pressdo reduzida em
evaporador-rotatério, obtendo-se assim, extrato etandlico da semente (EES). Apos,
uma porcao do EES (1,0 g) foi submetido a particdo liquido/liquido do seguinte
modo: a amostra foi dissolvida em etanol: agua (1:4) (60,0 mL) e apés adicdo do
hexano (50,0 mL) a mistura foi vigorosamente agitada. A camada organica foi
removida para dar a fracdo hexanica (este procedimento foi realizado cinco vezes).
Algumas matérias insoluveis ficaram retidas na fase aquosa, a qual foi adicionada
acetato de etila (50,0 mL) e vigorosamente agitada.

Do mesmo modo, a camada organica foi removida para produzir a fracdo
acetato-etilica (este procedimento foi realizado cinco vezes). As fragdes hexanica
(FHS), acetato de etila (FAES) e aquosa (FAS) do extrato da semente, foram
concentradas a presséao reduzida utilizando evaporador rotativo e, em seguida secou
as mesmas sob liofilizador e foram armazenadas no congelador.

Para isolar os compostos bioativos, as fragbes FHS e FAES obtidas da

particdo do extrato etandlico da semente de G. brasiliensis foram submetidas a
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cromatografia em colunas de silica gel (CC) de silica-gel (230-400 mesh)(8 x 100cm)
com eluentes de polaridade crescente(hexano/acetato de etila e acetato de
etila/etanol), sendo as fracbes concentradas em rotavapor a pressao reduzida. Estas
fracOes foram reunidas em grupos de acordo com suas semelhancas apés a analise
por cromatografia em camada fina (CCD). Quando da necessidade, foram
recromatografadas e, ou recristalizadas em metanol para obtencdo dos compostos
puros. A substancia GUT-A foi isolada a partir da fracdo acetato etilica no
Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal da UNIFAL-MG. Paralelamente,
foram usados padrées de GUT-A para efeito de comparacao e identificacdo. Sua
pureza foi avaliada pela anélise cromatogréfica.

5.2.2 Extracao e purificacdo de GUT-A

As sementes de G. brasiliensis foram secas ao ar, trituradas e delas extraiu-se
0 extrato por percolacdo com acetato de etila a temperatura ambiente durante 24
h. O processo foi repetido até todo o material ter sido extraido e o solvente foi
removido sob pressdo reduzida para fornecer um extrato de acetato de etila
bruto. Esse extrato foi entdo submetido & cromatografia em coluna sobre gel de
silica, eluida com misturas de polaridade crescente de hexano/acetato de etilo para
fornecer GUT-A pura como um sélido amarelo. A sua estrutura foi confirmada por
varias técnicas espectroscopicas (IR, UV, RMN e EM) em comparacdo com 0s
dados da literatura e com padrdes existentes no Laboratério de Fitoquimica e
Quimica Medicinal da UNIFAL-MG (FIGURA 10).

Todos os procedimentos relativos a obtencdo dos extratos e fracfes, bem
como a extracdo e purificagdo da GUT-A foram realizados por pesquisadores do
grupo supervisionados pelo Prof. Dr. Prof. Marcelo Henrigue dos Santos, no

Laboratdério de Fitoquimica e Quimica Medicinal da UNIFAL-MG.
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FIGURA 10: Esquema do ensaio biomonitorado para extragdo e purificacdo dos
constituintes a partir da semente de G. brasiliensis.
Fonte: o autor

5.2.3 Analises Cromatograficas

Os cromatogramas do extrato, das fra¢des e da substancia pura foram obtidos
em um aparelho de Cromatografia Liquida (Shimadzu UFLC 20), usando uma coluna
NST (Nano Separation Technologies) C18-154605 (150 x 4,6mm; 5,0 ym de
tamanho de particula), em acordo com Almeida et al. (2008). A fase madvel foi
constituida de uma mistura de solu¢cdo de acido acético 5 mmol/L (eluente A) e
metanol/ acido acético 0,1% v/v (eluente B). O volume de injecao foi de 20,0 L, e
fluxo de 1,0 mL/min. Durante os 10 minutos iniciais a analise foi realizada com
50,0% de B, em seguida a concentracdo de B aumentou linearmente até 100,0 %
em 20 min e seguiu 100,0 % de B até 30 min. Depois a concentracdo de B foi
retomada a inicial para preparar a coluna para a proxima analise. Os cromatogramas
foram obtidos em 254 nm e seus picos foram comparados com padrdes previamente

isolados no laboratorio.
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5.3 Ensaios esquistossomicidas

5.3.1 Parasitos

A cepa LE (Luiz Evangelista) de Schistosoma mansoni € rotineiramente
mantida por passagens em série em caramujos Biomphalaria glabrata e
camundongos Swiss. A cepa LE vem sendo mantida durante mais de 30 anos no
Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz. Os procedimentos
realizados com os animais foram submetidos a Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Fundacédo Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ).

5.3.1.1 Caramujos

Os caramujos foram mantidos em laboratério dentro de um aquéario com agua
corrente, boa oxigenacédo, apresentando pH entre 7,2 a 7,8 e isenta de cloro, cobre
ou zinco, que dificultam a sobrevivéncia dos mesmos. A linhagem da espécie
Biomphalaria glabrata era susceptivel as cepas de S. mansoni, mantidas em
laboratorio. (PELLEGRINO e KATZ, 1968).

5.3.1.2 Infeccdo e exame dos caramujos

A infeccdo desses moluscos, como rotina, € feita com 10 miracidios de S.
mansoni por caramujo, deixando-os juntos por algumas horas. Os caramujos foram
transferidos para uma estufa ou sala e mantidos a 28°C. Ap6s 30 dias, examinaram-
se os caramujos, colocando-os individualmente em pequenos vidros com agua e
expostos a luz, quando 60 a 80% dos caramujos estavam eliminando cercarias e 0s
nao infectados foram eliminados. Os caramujos infectados viveram em torno de 40
dias (PELLEGRINO e KATZ, 1968).
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5.3.2 Animais utilizados

Foram usados na parte experimental camundongos Swiss, fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade pesado em média 20g, nascidos e criados
no biotério do Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz. Os
animais foram mantidos em gaiolas devidamente identificadas e alimentados com
racdo comercial e agua potavel.

As cercarias de S. mansoni, cepa LE (Luis Evangelista), usadas para
infeccdo, foram fornecidas pelo Moluscario do CPgRR, onde o ciclo do parasito é
mantido rotineiramente, por mais de 30 anos, utilizando-se o modelo Biomphalaria

glabrata — camundongo - Biomphalaria glabrata.

5.3.3 Infeccdo dos camundongos

Os caramujos foram expostos a luz por 2 horas e o liquido contendo as
cercarias foi transferido para um unico béquer, originando um pool de cercarias
provenientes de caramujos. De cada béquer, foi retirada uma aliquota de,
aproximadamente, 0,3mL que foram contadas com auxilio de uma lupa. As aliquotas
eram ajustadas, a fim de se obter uma concentracdo equivalente a mais ou menos
20 + 5 cercérias, para cada volume de 0,1mL.

Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente, por via
subcuténea, segundo a técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968). A infeccao foi
realizada utilizando uma seringa de aco-inox com volume ajustavel.

Praticamente todos os animais infectaram-se, e a taxa de recuperacéo girou
em torno de 20-30 vermes adultos, 45 dias apos a infec¢do. Para que ndo houvesse
desproporcdo entre 0s esquistossomos machos e fémeas recuperados, foram

utilizadas cercarias provenientes de 30 ou mais caramujos infectados (KATZ, 2007).

5.3.4 Obtencéao dos parasitos

Os vermes adultos do parasito foram obtidos por perfusdo murina manual do
sistema porta-hepatico de camundongos albino Swiss, os quais eram infectados e
permaneciam por sete semanas. A técnica de perfusdo murina manual descrita por

Smithers e Terry (1965) € utilizada principalmente para recuperacao de vermes para
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cultivo ou para quando é necessario obter vermes com menos lesées, uma vez que
essa técnica injeta menor pressao no interior do organismo.

Camundongos com 6 a 7 semanas de infeccdo foram sacrificados por
“overdose” de pentobarbital sédico 3,0 % (Hypnol - Fontoveter), administrado por via
intraperitoneal (x 0,2 mL). Os vermes adultos de S. mansoni foram obtidos através
da perfusao retrégrada do figado, onde se fez a exposi¢do das visceras abdominais
e do coracgdo, 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
coracgao foi injetado meio de cultura RPMI — 1640, pH 7,4 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) heparinizado (0,016 % = 0,83 Ul/mL), obtendo-se assim, o0s
parasitos. Estes foram lavados com meio de cultura RPMI — 1640, contendo 0,3 %
de soro fetal bovino (SFB) (Gibco Limited, Paisley, Scotland).

54 Avaliacdo da atividade in vitro do extrato etandlico da semente de
Garcinia brasiliensis (EES) de suas fracdes: hexanica (FHS), acetato de
etila (FAES) e aquosa (FAS) e da molécula isolada GUT-A sobre vermes

adultos de S. mansoni

Foi feita, inicialmente, uma triagem com os extratos etanodlicos da semente de
Garcinia brasiliensis na concentracéo de 2,0mg/mL, utilizando trés grupos controle: o
Praziquantel - PZQ (farmaco referéncia), o RPMI (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) e o Metanol.

Na realizacdo do experimento, o farmaco testado foi adicionado na
concentracdo desejada aos poc¢os da placa de cultura contendo quatro casais de
vermes recuperados pela perfusdo murina manual e 4 mL de meio RPMI-1640
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) acrescido de 5% de SFB (Gibco Limited,
Paisley, Scotland) e 100uL/mL de antibidtico penicilina/estreptomicina (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). A placa foi levada a estufa 37°C e 5% de CO,
por aproximadamente 30 minutos (OLIVEIRA et al., 2006).

Em testes realizados com o PZQ, utilizou-se concentragfes de 2ug/mL, que
foram adicionadas em placas de Petri contendo quatro pares de vermes adultos,
ficando estes expostos por 12 horas. No dia seguinte, os vermes foram lavados trés

vezes e transferidos para frascos contendo o mesmo meio de cultura sem farmaco.
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A droga foi dissolvida em metanol e nos pogos controle foi adicionado metanol na
mesma concentracao (KUSEL et al., 2006).

A microscopia foi realizada nos periodos de 2h, 24h e 48h, sendo que apds o
periodo de 24h os pocos eram novamente lavados para que a droga fosse retirada
do contato com o0s vermes, com a remocado de meio de cultura dos pogos e
acréscimo da mesma quantidade de meio estéril por varias vezes até perceber que a
droga foi retirada.

Durante as leituras, cada poco foi observado, onde se verificou a viabilidade
dos vermes, o grau de mobilidade, acasalamentos entre os vermes, contracdes e
encurtamentos, morfologia, desprendimento de tegumento e presenca de ovos nas
placas. Ao término do periodo de observacdo, os parasitos que permaneciam
imoéveis por algumas horas ou se apresentam opacos, foram considerados mortos
(KATZ, 2007).

5.5 O uso de sondas fluorescentes na avaliacdo in vitro de atividade
excretora e danos no tegumento causada pela GUT-A em vermes

adultos do Schistosoma mansoni

5.5.1 Microscopia de Fluorescéncia

Para avaliar o efeito da GUT-A sobre o funcionamento do sistema excretor e
sobre a camada superficial do tegumento do verme adulto de S. mansoni foram
utilizados dois marcadores fluorescentes (sondas): a sonda Resorufin e a sonda
Hoechst 33258.

5.5.2 Avaliacao da atividade excretora apds exposicdo a GUT-A

Camundongos infectados com cercarias, apos 45 dias da infeccdo, foram
perfundidos, seguindo a técnica de perfusdo manual, descrita anteriormente. Quatro
pares de vermes foram colocados em placas de cultura, mantidos em 4mL de meio
de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), acrescido de 5%
de SFB (Gibco Limited, Paisley, Scotland) inativado pelo calor e 100uL/mL de

antibiotico penicilina/estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA. Em
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seguida, foi adicionado a cada poco 10uL de sonda Resorufin (Sigma — solucéo
estoque 10mg/mL) e colocados em estufa 37°C e 5% de CO; por 30 minutos.

Apés serem lavados por cinco vezes para retirada do excesso de sonda,
foram adicionados nos pocos 40,0 uL de metanol (controle), 2,5 uL (2,0 pg/mL) de
uma solucao estoque de PZQ a 0,8 mg/mL (controle) , e GUT-A nas concentragdes
16 pg/mL, 18 pg/mL e 20 pg/mL a partir de uma solucdo estoque 2,0 mg/mL. Um
dos pocos foi usado como controle, permanecendo somente com meio RPMI-1640
suplementado. Posteriormente, foram colocados em estufa a 37°C e 5% de CO, por
15 minutos. Os pogos foram novamente lavados por cinco vezes com meio de
cultura, transferidos para laminas de vidro delimitadas com vaselina, para evitar o
extravasamento, com pequena quantidade de meio de cultura suplementado com
1,0% de pentobarbital sédico a 3,0 % (Hypnol — Fontoveter), para inibir a

movimentagao dos parasitos.

| Meios de Cultura contendo Vermes adultos de 5. mansomnd |
r ‘ . = W = by ¥ . X - o . by

I

25pg/ml de marcador Resorufim

I

Estufa de CCO: 5% a I7°C por 30 min

I

Lavar por 5 vezes cada pogo

U

Colocar em lamina e analisar
em Microscopia de Fluorescéncia

Il

Tratar com as concentragdes desejadas do farmaco e
fazer novas analise em Microscopia de Fluorescéncia

FIGURA 11: Esquema pratico para marcacédo com a sonda Resorufin.
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Foram, entdo, levados para observacdo em microscopio de fluorescéncia
(Nikon — Eclipse 80i) utilizando filtro Rodamina para Resorufin (excitacdo/emissao

maxima da Resorufin 571/585 nm)

5.5.3 Avaliacdo de dano no tegumento ap0s exposicdo a GUT-A

Camundongos infectados com cercérias, apdés 45 dias da infeccdo, foram
perfundidos, seguindo a técnica de perfusdo manual, descrita anteriormente. Quatro
pares de vermes foram colocados em placas de cultura contendo 4 mL de meio
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), acrescido de 5% de SFB
(Gibco Limited, Paisley, Scotland) inativado pelo calor e 100uL/mL de antibidtico
penicilina/estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Nos poc¢os
foram adicionados 40,0 yL de metanol usado como controle, 2,5 pL (2,0 pg/mL) de
uma solugcéo estoque de PZQ a 0,8 mg/mL (controle) e nas concentracdes 16
pg/mL, 18 pg/mL e 20 pg/mL a partir de uma solucdo estoque 2,0 mg/mL Estas
placas foram incubadas por 24 horas a 37°C com 5,0 % CO,.

Ao final deste periodo, os vermes foram lavados 5 vezes com 4mL de meio de
RPMI-1640 suplementado. Foram acrescentados 10uL da sonda Hoechst 33258
(Sigma; solucdo estoque 10mg/mL), e os vermes incubados novamente por 15
minutos em estufa 37°C e 5% de CO,. Os vermes foram lavados por cinco vezes
com meio de cultura, transferidos para laminas delimitadas com utilizando filtro DAP
para Hoechst 33258 (excitacdo/emissdo maxima da Hoechst 352/455 nm). Os

experimentos que utilizaram a marcagdo com sondas foram realizados em triplicatas.
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FIGURA 12: Esquema pratico para marcagdo com a sonda Hoechst 33258.

5.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism (verséo 5.0).
A regressao linear foi usada para obtencdo do valor de EDsy. 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. Os ensaios foram realizados em triplicatas e cada ensaio

foi repetido por trés vezes.
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6 RESULTADOS

6.1 Andélise cromatogréfica, limite de deteccdo e quantificacdo do EES de

Garcinia brasilensis

Para analise do extrato etandlico de Garcinia brasiliensis foi obtido o
cromatograma conforme FIGURA 13. Os tempos de retencdo, a area e a
quantificacdo das substancias isoladas no extrato e nas fragdes estao representados
na TABELA 1. Alguns compostos, flavondides e outros, que ndo foram identificados
estdo sendo investigados no Laboratério de Fitoquimica e Quimica Medicinal da
UNIFAL-MG (LFQM).

Andlise quimica do EES identificou a GUT-A com uma porcentagem em area
de 58.4599, sendo assim o constituinte majoritario (FIGURA 13).
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FIGURA 13: Cromatogramas obtido por cromatografia liquida alta eficiéncia:
cromatograma do Extrato Etandlico da Semente de Garcinia brasiliensis
mostrando a separacdo da GUT-A (25,425 min).
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TABELA 1: Principais componentes encontrados no extrato etanélico da semente de

G. brasiliensis identificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Tempo de Retengdo Conc. Area Area% Altura Uv max
23,735 0,74902 97611 0,7490 21404 302,000
24,850 17,24757 2247669 17,2476 230963 262,329
25,077 3,89726 507883 3,8973 58937 264,325
GUT-A>| 25,425 58,45990 7618377 58,4599 828001 249,361
26,065 19,44956 2534628 19,4496 326256 298,000

6.2 Andlise cromatografica, limite de detec¢cdo e quantificacdo das fracdes

FHS, FAES e FAS obtidas por particéo

Na andlise da FAES identificou-se a GUT-A como constituinte majoritario,

como mostrado na FIGURA 14 e TABELA 2. Os demais picos sdo de outros

flavondides identificados pelo Laboratorio de Fitoquimica e Quimica Medicinal da

UNIFAL-MG (LFQM), porém sem interesse para o presente estudo.
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FIGURA 14: Cromatogramas obtido por cromatografia liquida alta eficiéncia:

(A) Cromatograma da FHS do EES de G. brasiliensis, mostrando a separacdo
da GUT-A (25,446 min). (B) Cromatograma da FAES do EES de G. brasiliensis
mostrando a separacdo da GUT-A (25,398 min). (C) Cromatograma da FAS do
EES de G. brasiliensis mostrando a separacdo da GUT-A (25,410 min).(D)
Cromatograma do padrdo da GUT-A mostrando o tempo de retengéo (25,423

min).
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TABELA 2: Principais componentes encontrados na fracdo acetato etilica da
semente de G. brasiliensis identificados por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia.

Tempo de
Retencao Conc. Area Area% Altura Uv max Substéancia
22,949 1,11394 98394 1,1139 15139
23,435 0,61148 54011 0,6115 10251
23,573 0,44005 38869 0,4400 5908
23,699 0,68769 60743 0,6877 11444 265
23,908 1,35667 119834 1,3567 11555 272,301
24,260 3,02375 267087 3,0237 21998 266
24,413 2,76871 244560 2,7687 23328
24,829 8,11336 716651 8,1134 59985 300
25,398 54,02635 4772135 54,0264 553170 247,361 GUT-A
26,033 25,87967 2285945 25,8797 297035 298
27,748 1,82298 161023 1,8230 9934 291

Na FAES foi encontrada uma maior concentracdo de GUT-A devido a essa
molécula ser mais apolar. Nas fracbes hexanica e aquosa, as concentracdes de
GUT-A encontradas ndo apresentaram valores significativos. As demais substancias

nao foram objetos de estudo nesse presente trabalho.

6.3 Avaliacdo da atividade in vitro do extrato etanélico da semente (EES) de

Garcinia brasiliensis sobre vermes adultos de S. mansoni

Os vermes expostos as concentracbes de 50,0 , 75,0 e 100,0 pg/mL do
extrato etandlico da semente de G. brasiliensis apos 2 horas em contato com o
extrato apresentavam significativo movimento, porém, ap0s 24 horas em contato
com o extrato eles ndo se movimentavam mais. Os vermes machos apresentavam-
se enrolados; as fémeas alongadas e com as extremidades enroladas, com
presenca de bolhas no tegumento e assim permaneceram ao longo de todo o
experimento (TABELA 3). Os vermes do grupo controle apresentavam movimentos e
morfologia normais e além de terem iniciado a postura de ovos durante as primeiras
24 horas.
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TABELA 3: Andlise dos parametros esquistossomicidas do extrato etandlico da

semente de Garcinia brasiliensis nas concentra¢des 50,75; 100 ug/mL.

Acasalamento/ Contracéo e

. Motilidade Morfologia/ Encurtamento/

Substancia  concentracao Presencade  Desprendimento
(Mg/mL) ovos do Tegumento

2h  >24h 2h  >24h 2h > 24h

CONTROLE 0 +++ +++ - A -I- -I-

EES 50,0 ++ - -I-1- -I-1- +/- +/+
75,0 ++ - +/-/- +/-/- +/+ +/+
100,0 + - +/-/- +/-1- +/+ +/+
PZQ 2,0 + - +/-1- +/-/- +/- +/+

+++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento.

+/+/- acasalados/sem alteracbes morfoldégicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+
acasalados/sem alteracdes morfologicas aparentes/ presengca de ovos, -/-/- vermes
desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de ovos, +/-/- acasalados/Sistema
digestivo parado/ auséncia de ovos.

-/- Auséncia de contracdo e encurtamento/auséncia de desprendimento e/ou bolha no
tegumento, +/+ presenca de contracdo e encurtamento/presenca de desprendimento e/ou
bolha no tegumento, +/- presenca de contracdo e encurtamento/auséncia de
desprendimento e/ou bolha no tegumento, -/+ auséncia de contracdo e
encurtamento/presenca de desprendimento e/ou bolha no tegumento.

EES: Extrato etandlico da semente; PZQ: Praziquantel.

6.3.1 Calculo do EDsgdo EES de G. brasiliensis

O EES apresentou EDgy em torno de 98,0 ug/mL contra vermes adultos de S.
mansoni in vitro. A partir do EDgy foi calculado o EDsy obtendo um valor de
64,0 ug/mL, como representado na figura abaixo (FIGURA 15).

Como foi observada atividade no EES de G. brasiliensis, fez-se necessario
testar as fracbes obtidas por particdo: hexanica (FHS), acetato de etila (FAES) e
aguosa (FAS).
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FIGURA 15: Atividade in vitro do EES sobre a viabilidade dos vermes adultos de S.
mansoni. Pares de vermes adultos expostos a diferentes concentracdes do
EES. O meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado, foi
usado como controle negativo. Praziquantel (PZQ 2,0 ug/mL) foi usado como
controle positivo. Os dados sao apresentados com a média de trés
experimentos. * P <0,0001.

6.4 Avaliacao da atividade in vitro da FHS obtidas por particdo do EES de G.

brasiliensis sobre vermes adultos de S. mansoni

A concentracdo minima analisada da fracdo hexanica que apresentou
atividade esquistossomicida foi de 50,0 pg/mL. Ap6s 2 horas em contato com o
extrato, 0s machos apresentavam enrolados, com pouco movimento; as fémeas
apresentavam-se paradas. Na andlise realizada ap0s 24 horas do tratamento, 0s
machos apresentavam-se imoéveis. Verificou-se que, tanto os machos quanto as
fémeas, estavam enrolados e bolhas no tegumento foram observadas,

permanecendo assim ao longo de todo o experimento (TABELA 4).

6.4.1 Calculo do EDsgda FHS

A FHS apresentou EDgg em torno de 97,0 ug/mL contra vermes adultos de S.
mansoni in vitro. A partir do EDgy foi calculado o EDsy obtendo um valor de 64,0

pg/mL, como representado nos gréaficos abaixo (FIGURA 16).
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FIGURA 16: Atividade in vitro do FHS sobre a viabilidade dos vermes adultos de S.
mansoni. Pares de vermes adultos expostos a diferentes concentragbes do
FHS. O meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado, foi
usado como controle negativo. Praziquantel (PZQ 2,0 ug/mL) foi usado como
controle positivo. Os dados sao apresentados com a média de trés
experimentos. * P <0,05.

6.5 Avaliacdo da atividade in vitro da FAES obtidas por particdo do EES de

G. brasiliensis sobre vermes adultos de S. mansoni

Para a FAES, a concentracdo minima que apresentou atividade
esquistossomicida foi de 75,0 ug/mL. Nas analises feitas apés 2 horas em contato
com o extrato, machos e fémeas apresentavam movimentacdo moderada. Apés 24
horas do tratamento com o extrato, os vermes estavam todos imoéveis. Tanto os
machos quanto as fémeas apresentavam-se enrolados, com fémeas apresentando
bolhas no tegumento. Em andlises ocorridas ap6s 48 horas, ndo houve mudancas
significativas (TABELA 4). Os vermes no grupo controle apresentavam movimentos

e morfologia normais, com postura de ovos durante as primeiras 24 horas.
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6.5.1 Calculo do ED5sgda FAES

A FAES apresentou EDgo em torno de 90,0 pg/mL contra vermes adultos de S.
mansoni in vitro. A partir do EDgy foi calculado o EDsy obtendo um valor de

71,0 pg/mL, como representado nos graficos abaixo (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Atividade in vitro do FAES sobre a viabilidade dos vermes adultos de S.
mansoni. Pares de vermes adultos expostos a diferentes concentracdes do
FAES. O meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado, foi
usado como controle negativo. Praziquantel (PZQ 2,0 ug/mL) foi usado como
controle positivo. Os dados sdo apresentados com a média de trés
experimentos. ** P <0, 001.

6.6 Avaliacdo da atividade in vitro da FAS obtidas por particdo do EES de G.

brasiliensis sobre vermes adultos de S. mansoni

Os vermes foram expostos as concentracées de 100,0 pg/mL e 200,0 pg/mL
da fracdo aquosa da particdo do extrato etandlico da semente de G. brasiliensis. Nas
analises microscopicas realizadas apos 2 horas e 24 horas da exposi¢cdo ao extrato
aguoso ndo se verificou alteragcbes significativas em comparacdo com O grupo
controle (FIGURA 18). O tegumento estava aparentemente sem modificagdes, 0s

vermes apresentavam similaridade com os do grupo controle (TABELA 4).
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FIGURA 18: Atividade in vitro do FAS sobre a viabilidade dos vermes adultos de S. mansoni.
Pares de vermes adultos expostos a diferentes concentragdes da FAS. O meio
RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado, foi usado como
controle negativo. Praziquantel (PZQ 2,0 pg/mL) foi usado como controle
positivo. Os dados sao apresentados com a média de trés experimentos.
* P <0,0001.

6.7 Comparacao dos resultados in vitro do EES e das fracdes, FHS, FAES,

FAS, em relacédo ao controle PZQ sobre vermes adultos S. mansoni

A TABELA 4 compara os resultados obtidos em relacdo a atividade
esquistossomicida (EDgp) frente exposicédo ao EES, e as suas fracbes FHS, FAES e
FAS.
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TABELA 4: Andlise dos parametros esquistossomicidas das fracdes hexanica,
acetato de etila e aquosa, obtidas da semente de Garcinia brasiliensis

frente ao EDq.

Acasalamento/ Contracéo e
Motilidade Morfologia/ encurtamento/
Substancia  EP® Presenca de Desprendimento
(Mg/mL) ovos do Tegumento
2h > 24h 2h > 24h 2h > 24h
CONTROLE 0 +++ +++ +/+/- ++/+ -I- -I-
EES 94,0 + - -I-1- -I-1- +/- ++
FHS 97,0 + - -I-1- -I-1- +/- +/+
FAES 89,0 + - -I-1- -I-1- +/- +/-
FAS 200,0 +++ +++ +/+/- +/+/- -I- -I-
PZQ 2,0 + - +/-/- +/-/- +/- +/+

+++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento.

+/+/- acasalados/sem alteracbes morfoldégicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+
acasalados/sem alteracdes morfolégicas aparentes/ presenca de ovos, -/-/- vermes
desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de ovos, +/-/- acasalados/Sistema
digestivo parado/ auséncia de ovos.

-/- Auséncia de contracdo e encurtamento/auséncia de desprendimento e/ou bolha no
tegumento, +/+ presenca de contracdo e encurtamento/presenca de desprendimento e/ou
bolha no tegumento, +/- presenca de contracdo e encurtamento/auséncia de
desprendimento e/ou bolha no tegumento, -/+ auséncia de contracdo e
encurtamento/presenca de desprendimento e/ou bolha no tegumento.

EES: Extrato etandlico da semente; FHS: Fracdo hexanica; FAES: Fracdo acetato de
etila; FAS: Fracdo aquosa; PZQ: Praziquantel.

6.8 Avaliacdo da atividade in vitro do composto purificado GUT-A sobre

vermes adultos de S. mansoni

Como foi observada atividade no EES de G. brasiliensis, assim como em suas
fracbes (FHS e FAES) obtidas por particao, foi feito a op¢do por analisar a atividade
esquistossomicida da fracédo purificada GUT-A (TABELA 5).

Os vermes foram expostos a diferentes concentracdes de GUT-A, com ampla
variacdo nessas concentragfes, que variaram de 5 pg/mL até 100,0pg/mL. Nas
andlises realizadas por microscopia, ap6s 24 horas em contato com a fragédo
purificada, os vermes se apresentaram iméveis a partir da concentracdo de
18,0 pg/mL da substancia, e assim eles permaneceram ao longo do experimento
(TABELA 5). Em analise realizada apos 2 horas, ndo se verificou contragdo nos
vermes, permanecendo assim nas andlises posteriores. Bolhas e desprendimento no

tegumento foram observados na concentracdo de 18 pg/mL nas leituras realizadas
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apos as 24 horas de exposi¢cao com a GUT-A (FIGURA 20). Nao houve ovoposicao
por parte das fémeas, mesmo em concentragcbes menores analisadas. Os vermes
nos grupos de controle apareceram com movimentos e morfologia normais,

apresentando ovos durante as primeiras 24 horas (TABELA 5).

TABELA 5. Analise dos parametros esquistossomicidas da GUT-A em vermes

adultos de Schistosoma mansoni

Contracéo e

Acasalamento/
N Morfologia/ encurtamento/
A Concentracao Motilidade Desprendimento
Substancia & Presenca de
(ug/mL) OVOS do Tegumento
2h  >24h 2h >24h 2h > 24h
Controle 0 +++ +++ +/+/- +/+/+ -/- /-
PZQ 2,0 + - +/-1- +/-/- +/- +/+
20,0 - - -/-1- -[-1- +/+ +/+
GUT-A 18,0 - - -I-I- -1 +- +/+
16,0 + + -[+]- -[-1- +/- +/-

+++ movimento normal, + pouco movimento, - sem movimento.

+/+/- acasalados/sem alteracbes morfolégicas aparentes/ auséncia de ovos, +/+/+
acasalados/sem alteracdes morfoldgicas aparentes/ presengca de ovos, -/-/- vermes
desacasalados/sistema digestivo parado/auséncia de ovos, +/-/- acasalados/Sistema
digestivo parado/ auséncia de ovos.

-/- Auséncia de contracdo e encurtamento/auséncia de desprendimento e/ou bolha no
tegumento, +/+ presenca de contracdo e encurtamento/presenca de desprendimento e/ou
bolha no tegumento, +/- presenca de contracdo e encurtamento/auséncia de
desprendimento e/ou bolha no tegumento, -/+ auséncia de contracdo e
encurtamento/presenca de desprendimento e/ou bolha no tegumento.

GUT-A: Guttiferona-A; PZQ: Praziquantel.

6.8.1 Calculo do EDsgda GUT-A

A molécula bioativa GUT-A apresentou EDgg em torno de 35,0 pg/mL contra
vermes adultos de S. mansoni in vitro. A partir do EDg foi calculado o EDsp obtendo

um valor de 21,8 pg/mL, como representado nos graficos abaixo (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Atividade in vitro da GUT-A sobre a viabilidade dos vermes adultos de S.
mansoni. Pares de vermes adultos expostos a diferentes concentracdes de
GUT-A. O meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino inativado, foi
usado como controle negativo. Praziquantel (PZQ 2,0 ug/mL) foi usado como
controle positivo. Os dados sdo apresentados com a média de trés
experimentos. * P <0,05.

FIGURA 20: Avaliacédo in vitro do efeito da Guttiferona A sobre o tegumento de vermes
adultos de S. mansoni. A: S. mansoni acasalados ndo expostos a droga
(Grupo Controle). B: S. mansoni macho ndo exposto a droga (Grupo
Controle). C e D: S. mansoni acasalados expostos a GUT-A 18 pg/mL: As
setas mostram presenca de bolhas no tegumento. Aumento 40x.
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Para avaliar a atividade excretora e o dano causado no tegumento dos
vermes adultos de S. mansoni pela GUT-A, os vermes adultos foram expostos as

sondas fluorescentes, Resorufin e Hoechst 33258.

6.9 Marcacdo do sistema excretor dos vermes adultos com a sonda
Resorufin apds exposi¢cdo a GUT-A

Avaliou-se a atividade da molécula GUT-A sobre o sistema excretor de
vermes adultos machos e fémeas de S. mansoni. No sistema excretor dos vermes,
na regido dos principais tubulos e ramificacbes, quando marcados com a sonda
Resorufin, in vitro, sem o tratamento com a GUT-A apresentou-se fluorescente,
assim como no controle. Apds a exposi¢do a GUT-A, o sistema excretor apresentou
uma difusdo da sonda Resorufin; ndo sendo possivel a visualizacdo dos
microtubulos e ramificacBes periféricas, 0 mesmo visto no tratamento com o PZQ
(FIGURA 21).

6.10 Avaliacdo dos danos tegumentares nos vermes adultos de S. mansoni

apds a exposicao in vitro a GUT-A utilizando a sonda Hoescht 33258

Em testes realizados com a sonda Hoescht 33258, as regides fluorescentes
sao indicativas de les6es no tegumento dos vermes adultos de S. mansoni (FIGURA
22). Os parasitos representados nas figuras A e B ndo foram expostos a GUT-A in
vitro e, portanto, ndo apresentaram danos no tegumento. Nas figuras C e D, os
parasitos acasalados forma marcados com a sonda Hoescht 33258 e expostos a
2 pg/mL de PZQ,sendo visiveis os danos causados devido a exposi¢cao ao farmaco.

As figuras E e F apresentam vermes adultos macho e fémea de S. mansoni
marcados com a sonda Hoescht 33258 e expostos a 16 pg/mL de GUT-A . A seta
mostra pontos de fluorescéncia no tegumento da fémea, sendo indicativo de leséo
no tegumento devido a exposicao a 16 pg/mL.

Na figura G e H, vermes adultos de S. mansoni forma marcado com a sonda
Hoescht 33258 e expostos 20 ug/mL de GUT-A. Os pontos de fluorescéncia ficaram
bastante visiveis, o que demonstra uma eficacia na producdo de danos

tegumentares na concentragédo de exposigao.
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FIGURA 21: Avaliagéo in vitro do efeito da Guttiferona-A sobre o sistema excretor de vermes
adultos de S. mansoni. (A e B) S. mansoni M e F marcados com a sonda
Resorufin e ndo expostos ao PZQ. (C e D) S. mansoni M e F marcados com a
sonda Resorufin e expostos a 2 pg/mL PZQ. (E e F) S. mansoni M e F marcado
com a sonda Resorufin e expostos a 16 ug/mL de GUT-A. (G e H) S. mansoni
M e F marcado com a sonda Resorufin e expostos a 20 pg/mL de GUT-A.



FIGURA 22: Avaliagédo in vitro do efeito da Guttiferona A no tegumento de vermes adultos de
S. mansoni. (A e B) S. mansoni acasalados marcados com a sonda Hoescht
33258 e nédo expostos ao PZQ. (C e D) S. mansoni acasalados marcados com
a sonda Hoescht 33258 e expostos a 2 pg/mL PZQ. (E e F) S. mansoni M e F
marcado com a sonda Hoescht 33258 e expostos a 16 pug/mL de GUT-A. (G e

H) S. mansoni M e F marcado com a sonda Hoescht 33258 e expostos a 20
pg/mL de GUT-A.
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7 DISCUSSAO

A esquistossomose € uma doenca cronica causada por vermes trematdédeos
do género Schistosoma, que representa um grande problema de saude
negligenciado relacionado com a pobreza em muitas areas tropicais (STEINMANN et
al., 2006). A morbidade causada pela esquistossomose parece ser influenciada pela
natureza da resposta imune induzida associada com o parasito; os efeitos da
doenca sobre a formacdo de granuloma; e as patologias eliciadas por
esquistossomose em 6rgaos-alvo (CHEEVER et al., 2000).

A OMS incluiu a esquistossomose na sua lista de doencas negligenciadas e
esta verminose continua sendo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo. A esquistossomose incapacita ou mata milhares de pessoas
e representa uma necessidade meédica importante que permanece ndo atendida
(CHIRAC E TORRELE, 2006)

Na falta de uma vacina eficaz contra a esquistossomose, 0 tratamento
quimioterapico ainda € o mais indicado. O farmaco de escolha utilizado contra a
esquistossomose € o Praziquantel (PZQ), porém o0 seu uso em larga escala no
controle da esquistossomose tem acelerado a selecdo de cepas de parasitos
resistentes (KATZ et al., 1973; FALLON; DOENHOFF 1994; ARAUJO et al., 1996;
ISMAIL et al.,, 1996; BONESSO-SABADINI et al.,, 2002). Fallon e Doenhoff
(1994) identificaram isolados de Schistosoma mansoni resistentes ao PZQ e
mantiveram cepas de parasitos resistentes no laboratério em passagens por
camundongos.

No Quénia, pacientes tratados repetidamente com PZQ apresentaram
resultados menos eficazes no combate a esquistossomose. Embora este fendbmeno
nao seja significativo o suficiente para representar um problema clinico no curto
prazo, deve-se levar em conta a resisténcia a farmacos (MELMAN et al., 2009). Em
paises como o Egito, um numero crescente de pacientes demonstrou resisténcia ao
tratamento com PZQ, o que ocorreu ndo somente a resisténcia do S. mansoni, mas
também devido a outros fatores, tais como a resposta do sistema imunolégico a
infeccdo (ISMAIL et al., 1999). Sendo assim, um esfor¢co conjunto para a descoberta
de novos agentes antiparasitarios para tratar a esquistossomose se tornou muito

importante.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003839#b0230
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003839#b0070
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489412003839#b0175
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A busca de compostos antiparasitarios de fontes naturais tem aumentado ao
longo da Gltima década (DE ARAUJO et al., 2007; MAHRAN et al., 2007; OLIVEIRA
et.al., 2008; BROISSIER et al., 2009; BOTROS et. al 2009; MAGALHAES et al.,
2009, 2010). As plantas continuam sendo uma importante fonte de compostos
biologicamente ativos que podem fornecer estruturas para o desenvolvimento de
novos farmacos (TONUCI et. al. 2011) e tém sido utilizadas em todas as culturas
como fonte de medicamento, como base natural para a manutencdo de uma boa
saude. Exemplos como o Zingiber officinale, Nigella sativa e Asparagus officinalis,
Chenopodium ambrosioides, Conyza dioscorides e Sesbania sesban, Allium cepa,
tem sido estudados como produtos naturais com atividade esquistossomicida
(KAMEL et al., 2011; MONA et al., 2011).

Neste contexto, o presente trabalho avaliou o potencial esquistossomicida do
extrato etandlico da semente de Garcinia brasiliensis, e suas fracdes hexanica,
acetato etilica e aquosa, obtidas por particdo e da molécula isolada Guttiferona-A
(GUT-A).

Os testes experimentais desse estudo foram realizados in vitro em vermes
adultos machos e fémeas de S. mansoni, obtidos por perfusdo (OLIVEIRA et.al.;
2006). As analises realizadas foram em relacdo a atividade motora dos parasitos,
aos aspectos morfolégicos dos mesmos e as alteracdes ocorridas no tegumento de
S. mansoni. Todos estes efeitos ocorreram de uma forma dose-dependente. As
analises revelaram alteracdes morfologicas tegumentares que ocorreram apds a
incubacdo de vermes adultos de S. mansoni em concentracdes superiores a
50,0 pg/mL para os extratos e fracdes e a superior a 18,0 ug/mL para GUT-A. Vérios
parametros, tais como alteracdes sobre a integridade do tegumento, motilidade,
assim como a interrupcdo da ovoposicdo e auséncia de acasalamentos, muitas
vezes sdo avaliados como indicadores de atividade biolégica e toxicidade em
estudos com espécies de Schistosoma (BOISSIER et al., 2009; MAGALHAES et al.,
2009; MAGALHAES et al., 2010).

Os resultados mostram que o extrato etanolico da semente (EES) da G.
brasiliensis apresentou atividade EDgy em torno de 100 pg/mL. Para as fragbes
hexanica (FHS) e acetato de etila (FAES) obtidas por particdo, a atividade EDgg
apresentou-se em torno de 97,0 e 90,0 ug/mL, respectivamente. O EDsg para o EES

foi de 64,0 pg/mL, enquanto que nas fracdes FHS e FAES, o EDsp foi de 64,0 e
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71,0 pg/mL, respectivamente. A fracdo aquosa ndo apresentou atividade em
200,0 pg/mL, que foi a maior dose testada. Extratos de Phyllanthus amarus,
conhecida popularmente como quebra-pedra, foram utilizados em testes contra o S.
mansoni da linhagem BH em Mus musculus infectados (OLIVEIRA, 2008).
Comumente utilizada no tratamento de doencas hepaticas e urogenitais, quando
empregada sobre o S. mansoni, P. amarus ocasionou reducédo de até 63,0 % no
namero de vermes e cessou a postura de ovos evidenciando uma potencial
atividade esquistossomicida da planta (OLIVEIRA, 2008). A maioria das atividades
biolégicas de produtos naturais em extratos de propolis, como antimicrobiano,
tripanocida e antitumoral sdo associadas principalmente aos seus compostos
prenilados, sendo isso verdadeiro talvez para benzofenonas (SASAKI et al., 2012).

Nos estudos realizados com a molécula isolada GUT-A, a atividade
esquistossomicida significativa foi presenciada a partir da concentracdo de
18,0 pg/mL nos ensaios in vitro . A partir dessa concentracado foi capaz de matar
100,0 % dos parasitos, com 24 horas de incubacédo, permitindo chegar ao valor do
EDsp em 21,8 pg/mL (FIGURA 19). O valor de EDsy é util para estabelecer e
monitorar a susceptibilidade de farmacos e perfis de resisténcia da cepa do parasita
(CIOLI ; 2004). Segundo Pereira (2008), em ensaios realizados com a GUT-A em
Leishmania (L.) amazonensis, o valor de EDsp para as formas promastigotas foi de
18.12 pug/mL, enquanto que para as formas amastigotas o EDs foi de 2,93 pg/mL.

A analise por microscopia revelou danos progressivos sobre a superficie,
provocando bolhas e despreendimento no tegumento. O tegumento é extremamente
importante para 0 sucesso da infeccdo e sobrevivéncia no hospedeiro. Essa
estrutura desempenha um papel fundamental na protecdo contra o ataque do
sistema imunolégico do hospedeiro, além da capacidade de absorver nutrientes,
moléculas e sintetizar algumas proteinas (LIMA et. al. 1994). Com isso, tem sido um
alvo importante para o desenvolvimento de farmacos esquistossomicidas. As
alteracdes na superficie do tegumento tém um efeito dependente da dose. Esses
danos tegumentares foram semelhantes aos relatados em estudos com PZQ
(WILLIAM et al., 2001). O dano tegumentar ocorre apés incubacbes com doses
menos elevadas do que as concentracdes letais, sugerindo que a morte do verme é
causada por mecanismos diferentes. Contudo, o dano tegumentar pode nao resultar

sempre em morte (SHUHUA et al.,, 2000). Lesdes graves no tegumento foram
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relatadas em vermes adultos fémeas de S. mansoni, quando tratados com
artemether (XIAO et al., 1985, 2000). Os medicamentos usados atualmente contra a
esquistossomose, como PZQ (SHUHUA et al., 2000, WILLIAM et al., 2001), e os
farmacos experimentais,como a Mefloquina (MANNECK et al., 2010) e Artemeter
(XIAO et al., 2000) agem através do dano no tegumento do verme. No presente
trabalho, os vermes machos tratados com PZQ foram mais suscetiveis a acao
tegumentar do que fémeas.

Para verificar os danos causados no tegumento dos vermes adultos de S.
mansoni foi usado a sonda Hoechst 33258, que € um marcador especifico para o
DNA das células. A sonda Hoechst 33258, que se liga ao DNA das células, é muito
sensivel na marcacdo das regides onde ha presenca de dano, sendo que qualquer
estrago ou lesdo no tegumento do verme, por menor que seja, € marcado
precisamente por esta sonda (OLIVEIRA et al., 2006). A utilizagdo desse marcador
fluorescente nos experimentos realizados demonstrou que em concentracbes a
partir de 16,0 pg/mL de GUT-A in vitro foi capaz de lesionar o tegumento dos
parasitos, sendo que nos machos esses danos foram mais evidenciados que nas
fémeas de S. mansoni .

Ainda assim, os mecanismos pelo quais o extrato etandlico da semente, as
fracOes testadas e a GUT-A exercem seus efeitos sobre o tegumento ainda néo
foram elucidados. Sato et al. (2002) observaram o efeito modulador de alguns
farmacos, previamente conhecidos por interagirem com proteinas transportadoras
de células animais, sobre o sistema excretor do verme adulto macho de S. mansoni.
Para tanto, fizeram uso de uma sonda fluorescente denominada Resorufin, que
difunde-se e é excretada passivamente através do tegumento integro do parasito, a
qual por sua vez é um substrato da P-glicoproteina . A marcacdo dos parasitos com
a sonda Resorufin mostrou que 18,0 ug/mL de GUT-A foram capazes de paralisar a
atividade excretora dos vermes adultos de S. mansoni. Tal fato pdde ser observado
pelo impedimento de saida da sonda (substrato da P- glicoproteina - PGP) para o
meio externo, ocasionado pela presen¢a da GUT-A. Sendo assim, suspeita-se que,
de alguma forma, a GUT-A atue no sistema excretor, interferindo na atividade da
PGP. Esse mecanismo também ainda nao foi totalmente elucidado. O mesmo
resultado foi observado por Sato et al. (2002) na presenca da amilorida (inibidor da
bomba de Na* e da Na* /H* ATPase).
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Novos estudos devem ser realizados a fim de elucidar o mecanismo de acao
dos extratos testados, bem como da GUT-A sobre o S.mansoni. Verificar a
atividade esquistossomicida em testes in vivo pode ser Util para investigar suas
acOes no hospedeiro, 0 que deve proporcionar novas perspectivas para o controle
alternativo de parasito e desenvolvimento de medicamentos eficazes contra a

esquistossomose.
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8 CONCLUSOES

A partir do presente estudo concluimos que:

a) O extrato etanolico da semente de G. brasiliensis, das fracdes obtidas por
particdo e da molécula isolada GUT-A apresentaram uma significativa atividade

esquistossomicida em tratamento in vitro em verme adulto de S. mansoni.

b) Os compostos analisados causaram paralisia total, bem como desprendimento de

tegumento nos vermes adultos machos e fémeas de S. mansoni.

c) Alteracdes morfoloégicas no tegumento e no sistema excretor dos parasitos

também foram evidenciadas pelos marcadores fluorescentes.
d) Na fracdo aquosa esses efeitos ndo foram observados.

e) A alta taxa de mortalidade, aliadas aos danos causados no tegumento e no
sistema excretor dos parasitos colocam a GUT-A como um promissor agente

esquistossomicida.
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