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mortalidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni em relagdo a concentracdo avaliada
€ 0 periodo de iNCUDAGAD dE 72 NOTAS......ccccieriiiieieeie ettt e es e e e s e e ene e s e e e s eeee e e e e enneeens

Figura 36: Efeito do praziquantel sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de
Schistosoma mansoni em relagdo a concentragdo avaliada e o periodo de incubagéo de 72

Figura 37: Microscopia eletrdnica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
apos exposicdo do bleo essencial de B. trimera na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo
de 24 horas de incubagdo. (A) Verme fémea- Controle; (B) Verme fémea, extensa descamacgao
da superficie tegumentar na regido ventral; (C) Verme macho- Controle; (D) Verme macho,
alteracdes na ventosa oral e descamagéo na superficie
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Figura 38: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
apos exposicdo da fracdo hexanica, obtida a partir do extrato bruto diclorometanico, na
concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de incubagdo. (A) Verme fémea-
Controle; (B) Verme fémea, extensa descamacgéo tegumentar na superficie dorsal; (C) Verme
macho-Controle; (D) Verme macho, descamagao da superficie tegumentar na regido dorsal
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Figura 39: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
apds exposicdo da fracdo acetona/dgua, obtida a partir do extrato bruto diclorometénico, na
concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de incubagado. (A) Verme fémea-
Controle; (B) Verme fémea, contragdo tegumentar e descamagdo tegumentar na superficie
dorsal; (C) Verme macho-Controle; (D) Verme macho, descamagéo da superficie tegumentar na
regido dorsal e destruicdo dos tubérculos e espinhos resultando em uma superficie
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Figura 40: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
apods a exposicao do Extrato hidroalcodlico na concentragao de 130 ug/mL por um periodo de 24
horas de incubacéo. (A) Verme fémea- Controle; (B) Verme na fémea, mostrando vesiculagao,
descamacéao e erosao na porgéo anterior da superficie dorsal; (C) Verme macho- Controle; (D)
Verme macho, destruicio dos tubérculos e espinhos e vesiculacdo da superficie
(o (01 £7= | TS RSRSPI

Figura 41: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
apos exposi¢ao do extrato bruto diclorometénico na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo
de 24 horas de incubagao. (A) Verme fémea- Controle; (B) Verme fémea, destruigéo da ventosa
oral e descamacao tegumentar; (C) Verme macho- Controle; (D) Verme macho, mostrando a
presenca de bolhas ao redor das dareas de destruigio de tubérculos e
2T o] 0] a0 F PSP

Figura 42: Microscopia eletrbnica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
apos exposicao do praziquantel na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de
incubacado. (A) Casal de vermes - Controle; (B) casal de vermes, mostrando a contragdo da
musculatura e descamagao da superficie tegumentar; (C) Verme macho- Controle; (D) Verme
macho; mostrando a presenga de bolhas ao redor das areas de destruicdo de tubérculos e
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Figura 43: Quantidade de vermes Machos de S. mansoni recuperados ap6s 15 dias do
tratamento dos animais com 60 dias de infeccdo. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED-
Extrato diclorometanico; FrAA- Fragao aCetONa/AQUa........cceoueeriruirenieeeareeaneeeseeeeeneeeeseeeeeeee e

Figura 44: Quantidade de vermes Fémeas de S. mansoni recuperados ap6s 15 dias do
tratamento dos animais com 60 dias de infecgdo. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED-
Extrato diclorometanico; FrAA- Fragao acetona/agua...........ccccveevieuriiiieiinienieenieeeseee e

Figura 45: Redugé@o do nimero total de vermes recuperados apds a perfusio do Sistema porta
hepético e das veias mesentéricas, apoés 15 dias do tratamento dos animais com 60 dias de
infeccdo. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato diclorometanico; FrAA- Fragao
Tt (o Q- =T 11 - VT

Figura 46: Oograma- Porcentagem de ovos encontrados- Ovos Imaturos (do primeiro ao
quarto estagio de desenvolvimento); Ovos Maduros (quinto estagio de desenvolvimento) e
Ovos mortos. Referente ao tratamento e a concentragdo avaliada dos grupos tratados com
praziquantel, 6leo essencial, extrato diclorometnanico e fragdo acetona/agua apdés 60 dias de
iINFECGA0. CONIIOIE- PBSHTW.. ..ottt sttt e e e st st st e e e b e neeea

Figura 47: Quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) apds 15 dias do tratamento dos
animais com 60 dias de infeccdo. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato
diclorometanico; FrAA- Fragao acetona/Agua..........c.coocviiiiiieiiiiie et

Figura 48: Redugdo do numero total de ovos por gramas de fezes (OPG) apés 15 dias de
tratamento- PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato diclorometanico; FAA- Fracéo
acetona/agua, de animais com 60 dias de infec¢éo por S.
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Figura 49: Granulomas hepatico (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricrémio de
Masson. Grupo Controle de camundongos infectados e nao tratados. As setas indicam a
presenca do infiltrado inflamatério e o aglomerado de granulomas ao redor dos ovos de S.
mansoni. E possivel observar a presenca do miracidio no interior dos

Figura 50 Granulomas hepatico (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricrbmio de
Masson. Grupo de camundongos infectados e tratados com o 6leo essencial. (A)- 40 mg/kg, (B)
100 mg/kg, (C) 200mg/kg e (D) Controle ndo tratado. As setas indicam a presenca dos ovos de
S. mansoni degenerados com a presenca do miracidio em seu
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Figura 51: Granulomas hepatico (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricromio de
Masson. Grupo de camundongos infectados e tratados com o Extrato diclorometanico. (A)- 40
mg/kg, (B) 100 mg/kg, (C) 200mg/kg e (D) Controle nédo tratado. As setas indicam a presenca
dos ovos de S. mansoni degenerados no centro dos granulomas e a presenga do infiltrado
11 F=Ta g B 1o 1 o PRSP

Figura 52: Granulomas hepatico (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricromio de
Masson. Grupo de camundongos infectados e tratados com a Fragdo acetona/agua. (A)- 40
mg/kg, (B) 100 mg/kg, (C) 100mg/kg e (D) 200 mg/kg. As setas indicam a presenga dos ovos de
S. mansoni degenerados no centro dos granulomas e a presenga do infiltrado inflamatério e a
presenga do verme macho NO fIgadO0........coiiiiiiiiici e e

Figura 53: Granulomas hepatico (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricromio de
Masson. Grupo de camundongos infectados e tratados com praziquantel. (A)- 40 mg/kg, (B)
100 mg/kg, (C) 100mg/kg e (D) 200 mg/kg. As setas indicam a presenga dos ovos degenerados
no centro dos granulomas e a presencga do infiltrado inflamatério e a presenga do verme macho
o T = Lo [ TS
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RESUMO

A esquistossomose mans6Onica é uma doenga cronica e esta incluida na lista das
doencas negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). A
quimioterapia representa hoje, o principal recurso para minimizar a prevaléncia e
incidéncia desta doenca no mundo. Atualmente, no Brasil, o tratamento clinico da
esquistossomose mansénica € baseado, principalmente, no uso do praziquantel
(PZQ). No entanto, o emprego deste farmaco em larga escala, nas principais
areas endémicas da doenca, resultou no desenvolvimento de resisténcia a
diferentes cepas de S. mansoni. Desta forma, faz-se necessaria a busca de novos
principios ativos explorando as fontes de compostos sintéticos, semi-sintéticos,
além das fontes naturais, para se obter alternativas terapéuticas contra a
esquistossomose. No presente estudo, avaliou-se o efeito de Baccharis trimera
(Less) DC. por meio de ensaios in vitro e in vivo, sobre vermes adultos de S.
mansoni, linhagem BH. Esse estudo avaliou a motilidade dos vermes, machos e
fémeas, oviposicao, alteracdes morfoldgicas, mortalidade dos parasitas, avaliagao
da carga parasitaria, quantidade de ovos eliminados nas fezes, distribuicdo dos
ovos nos tecidos intestinais e avaliacdo das reacdes granulomatosas no tecido
hepatico. Os resultados mostraram que os tratamentos in vitro, realizados com o
6leo essencial e com os extratos organicos e fracdes de diferentes polaridades,
nas concentragcdes de 130 e 91 pg/mL, reduziram a motilidade e causaram a
mortalidade dos parasitas com alteracbes morfolégicas no tegumento e nas
ventosas, oral e acetabular. Os tratamentos in vivo alteraram a proporcao dos
vermes, machos e fémeas, evidenciando que as fémeas foram mais sensiveis a B.
frimera do que os vermes machos. Também observou-se que os tratamentos
realizados com o 6leo essencial e com o extrato diclorometanico reduziram
significativamente a quantidade de ovos eliminado nas fezes, além de provocarem
alteragcbes no oograma, reduzindo a distribuicdo dos ovos nos tecidos intestinais,
quando comparados com o grupo controle. Além disso, esses mesmos
tratamentos demonstraram uma reducao do numero de granulomas hepaticos e a
diminuicdo do diametro médio, evidenciando uma reducdo da reagao
granulomatosa. De modo geral, observou-se que para cada parametro analisado,
tanto nos ensaios in vitro quanto nos ensaios in vivo, houve uma variagao de
resultados de acordo com cada amostra de B. trimera avaliada e as concentragoes
testadas. O estudo indica o potencial terapéutico da B. trimera no tratamento da
esquistossomose mansénica.

Palavras — chaves: Baccharis trimera, Extrato diclorometanico, Oleo essencial,
Schistosoma mansoni, Tratamento.
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ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a chronic disease included in the list of Neglected
Diseases by the World Health Organization (WHO). Chemotherapy is now the main
resource to minimize the prevalence and incidence of this disease
worldwide. Currently in Brazil, the clinical treatment of schistosomiasis is based
primarily on the use of praziquantel (PZQ). However, the large scale use of PZQ in
endemic areas resulted in the development of resistance to different strains of
Schistosoma mansoni. Thus, it is necessary to search for new active principle
exploring the sources of synthetic compounds, semi-synthetic, and natural sources
to obtain therapeutic alternatives against schistosomiasis. In this study, we
evaluated the effect of Baccharis trimera (Less) DC. on adult worms of S. mansoni
BH strain in vitro and in vivo. This study evaluated the motility of the worms, males
and females, oviposition, morphological abnormalities, parasite mortality,
assessment of parasite load, number of eggs in the feces, distribution of eggs in
the intestinal tissues and evaluation of granulomatous reactions in liver tissue. The
results showed that in vitro treatments made with the essential oil and the organic
extracts and fractions of different polarities at concentrations of 130 and 91 pg/mL,
reduced motility, and caused the death of the parasites with morphological
changes in tegument and the suckers, oral and acetabular. The treatments in vivo
shifted the proportion of worms, males and females, indicating that females were
more sensitive to B. frimera than male worms. It was also noted that the treatments
performed with the essential oil and the dichloromethane extract significantly
reduced the number of eggs eliminated in feces as well as cause changes in
oogram, reducing the distribution of eggs in the intestinal tissues, compared with
the control group. In addition, these same treatments showed a reduction in the
number of hepatic granulomas and a decrease in diameter, showing a reduction of
granulomatous reaction. Overall, it was observed that for each parameter analyzed
in both, in vitro and in vivo assays, there was a difference in results according to
each sample B. trimera evaluated and the concentrations tested. The study
indicates the therapeutic potential of B. trimera in the treatment of schistosomiasis.

Key words: Baccharis trimera, Dichloromethane Extract, Essential oil, Schistosoma
mansoni, Treatment.
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1- INTRODUCAO

7

A esquistossomose ou Bilharziose € uma doenca parasitaria cronica
causada por trematédeos do género Schistosoma (GRYSEELS et al., 2006). Esta
parasitose esta incluida na lista das doencas negligenciadas do mundo pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS). Ocupa o segundo lugar entre as
enfermidades parasitarias com maior area de endemismo, constituindo-se em um
sério problema de Saude Publica com altos indices de morbidade e mortalidade
(ENGELS et al., 2002). De acordo com dados mais recentes, estima-se que a
esquistossomose afeta mais de 207 milhdes de pessoas em todo o mundo, com
até 280 mil mortes por ano em paises africanos (KING, 2010; VAN DER WERF et al.,
2003).

Entre as espécies de Schistosoma capazes de infectar o homem podemos
citar: S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. intercalatum, S. mekongi e S.
malayensis. As trés primeiras sao consideradas as principais, sendo que apenas
S. mansoni pode ser encontrado nas Américas e no Brasil, enquanto S. japonicum
ocorre na China, Indonésia e Filipinas, e o S. haematobium é encontrado na Africa
e no Oriente Médio, conforme observados na Figura 1 (GRYSEELS et al., 2006).

No Brasil a distribuicdo da espécie S. mansoni é endémica em 19 unidades
federais, onde os estados do Maranh&o, Alagoas, Bahia, Pernambuco, Paraiba,
Rio Grande do Norte, Sergipe, Minas Gerais e Espirito Santo se destacam por
apresentar as maiores prevaléncias de infeccdo. As areas de transmissao focal
estdo distribuidas entre os estados do Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo

Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goias e Distrito Federal (MS,
2011).
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Figura 1: Distribuicéo global das espécies de Schistosoma. Fonte: Gryseels et al., 2006.

Acredita-se que a esquistossomose tenha sido introduzida no Brasil pelos
portos de Salvador e Recife em meados do século XVI com o comércio de
escravos africanos infectados pelo parasito. Estabelecidos os primeiros focos, a
doenca se dispersou do litoral para o interior (COURA & AMARAL, 2004). O clima
tropical do Brasil propiciou condicdes ideais para a transmissdo da
esquistossomose devido a variedade de habitats aquaticos, onde havia o
hospedeiro intermediario (moluscos planorbideos do género Biomphalaria) além
de altas temperaturas e luminosidade intensa, fatores que contribuem para a
evolucao das formas parasitarias nos moluscos hospedeiros do S. mansoni
favorecendo o ciclo bioldgico heteroxénico (KATZ & ALMEIDA, 2003).

No Brasil, existem cerca de dez espécies de moluscos do género
Biomphalaria, sendo que apenas trés sao de importancia médica pelo fato de
liberarem cercarias em condicbes ambientais favoraveis, sdo estas, B. glabrata, B.
tenagophila e B. straminea. Das espécies citadas, a B. glabrata apresenta maior
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relevancia epidemioldgica na transmissao da esquistossomose em virtude da
ampla distribuicdo geogréafica (RAMOS, 2004).

A transmissao da esquistossomose mansénica (Figura 2), ocorre quando o
hospedeiro definitivo infectado elimina ovos vidveis de S. mansoni através das
fezes. Estes, em contato com a agua, eclodem e liberam uma larva ciliada
denominada miracidio, que penetra no hospedeiro intermediario, moluscos do
género Biomphalaria, auxiliados pela acao de enzimas proteoliticas. No molusco,
os miracidios passam por modificacdes morfoldégicas e se transformam em
esporocistos, dando origem as formas infectantes-livres- natantes, denominadas
cercarias (DOMINGOS & WARREN, 1969).

O hospedeiro definitivo se infecta ao entrar em contato com colegdes de
agua-doce contendo cercarias. As cercarias penetram na pele intacta do
hospedeiro definitivo e se transformam em outra larva, o esquistossémulo. Estes,
por sua vez, penetram nos vasos sanguineos e sao levados pela circulagao para o
coracdo, pulmdes e em seguida para o figado, onde se tornam adultos e se
diferenciam em machos e fémeas (XAVIER et al., 1998).

Os vermes adultos acasalados migram para as veias mesentéricas, onde
ocorrera a oviposicao. Parte dos ovos atravessa a parede intestinal, alcanca a luz
e € eliminado junto com as fezes, enquanto que outra parte fica retida nos tecidos,
como os do figado, formando ao redor desses ovos, uma reagdao granulomatosa,

principal causa da morbidade da doenga (KATZ & ALMEIDA, 2003; UTZINGER et al.,
2003; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).
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Figura 2: Ciclo Biolégico do Schistosoma mansoni. Fonte: Adaptado de Pearce & Mcdonald 2002.

Para Ehrenberg & Steven (2005) a esquistossomose € considerada uma
doenca multifatorial, estando relacionada tanto a fatores intrinsecos como
extrinsecos. Barata et al. (2000) e Silva et al. (2000), confirmam este fato
mostrando que o modelo epidemiolégico da esquistossomose esta intimamente
ligado a diferentes niveis de causalidade, onde fatores bioecoldgicos,
socioculturais e socioeconémicos podem contribuir para o aparecimento de casos
autoctones nas zonas urbanas das grandes cidades, causando grande impacto na
disseminacao da esquistossomose e de varias doencas emergentes e re-
emergentes no Brasil.

Estudos realizados por Martins Jr. & Barreto (2003) indicaram que os

movimentos migratdrios, inter e intra-regionais, a ocupagdo humana nas periferias
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das grandes cidades, a exploracdo inadequada de recursos hidricos, a ampla
distribuicdo dos hospedeiros intermediarios, a falta de educacao sanitaria, além da
descontinuidade das acdes do programa oficial de controle da esquistossomose,
estdo intimamente relacionados a manutencdo da endemia, bem como, na
dindmica de transmissdo desta parasitose. Desta forma, um dos maiores
problemas nos paises onde a esquistossomose mansOnica é endémica é o
controle.

No Brasil, as diretrizes para o controle da esquistossomose tém
acompanhado as recomendacées da OMS, ajustadas as politicas de Saude
Publica e as caracteristicas epidemiolégicas proprias do nosso pais (FAVRE et al.,
2002). Nesse contexto, como tentativa de inspecionar esta parasitose, medidas
isoladas ou combinadas poderiam ser usadas tais como: controle do hospedeiro
intermediario com moluscicida, melhoria das condicdes de saneamento basico e
abastecimento de agua, educacao sanitaria para a populacao exposta, tratamento
individual nas areas de alta prevaléncia e o desenvolvimento de uma vacina
(BARBOSA et al., 2008; COURA & AMARAL 2004).

Contudo, para realizar tais medidas, é preciso enfrentar algumas
dificuldades tais como, a larga disseminag¢do do hospedeiro intermediario, os altos
custos associados a implementagao de condigdes sanitarias e suprimento de agua
adequado, ao lado do intenso contato da populagéo rural com cole¢des naturais
de aguas doces poluidas; tratamentos individuais podem ser eficientes para
reduzir a morbidade, embora nao impedem reinfec¢cées e o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento e, finalmente, ainda n&o existe uma vacina efetiva para
tratamento da esquistossomose (COURA & AMARAL 2004).
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1.1- Manifestacdes Clinicas da Esquistossomose Mansonica

As principais manifestac¢des clinicas da esquistossomose mansoénica estao
correlacionadas com as fases de desenvolvimento do parasito no organismo
humano podendo se apresentar no homem sob uma aguda e duas formas
crbnicas, uma assintomatica e outra grave (PORDEUS et al., 2008). A fase aguda, em
alguns casos, é caracterizada por prostracao, febre e eosinofilia que podem surgir
alguns dias apds a exposicao cercariana, ou com maior frequéncia, trinta dias
apdés a infecgéo, coincidindo com o inicio da eliminagcao dos ovos do parasita nas
fezes, o que pode provocar dores abdominais e diarreia sanguinolentas (HIATT et
al., 1979).

A forma crénica habitual ou assintomatica é a forma em que se encontra a
maioria das pessoas infectadas, cerca de 90%, nas principais zonas endémicas,
ou eventualmente fora delas, na qual o individuo elimina ovos viaveis nas fezes
com sintomas discretos e inespecificos que tendem a desaparecer com ou sem
tratamento (ANDRADE, 2008).

Em relacdo a forma crdnica grave, os sintomas clinicos variam a depender da
localizacao do parasito e da intensidade da carga parasitaria, podendo apresentar
as formas, hepatointestinal e hepatoesplénica, esta Ultima aparece em 4 a 12 %
das pessoas que residem em areas endémicas e de alta transmissibilidade (BINA &
PRATA, 1983; MOHAMED-ALI et al,1991), além da forma neurolégica ou
neuroesquistossomose. Além desses sintomas, esta fase pode ser caracterizada
pela presengca de numerosos granulomas periovulares em varios 06rgaos,
especialmente no figado e bago, podendo ser encontrados também, no intestino e
pulmao (RASO & NEVES, 1965).

A reacdo granulomatosa e as alteracbes hepaticas ocorrem em
consequéncia da evolugdo do processo inflamatorio, em decorréncia da liberagédo
de substancias hepatotdxicas produzidas pelos ovos do parasito, que desencadeia
uma reagdo imune tipo Th2 (PEARCE et al., 1991). A inflamacao granulomatosa é
considerada uma reacao de hipersensibilidade tardia mediada por células TCD4
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(BOROS et al., 1975), que estimulam células e citocinas especificas, favorecendo
assim, a formacao de um infiltrado de células inflamatérias ao redor dos ovos
(PEARCE & MCDONALD, 2002).

Os granulomas esquistossomoéticos apresentam alteracées de tamanho,
forma e composicdo quando a infeccdo esquistossomoética avanca para a fase
cronica, fendmeno denominado “modulagdo imunolégica”. Isso foi observado por
Domingo & Warren, (1969), confirmando que essa “modulagdo imunologica” era
dependente de uma dessensibilizacdo enddgena relacionada com a elevada
producao de antigenos do ovo do parasita.

Posteriormente, Smithers & Doenhoff, (1976), mostraram que a diminuicdo
do tamanho dos granulomas, coincidia, paralelamente, com o declinio da resposta
imunolégica mediada por células do hospedeiro. Para Lichtenberg (1964), a
duragéo e o tamanho do granuloma, seriam proporcionais a persisténcia do ovo na
lesdo e a capacidade de destruicdo dos antigenos por parte das células do
hospedeiro.

1.2- Terapia da Esquistossomose Mansoénica

A terapia da esquistossomose comegou em meados da Primeira Guerra
Mundial, com o uso do primeiro agente terapéutico, o tartaro emético
(CHRISTOPHERSON, 1918), um antimonial trivalente administrado por via
intramuscular ou intravenosa. Entretanto, apesar desse composto ter constituido a
base da quimioterapia da esquistossomose por cerca de 50 anos e de atuar com
eficacia para S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, seu uso clinico foi
proscrito em consequéncia dos severos efeitos colaterais e toxicos que levava, na
maioria das vezes, a interrupcéo do tratamento pela pouca tolerancia do paciente
a este farmaco (CUNHA, 1982; CIOLI et al., 1995; SILVA-PENILDON, 1994; CIOLI, 1998;
NOVAES & ARAUJO, 1999). A retirada desse antimonial impulsionou o interesse na
pesquisa de farmacos mais ativos e livres de metais (ARENA, 1997).
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No periodo de 1960 a 1977, trés farmacos esquistossomicidas tornaram-se
disponiveis para o ftratamento da esquistossomose, metrifonato (1962),
oxamniquina (OXA) (1964) e praziquantel (PZQ) (1970), (ANDRADE, 2002).

O metrifonato, registrado sob o nome comercial de Bilarcil®, apresenta eficacia
terapéutica contra o S. haematobium sendo utilizado ainda hoje no tratamento da
esquistossomose urinaria com administragdo de trés doses orais (CIOLI et al., 1995;
BERGE et al., 2011).

A oxamniquina, registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) com o nome comercial de Mansil® apresenta eficacia terapéutica contra
S. mansoni, principalmente para os vermes machos (FOSTER & CHEETHAM, 1973). O
praziquantel, descoberto na década de 1970 pelos laboratorios das industrias
farmacéuticas Merck & Bayer, registrado comercialmente como Biltricide®,
Cysticide®, Cestox®, Distocid®, Pyquiton®, (CIOLI et al., 1995), atua contra todas as
espécies de Schistosoma que infectam o homem (UTZINGER et al., 2001; SHUHUA,
2005; JEZIORSKI & GREENBERG, 2006; SHAOHONG et al., 2006).

Atualmente, no Brasil, o tratamento clinico da esquistossomose mansénica é
baseado no uso de dois farmacos, a oxamniquina (OXA) e o praziquantel (PZQ). A
oxamniquina, 2-aminometiltetraidroquinolina e derivados é produzida por sintese
biolégica e apresenta boa aceitagcdo pela populacdo pesquisada e impacto
imediato sobre as manifestagdes clinicas da esquistossomose, além de reduzir a

prevaléncia dessa parasitose nas zonas de alta endemicidade (PICA-MATTOCCIA et
al., 1997; FERRARI et al., 2003)
A OXA é bem absorvida tanto por via oral como por via intramuscular.

A metabolizagdo desse farmaco € realizada no figado produzindo um metabdlito
inativo denominado 6-carboxi-oxamniquina que é eliminado pela via renal. Este
farmaco apresenta atividade terapéutica nas formas intestinal e hepatoesplénica
de infecgbes causadas exclusivamente por S. mansoni. Estudos mostram que a
OXA é mais eficaz contra os vermes machos desta espécie, por outro lado, nédo
apresenta nenhum efeito notavel para outras espécies de Schistosoma que
parasitam o homem (CUNHA, 1982; FERRARI et al. 2003).

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Metaboliza%C3%A7%C3%A3o&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rim

Introducéao
10

Pesquisas mostram que o mecanismo de acdo da oxamniquina esta
relacionado com a capacidade de inibicdo da sintese de acidos nucléicos do
parasita, e por apresentar efeito anticolinérgico, o que aumenta a motilidade do
mesmo (PICA-MATTOCCIA et al., 1989; CIOLI et al,1995).

Efeitos colaterais provocados pela oxamniquina ocorrem em 40% dos
casos. Predominam o mal estar, nauseas, sonoléncia, prostracdo, dores
abdominais, cefaléias, azia, e em alguns casos, diarreias; tais efeitos surgem logo
apos a administracdo do medicamento com duracao de algumas horas. Também
ja foram demonstrados efeitos colaterais no sistema nervoso central, efeitos
mutagénicos e carcinogénicos (CUNHA, 1992; FERRARI et al., 2003; SHAOHONG et al.,
2006).

Em virtude dos efeitos colaterais apresentados pela OXA e da resisténcia a
esse farmaco, relatada pela primeira vez no leste da Africa, por meio de um estudo
in vitro realizado com diferentes cepas isoladas de S. mansoni obtidas de um
cruzamento genético (CIOLI et al., 1992), no final da década de 1990 o Ministério da
Saude (MS) passou a utilizar o praziquantel (PZQ) como farmaco de escolha para
o tratamento dessa helmintiase (MS, 2008). No entanto, o uso extensivo em larga
escala do praziquantel culminou no aparecimento de tolerancia e resisténcia para

algumas linhagens de Schistosoma mansoni como descrito por diversos autores,

DIAS et al., 1978; CIOLI; PICA-MATTOCIA; ARCHER, 1995; FALLON & DOENHOFF 1994; LIANG
et al., 2001; CAFFREY, 2007; DOENHOFF, et al., 2008.

Diferentemente da OXA, o PZQ apresenta eficacia terapéutica para todas as
espécies de Schistosoma capazes de infectar o homem. No Brasil, os primeiros
estudos com esse farmaco foram realizados por Katz, Rocha & Chaves (1979), em
pacientes infectados com Schistosoma mansoni; Davis & Wegner (1979),
estudaram pacientes infectados por S. haematobium na Zambia e Ishisaki, et al
(1979) estudaram pacientes infectados por S. japonicum no Japéo e nas Filipinas.

O PZQ (Figura 3) € um derivado da isoquinolina-pirazina 2-
(ciclohexilcarbonil) - 1, 2, 3, 6, 7,11 b-hexahidro- 4H- pirazino (2, 1- a) isoquinolina-
4 ona (DOENHOFF, 2008). Os fendmenos relacionados ao efeito do PZQ sobre o

Schistosoma mansoni in vitro e in vivo, ainda n&o foram completamente
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elucidados. No entanto, se conhecem as principais acgdes: causa paralisia
muscular do parasita ap6s as primeiras horas de exposicdo ao farmaco, em
consequéncia do rapido influxo de calcio no interior do parasita, provoca
alteracbes morfolégicas na superficie tegumentar, representada por
vacuolizacoes, destruicao dos tubérculos e espinhos e aumento da exposicao de
antigenos na superficie do parasito, tal reacdo esta relacionada a resposta
imunolégica do hospedeiro infectado (CIOLI et al.,1995; DOENHOFF et al., 2008).

Uma série de ensaios laboratoriais e clinicos mostraram a eficacia do PZQ
em pacientes de todas as idades e nas diferentes formas clinicas da
esquistossomose, incluindo casos avancados como a forma hepatoesplénica
(BASSILY et al., 1985), esquistossomose cerebral causada por S. japonicum (WATT, et
al., 1986) e sindromes neurolégicas causadas por S. mansoni e S. haematobium
(SCRIMGEOUR & GADJUSEK, 1985).

Embora o PZQ apresente eficacia terapéutica contra S. mansoni, este
farmaco apresenta baixa efetividade sobre os esquistossomulos em infeccoes
recentes, provoca também efeitos colaterais com o aumento da dose
administrada, resultando em baixas taxas de cura em areas de alta endemicidade
da esquistossomose (CIOLI & PICA-MATTOCCIA, 2003; DOENHOFF et al., 2008). O PZQ
também apresenta baixa solubilidade em &gua, resultando em problemas de

biodisponibilidade, obrigando a administracdo de dosagens mais elevadas
(MOURAO et al., 2005).
Diante deste ultimo aspecto, as alternativas tecnoldgicas que aperfeicoam

as propriedades dos farmacos pouco solUveis em agua, tém sido focadas no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos, como
nanoparticulas lipidicas sélidas, carreadores lipidicos nanoestruturados, as micro e

nanoparticulas, microemulsdes, dispersdes solidas e cristais liquidos, entre outros
(KREILGAARD, 2002).
Esses sistemas possuem a capacidade de modificar as propriedades e o

comportamento de substancias ativas em meio biolégico, podendo alterar a
farmacocinética, aumentando a solubilidade dos farmacos lipofilicos (MOURAO,
2001; CINTO, 2005), além de controlar a liberacdao destes de forma temporal e

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni



Introducéao
12

espacial, quando administrados in vivo, reduzindo a distribuicdo inespecifica,
aumentando a distribuicao para tecidos alvos e, consequentemente, aumentando
sua eficacia (UCHEGBU et al., 2006; BAJPAI et al., 2008).

Nesse contexto, Frezza et al. (2007) avaliaram o efeito do PZQ incorporado
em lipossomas sobre vermes adultos de S. mansoni, linhagem BH e observaram
uma eficiéncia de 98% na reducédo da quantidade de ovos liberados no intestino
de camundongos Mus musculus, quando sua eficacia foi analisada por meio de
bidpsia da mucosa retal (oograma).

Considerando todos os estudos descritos anteriormente, a disponibilidade
de um Unico farmaco para o tratamento de milhbes de pessoas com
esquistossomose €& uma condicdo preocupante devido ao aparecimento
progressivo de resisténcia.

1.3 - Desenvolvimento de Resisténcia ao Praziquantel

O desenvolvimento de resisténcia aos farmacos esquistossomicidas € um
eminente perigo com complicacdes sérias para a protecao da saude de milhdes de
pessoas. A resisténcia € usualmente definida como a perda da sensibilidade dos
parasitos as determinadas concentragbes de farmacos, as quais esses se
mostravam previamente sensiveis (COELHO et al., 1997).

Por ser considerado um farmaco de baixa toxicidade e apresentar uma
elevada eficacia terapéutica contra todas as espécies de Schistosoma, o
praziquantel € administrado em larga escala como principal método de controle e
tratamento da esquistossomose. No entanto, 0 emprego deste farmaco em larga
escala nas principais areas endémicas da doenga, bem como os tratamentos
sequenciais, resultou no desenvolvimento de resisténcia de diferentes cepas de S.

mansoni oriundas de uma mesma regido geografica, ou de diferentes regides
(PARISE- FILHO et al., 2001).
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O primeiro relato de resisténcia ao PZQ foi descrito por Fallon & Doenhoff
(1994). Esses autores demonstraram experimentalmente que doses
subterapéuticas do PZQ, sobre varias geragdes de S. mansoni, produziam vermes
menos sensiveis ao farmaco. A partir disso, a resisténcia foi de fato, reportada
pela primeira vez em 1995 no Egito e no norte de Senegal, quando esse farmaco
foi usado visando erradicar a esquistossomose mansénica, que tinha alcancado
condicoes epidémicas (FALLON et al.,1995; ISMAIL et al., 1996).

Alguns autores sugerem que o0s baixos indices de cura da
esquistossomose, deve-se ao fato da quimioterapia ser utilizada em massa em
algumas regides, bem como a alta carga parasitaria do individuo e as altas taxas
de infeccao e reinfeccao, além da presenca, em grandes proporcoes, das formas
imaturas do parasita, tornando o PZQ menos eficaz (DOENHOFF et al., 2002). Deste
modo, 0 uso extensivo desse farmaco aumentou a preocupagdo sobre o
desenvolvimento de cepas resistentes de Schistosoma sp. quando submetido ao

tratamento das pessoas parasitadas (FALLON & DOENHOFF, 1994; DOENHOFF et al.,
2009).
Desta forma, faz-se necessaria a busca de novos principios ativos por meio

de estudos envolvendo a quimioterapia conjugada, explorando as fontes de
compostos sintéticos, semi-sintéticos, além das fontes naturais, a fim de obter
alternativas terapéuticas contra a esquistossomose (MACIEL et al., 2002).

Nesse contexto, as plantas medicinais sdo potenciais candidatas e
merecedoras de estudos mais aprofundados, despertando o interesse dos
pesquisadores em virtude da diversidade de atividades biologicas e pela variedade
da flora nativa mundial (MATOS, 1994).
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Figura 3: Férmula estrutural do praziquantel

1.4- O uso da Fitoterapia no Tratamento da Esquistossomose

O uso de plantas medicinais tem sido uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade, no tratamento de varias enfermidades (AKERELE,
1993). As observacdes populares sobre 0 uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo dos efeitos terapéuticos,
prescritos com frequéncia, apesar de terem seus constituintes quimicos na maioria
das vezes, ainda desconhecidos. De maneira indireta, este tipo de cultura
medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como por exemplo, a quimica, farmacologia e a biologia, que
juntas, enriqguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal natural

(MACIEL et al., 2002).
O Brasil possui uma flora diversificada nos seus ecossistemas, com

vegetacdes de diferentes caracteristicas apresentando cerca de 100.000 espécies

vegetais catalogadas e cujos principios ativos sdo, na maioria das vezes,
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desconhecidos, sendo que somente 8% destas espécies foram estudadas quanto

a sua composicao quimica e propriedades terapéuticas (VARANDA et al., 2006).
Apesar de a medicina popular utilizar plantas como principal fonte

medicamentosa, apenas 25% dos produtos farmacéuticos prescritos sao

originados de substancias encontradas em espécies da flora natural (DI STASI,
1996).

Para que se viabilize a insercdo do uso das plantas medicinais, como por
exemplo, nas farmacias de manipulacao, deve haver investimentos na elaboragéo
de documentos oficiais para tal fim (TOLEDO et al., 2003). Nesse contexto, 0 governo
federal Brasileiro aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), por meio do Decreto n? 5.813, de 22 de junho de 2006, a qual se
constitui em parte essencial das politicas publicas de salude, meio ambiente,
desenvolvimento econdmico e social como um dos elementos fundamentais de
transversalidade na implementacdo de acdes capazes de promover melhorias na
qualidade de vida da populacao brasileira (BRASIL, 2009).

Diversas plantas sdo usadas no tratamento de uma ampla variedade de
doencas infecciosas, incluindo a esquistossomose (NDAMBA et al., 1994). Apesar da
existéncia de antiparasitarios disponiveis comercialmente, o desenvolvimento de
resisténcia de algumas espécies, justifica a busca de novos tratamentos, que
venham substituir ou complementar os farmacos ja existentes, (RATES 2001). Desta
forma, nos ultimos trinta anos, a comunidade cientifica vem pesquisando extratos
brutos e compostos isolados, especialmente aqueles derivados de plantas
medicinais, que apresentam propriedades esquistossomicidas (NDAMBA et al., 1994).

Segundo uma pesquisa feita por Clark et al. (1997) aproximadamente 95%
das comunidades rurais da Africa do Sul fazem uso de remédios caseiros ou
medicamentos de curandeiros tradicionais para tratar esquistossomose
hematobica. Um estudo realizado no Zimbdbue avaliou o potencial
esquistossomicida de uma variedade de plantas medicinais utilizadas pelos
curandeiros tradicionais no tratamento da hematuria, principal sintoma da

esquistossomose hematdbica. O material vegetal foi preparado de acordo com as
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diretrizes dos curandeiros, e administardos por tubagem esofagica em hamsteres
infectados com cercarias de S. Haematobium. As espécies de plantas utilizadas
nesse estudo, estéo listadas no trabalho de Ndamba et al. (1994).

Pesquisadores chineses também fazem uso de plantas medicinais
utilizadas na medicina tradicional pelos povos ocidentais (VEIGA JR et al., 2005).
Dentre elas, se destaca a Artemisia annua L (Asteraceae), conhecida como
Artemisia ou Qinghaosu, uma planta oriunda da China e utilizada ha séculos na
medicina chinesa para o tratamento de estados febris. Essa espécie foi introduzida
e naturalizada em varios paises da Europa, do norte e centro da Asia, na india, na
Austrdlia, ao norte da Africa e na América do Norte e do Sul (KLAYMAN, 1993; WHO,
20086).

A artemisinina € um principio ativo extraido da Artemisia annua, utilizada no
tratamento da maléria, que apresenta baixa toxicidade e nao possui efeitos
mutagénicos (GUO et al., 1998). A artemisinina vem sendo testada contra a
esquistossomose desde a década de 1980, quando seus derivados - arteméter e
artesunato - foram descritos por pesquisadores chineses (UTZINGER et al., 2001).

Observacoes experimentais demonstraram que a artemisinina é ativa contra
S. mekongi (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2005) € S. mansoni em diferentes linhagens
como as linhagens LE, Liberian e Porto Rico. Nas trés linhagens sdo observadas
diferengas na porcentagem de distribuicdo de vermes no sistema porta, na
mortalidade e alteragcdo no oograma. Entretanto, para a linhagem Porto Rico, a
artemisinina mostrou-se ainda mais efetiva contra as formas imaturas e jovens-
adultos (ARAUJO et al., 1999; UTZINGER et al., 2002; SHAOHONG et al., 2005).

Pesquisas tém demonstrado que arteméter e artesunato apresentam
eficacia terapéutica contra S. japonicum (LI et al., 2005; XIAO et al., 1995), Schistosoma
mansoni (XIAO & CATTO,1989), Schistosoma haematobium (XIAO et al., 2000), € S.
mekongi (JIRAUNGKOORSKUL et al., 2005).

Estudos recentes in vivo, demonstraram a eficacia e os efeitos terapéuticos
do artesunato, em camundongos infectados por S. mansoni com dosagens de 300

mg/kg administradas por via oral em um intervalo de duas semanas depois da
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infeccdo. Os resultados terapéuticos deste estudo mostraram inibicdo na
maturacao sexual dos vermes adultos, reducdo dos granulomas hepaticos,
reducao significativa no numero de ovos, inibicdo do estado de maturagdo dos
mesmos, além de alteracées morfologicas observadas no tegumento do parasito.
Sendo assim, o artesunato revelou uma protecdo profilatica contra a
esquistossomose (UTZINGER et al., 2000; XIAO et al., 2000; JIJRAUNGKOORSKUL et al.,
2006).

Como descrito anteriormente, principios ativos para o tratamento clinico da
esquistossomose, tem sido uma alternativa com o objetivo de usar uma menor
dosagem do medicamento, visando diminuir a frequéncia dos efeitos adversos ou
toxicos e aumentar a eficiéncia terapéutica em individuos nas principais areas
endémicas (CARVALHO, 2008). Sendo assim, pesquisas envolvendo a combinacéo
da artemisinina com o praziquantel, tem demonstrado efeito curativo desta
parasitose (UTZINGER et al., 2001).

Inyang-Etoh et al. (2009), avaliaram a eficacia terapéutica do praziquantel
associado ao artesunato no tratamento da esquistossomose urinaria em uma
populacdo de estudantes entre 20- 40 anos de idade na Nigéria, e observaram
taxas de cura de 88,6%.

As pesquisas com plantas medicinais da flora nativa brasileira para o
tratamento da esquistossomose mansénica, utilizando extratos brutos e
compostos isolados, vém sendo estudadas por meio de ensaios in vitro e in vivo.
De acordo com Githori et al. (2006), plantas com atividade esquistossomicida
geralmente contém saponinas, alcaldides, taninos, polifendis, lignanas, terpenos,
lactonas, glicosideos, e compostos fendlicos. Como resultado, muitas espécies
brasileiras podem ser candidatos para estudos aprofundados sobre esta funcao.

Esses dados, em conjunto, salientam a importadncia de novas pesquisas
explorando a diversidade faunistica brasileira, tendo em vista novos protétipos
para o desenvolvimento de farmacos (SCHENKEL et al., 2001), ou a melhoria dos

farmacos existentes para prevencao e cura da esquistossomose mansoénica.
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Diante da diversidade de espécies de plantas brasileiras, destacam-se as
plantas da familia Asteraceae. Esta se constitui de ervas perenes, subarbustos,
arbustos e arvores. Devido ao seu poder de adaptacdo ambiental, podem ser
encontradas nos mais diversos habitats e em variadas condi¢cdes climaticas, desde
regides tropicais, subtropicais até zonas temperadas (MONDIN, 2006).

A familia Asteraceae é o grupo sistematico mais numeroso dentro da divisao
Angiosperma, compreendendo aproximadamente 1.100 géneros e 25.000
espécies. Plantas desta familia tém sido extensivamente estudadas em virtude da
sua composicao quimica e atividades biolégicas (VERDI et al., 2005).

O desenvolvimento de inUmeras pesquisas com espécies de plantas desta
familia resultou no isolamento de uma variedade de metabdlitos secundarios com
destague para os flavondides, alocados como importantes marcadores
quimiotaxonémicos (EMERENCIANO et al., 2001), além de sua ampla eficacia

terapéutica j4 demonstradas tanto experimentalmente quanto em humanos
(MACHADO, 2008).
Por outro lado, essa familia também se destaca na producado de éleos

essenciais de importancia comercial, principalmente na Europa e nos Estados
Unidos, sendo usados, em sua maioria, nas industrias de perfumes e licores
(CRAVEIRO et al., 1981). Oleos essenciais sdo substancias lipofilicas, liquidas e
volateis, obtidos dos mais variados 6rgéos vegetais, em geral por extracdo a vapor
ou através de solventes. Seus compostos mais importantes sdo incluidos em dois

grupos quimicos: terpenoides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropandides
(CALSAMIGLIA et al., 2007).
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1.5 - Baccharis trimera (Less) DC.

A Baccharis trimera (Less) DC. (Asteraceae) (Figura 4) considerada uma
planta nativa das regides Sul e Sudeste do Brasil, pode ser encontrada na
Argentina, Bolivia, Paraguai e Uruguai (ALONSO, 1998; BONA et al., 2005; LORENZI &
MATOS 2002). A origem do nome Baccharis vem do grego (Bakkharis), antiga
denominacdo para algumas plantas arbustivas (KISSMANN & GROTH, 1999).

Figura 4. Baccharis trimera (Less) DC. A. Muda; B. Inflorescéncia.

O género Baccharis possui mais de 500 espécies (GIULIANO, 2001; MALIZIA et
al., 2005). Segundo Barroso (1976), no Brasil, ja foram descritas cerca de 120
espécies. Para esse mesmo autor, as espécies desse género que possuem
cladédios, os quais fazem o papel de folha, uma vez que estas estdo totalmente
ausentes ou mostram-se reduzidas com funcdo fisiolégica restrita, sé&o
denominadas popularmente de carqueja e pertencem ao grupo Trimera - B.
trimera (Less.) DC, B. vincaefolia Baker, B. milleflora (Less.) DC., B. glaziovi
Baker, B. opuntioides Martius, B. articulata (Lam.) Persoon, B. gaudichaudiana
DC., B. usterii Heering., B. cylindrical (Less.) DC., B. myriocephala DC., B. crispa
Spreng., B. microcephala (Less.) DC., B. phyteumoides (Less.) DC., B. sagitalis
(Less.) DC., B. stenocephala Baker (BARROSO, 1976). Dentre as espécies

sumarizadas, a Baccharis trimera (Less) DC. é a mais estudada far-
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macologicamente e esta registrada na IV Farmacopéia Brasileira -1988-2003
(BUDEL et al., 2009).

A identificacdo desse grupamento vegetal € complexa entre as espécies. A
problematica da caracterizacdo botanica é relatada inclusive por especialistas
desse género (WATANABE et al., 2005). Barroso & Bueno (2002) e Alonso &
Desmarchelier (2006), afirmam que a B. trimera (Less.) DC. é muito confundida
com B. crispa Spreng., B. microcephala (Less) DC., B. stenocephala Baker e B.
usterii Heering. Esse fato acarreta o uso indiscriminado para a mesma finalidade
terapéutica, devido a utilizacdo da mesma sinonimia popular para diferentes
espécies (BUDEL et al., 2009).

As caracteristicas fitoquimicas desse género tém sido estudadas desde o
inicio do século passado. Atualmente, mais de 150 compostos ja foram isolados e
identificados (ABAD & BERMEJO, 1999). Os compostos mais frequentes sao os
flavondides e os terpendides, como: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenos (MOREIRA et al., 2003; VERDI et al., 2005), além de saponinas (GENE et al.,
1996). Na Figura 5 podem ser observadas as estruturas moleculares de algumas
classes de compostos identificados de B. trimera.

O primeiro relato no Brasil sobre a utilizagdo da B. trimera na medicina
popular, foi descrito por Correa em 1931, in Lorenzi & Matos, (2002), que
descreveu o0 uso da infusdo das partes aéreas desta planta no tratamento da
esterilidade feminina e impoténcia masculina.

B. trimera € uma erva consumida principalmente na forma de cha (VERDI et
al., 2005). A principal indicacdo mencionada para esta espécie recai sobre suas
acOes terapéuticas para o aparelho digestivo, sobretudo relacionado com as
funcbes hepaticas e biliares (SIMOES et al, 2003). Nos estudos de atividades
biolégicas destacam-se os efeitos antimicrobianos, citotdxicos, analgésicos e
antiinflamatérios, sendo que esses dois ultimos séo atribuidos principalmente as
saponinas presentes nessa espécie (VERDI et al., 2005).

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas para investigar a composicao

quimica da espécie B. trimera. Dentre os principais constituintes quimicos
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identificados, estdo: lactonas diterpénicas, sesquiterpenos, flavondéides, saponinas,
taninos e polifendis (SIMOES et al., 2003; SOUSA et al., 1991). O 6leo essencial dessa
planta contém a e B-pineno, palustrol, canfeno, nerolidol, carquejol e acetato de
carquejila- (MELLO & PETROVICK, 2000; AMARAL et al., 2010) e tém sido empregados no
setor farmacéutico devido as suas propriedades antimicrobianas (BURT, 2004). O
valor comercial desse 6leo parece variar em funcao do teor de nerolidol e acetato
de carqueijila, seus constituintes majoritarios (SOUSA et al, 1991). Na Figura 6 pode ser
observada a estrutura molecular de alguns constituintes identificados no éleo

essencial de B. trimera.

E, F, G - Diterpenos de B. trimera

Figura 5: Estruturas moleculares de algumas classes de compostos identificados de B. trimera (Cook & Samman, 1996;
Gené et al. 1996; Herz et al. 1997).

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni



Introducéao
22

H H
AN
AN -
H o ﬁ
B- a--pineno
C- Nerolidol
A- Palustrol

Figura 6: Estruturas moleculares de alguns compostos identificados no 6leo essencial de B. trimera (Simbdes & Spitzer
2003).

Alguns 6leos essenciais fornecem compostos de partida para sintese de
outras substancias UOteis na indlstria quimica e farmacéutica. Outros tém
propriedades farmacoldgicas e sado usados como antibacterianos, analgésicos,
sedativos, expectorantes, estimulantes e estomaticos na composicdo de diversos
medicamentos (CRAVEIRO et al., 1981).

Estima-se que 3000 tipos de O6leos essenciais sejam conhecidos pela
comunidade cientifica, e cerca de 300, sdo utilizados para fins comerciais como
conservantes e aromatizantes de alimentos, producdo de perfumes, cosméticos,
repelentes, producdo de antimicrobianos e antiinflamatérios. Além dessas
aplicagoes, ja foram evidenciadas atividades antifungica, antiviral, antiparasitaria e
inseticida em muitos 6leos essenciais (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Recentemente, Tonuci et al. (2012) avaliaram o efeito do 6leo essencial de
Tagetes erecta L. (Asteraceae) in vitro, sobre vermes adultos, machos e fémeas, de
S. mansoni linhagem LE e observaram, inibicdo da atividade motora, redugdo na
eliminacdo de ovos e uma mortalidade significativa dos vermes, nos tratamentos
realizados com 100 pg/mL, apds um periodo de 24 horas de incubacao.

Em estudo semelhante, Melo et al. (2011) analisaram a atividade
esquistossomicida do éleo essencial de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) e dos
compostos isolados, Precoceno | e (E)- Cariofileno, sobre S. mansoni linhagem LE
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e observaram alteragbes tegumentares nos vermes, reducdo na motilidade e um
percentual de redugao na oviposi¢ao de (74,3 %) para o composto Precoceno | e
(14,2%) para o composto (E)- Cariofileno, constituintes majoritarios do o6leo
essencial.

Magalhaes et al. (2011) avaliaram a eficacia do 6leo essencial da Piper
cubeba L. (Piperaceae) in vitro. Os resultados relatados indicaram que este éleo é
eficaz contra cercarias, esquistossébmulos, e vermes adultos de S. mansoni,
linhagem LE. Além disso, este trabalho também destacou o potencial deste éleo
essencial para a incorporacdao em sabonetes e outras formulagdes farmacéuticas a
ser empregado na quimioprofilaxia da esquistossomose.

Parreira et al. (2010) demonstraram o potencial antiparasitario e
antimicrobiano do 6leo essencial da espécie Baccharis dracunculifolia, por meio de
estudos in vitro. O 6leo essencial apresentou atividade antiparasitaria contra as
formas promastigotas de Leishmania donovani e contra vermes adultos de S.
mansoni, linhagem LE. A atividade antimicrobiana foi evidenciada para as espécies,
Candida albicans, C. glabrata, C. krusei e Cryptococcus neoformans.

Nos ultimos anos, as acoes farmacoldgicas e biolégicas da B. trimera tém
sido bastante estudadas. Nesse contexto, os flavondides eupafolina, quercetina,
luteolina, nepelina, apigenina, hispidulina, quercetina, eupatorina, rutina, cirsiliol,
canferol, eupatrina, eriodictiol, 5-OH-6,7,3,4-OMe flavona, 5,6-OH-7,3’,4’-OMe
flavona e 5,7,3,4-OH-3-O-ramnosil-glicosil flavona, foram isolados a partir do
extrato metandlico (VERDI et al., 2005; BORELLA et al., 2006). Estudos evidenciaram que
esses compostos sdo responsaveis pelas atividades antimutagénica e anti-
hepatotdxica da B. trimera (SOICKE et al, 1986; NAKASUGI et al., 1998).

O extrato aquoso de B. trimera foi avaliado quanto ao seu efeito biologico
em diferentes estudos, como o trabalho de Simdes- Pires et al. (2005) que
demonstraram suas atividades antiinflamatéria e antioxidante. Paul, (2009) avaliou
a acao hepatoprotetora e antiinflamatéria em modelo experimental de lesdes
hepéticas induzidas pela Tioacetamida, em ratos Wistar.
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Gamberini et al. (1991) comprovaram a atividade anti-diarréica, anti-
espasmddica e antigcida, através de um estudo utilizando camundongos, o qual
constatou uma redugdo no transito intestinal e uma reducdo na secrecao
hiperacida em les6es gastricas do estdbmago induzidas por estresse. Oliveira et al.
(2005) observaram a reducdao da glicemia em camundongos, induzidas por
estreptozotocina apo6s sete dias de tratamento - indicando uma potencial atividade
anti-diabética da B. trimera.

Padua et al. (2010) descreveram a atividade antioxidante do extrato bruto
hidroalcodlico por meio de experimentos in vitro e in vivo. Além disso, Luize et al.,
(2005), revelaram a atividade antiparasitaria de B. trimera in vitro, para as formas
amastigotas e promastigotas de Leishmania amazonensis e formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi.

A atividade moluscicida em Biomphalaria glabrata (Pulmonata Planorbidae)
foi estudada a partir de uma lactona diterpénica e de uma flavona isoladas dessa
planta (SANTOS- FILHO et al., 1980).

Além dos estudos ja descritos, outras atividades biolégicas ja foram
demonstradas com a B. trimera, conforme podem ser observadas resumidamente

na tabela 1.
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Tabela 1: Principais atividades biolégicas de B. trimera descritas na literatura

Atividades Tipo de Extrato Referéncia
Biologicas
Desinfectante Decoto Avancini, C A. M. et al., 2000
e Antisséptico
Efeito relaxante Extrato Cloroférmico Torres, L. M. B. et al., 2000
Anti- Parasitaria Extrato Hidroalcodlico Luize, P. S. et al., 2005
Hepatorenal Extrato Hidroalcodlico Padua, B.C. et al., 2010
Hipoclicemiante; Extrato Aquoso Barbosa- Filho, J. M. et al., 2005
Antiinflamatéria Extrato Aquoso Paul, E. L. et al., 2009
Imunomoduladora Extrato Aquoso Leite, C. E. et al., 2007

Varios estudos biolégicos realizados com B. trimera confirmam sua eficacia
no que se refere a indicacao popular, entre eles podemos destacar as atividades
antiinflamatérias e hepatoprotetora. Contudo, até o momento, ndo ha ainda
pesquisas que relatem alguma atividade especifica desta planta no tratamento da
esquistossomose mansobnica. Sendo assim, tendo em vista que as reacodes
inflamatorias granulomatosas que se formam ao redor dos ovos do parasito no
tecido hepatico, principal patogenia da esquistossomose mansénica, essa espécie

foi escolhida para esse estudo.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo geral

Avaliar a atividade esquistossomicida de Baccharis trimera (Less) DC. in
vitro e in vivo, sobre a infeccao experimental por Schistosoma mansoni, linhagem
BH.

2.2 - Objetivos especificos

- Obter as amostras de B. trimera (6leo essencial, extratos brutos e fracoes);

- Analisar por meio de ensaios in vitro a acao dessas amostras sobre a
motilidade, oviposigao, mortalidade, alteragdes morfolégicas e susceptibilidade dos
vermes adultos, machos e fémeas de S. mansoni;

- Fracionar quimicamente as amostras bioativas e analisar sua atividade
esquistossomicida;

- Analisar as diferentes classes de compostos quimicos das amostras obtidas
de B. trimera, por meio da cromatografia de camada delgada (CCD) e por
Cromatografia a Gas acoplada e Espectrometria de Massas (CG - EM);

- Determinar a DLso;

- Analisar por meio de ensaios in vivo, as amostras que apresentaram maior
acao esquistossomicida durante a triagem in vitro, avaliando os seguintes
parametros: carga parasitdria dos animais tratados, quantidade de ovos
eliminados nas fezes e alteragdes no oograma;

- A analisar o efeito dos tratamentos, realizados ap6s 60 dias de infeccédo por
S. mansoni em camundongos, sobre a formacdo de granulomas no figado por
meio de observagdes histoldgicas;

- Analisar por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV) o efeito do
das amostras que apresentaram maior acao esquistossomicida sobre o tegumento

do S. mansoni.
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3- MATERIAL & METODOS
3.1- Fitoquimica

3.1.1 - Material Vegetal

Para realizacdo deste estudo foram utilizadas as partes aéreas da Baccharis
trimera (Less) DC, um cultivar, denominado “CPQBA1”, registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Esta variedade foi selecionada pelo
processo massal com controle gamético por cinco geragdes, incluindo a geracao
parental sendo cultivada no Campo Experimental do Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas Biol6gicas e Agricolas (CPQBA) — UNICAMP- Campinas (-
22°54'20"/-47°03'39") - Sao Paulo - Brasil. A planta cultivada, foi identificada pelo
Prof. Dr. Grady L. Webster (University of Califérnia Davis, USA). A exsicata
“typus” esta depositada no Herbario do CPQBA da Universidade Estadual de
Campinas, Brasil sob 0 n® 1286.

3.1.2- Extracdo do Oleo Essencial (OE) de B. trimera

A extracdo do Oleo essencial foi realizada por arraste a vapor em
equipamento de inox de 210 L com 23 kg de folhas frescas e talos durante trés
horas de extracdo. O Oleo resultante foi separado da fase aquosa em funil de

separagéao e estocado em freezer em frasco apropriado.

3.1.3- Obtencao dos Extratos Diclorometanico (ED) e Hidroalcodlico
(EHA) a partir das folhas da B. trimera

Para obtencédo dos extratos, utilizou-se o residuo vegetal, obtido das partes
aéreas da planta fresca da B. trimera apds a extragdo do 6leo essencial.

Efetuou-se inicialmente a extragdo do material moido (100 g) com 800 mL
Diclorometano, em dispersor Polytron® por 5 minutos a temperatura ambiente.

Filtrou-se o extrato a vacuo em funil de placa porosa e secou-se o extrato a vacuo
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em rotaevaporador, obtendo-se o extrato Diclorometanico (ED). Em seguida, de
modo analogo, o residuo da planta foi submetido a uma nova extracao utilizando
800 mL de uma solucao etanol: agua (70:30 v/v), gerando o extrato Hidroalcodlico
(EHA). Na figura 7 esté apresentado o sistema utilizado na secagem dos extratos.

Figura 7: Sistema de evaporagéo a vacuo utilizado na secagem dos extratos e fragdes de B. trimera.

3.1.4- Particao Liquido- Liquido do Extrato Diclorometanico (ED)

O extrato ED (4,0 g) foi solubilizado em 120 mL de uma solucao de hexano e
particionado em funil de separacdo, gerando a Fracao Hexanica (FHE). Em
seguida, o residuo foi re-extraido por mais duas vezes com 120 mL de acetona e
agua destilada, gerando a fracdo Acetona/dagua (FAA). As fragbes foram

agrupadas e secas em rotaevaporador a vacuo.
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3.1.5- Particao Liquido- Liquido do Extrato Hidroalcodlico (EHA)

O extrato EHA (1,0 g) foi solubilizado em 30 mL de uma solugao de
diclorometano e particionado em funil de separagcdo gerando a Fragdo orgéanica
(FrO). Em seguida, o residuo foi re-extraido por mais uma vez com 30 mL de
acetona e 30 mL de agua destilada, gerando a fracdo Aquosa (FrA). As fracdes
foram agrupadas e secas em rotaevaporador a vacuo. Na Figura 8 pode ser
visualizada a separacao das fracoes obtidas do extrato hidroalcodlico.

Figura 8: Fotos da particdo liquido-liquido do Extrato Hidroalcodlico de B. trimera. Obtengao das Fragdes Organica e
Aquosa.

3.1.6- Fracionamento do Extrato Hidroalcoodlico (EHA) em Cromatografia

do tipo Coluna Seca

Para o fracionamento do extrato EHA (1,15 g), utilizou-se como suporte da
fase estacionaria uma membrana de acetato de celulose de 32 cm de
comprimento e 1,7 cm de diametro. A membrana foi preenchida com 50 g de silica
gel 60 Merck (0,063 -0,200 mm) e apods adigdo do extrato na forma de papa
(mistura do EHA e silica gel 1,5 g) sobre a silica, procedeu-se a eluicao utilizando
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com o eluente cloroférmio: metanol (70: 30 v/v). A coluna foi dividida em quatro
fracoes de 8 cm cada, denominadas Fr1 (descartada), Fr2, Fr3, e Fr4.

As fracbes foram filtradas utilizando-se funil de placa porosa em baldes de
fundo redondo de 250 mL e evaporadas a vacuo em rotaevaporador até a total

remocao do solvente.

3.2- Analises Cromatograficas

3.2.1- Cromatografia por Camada Delgada (CCD)

O ébleo essencial, os extratos, e fracoes foram analisados por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD), utilizando placas de silica gel 60 F2s4 — Merck (0,063
- 0,200 mm).

Os eluentes utilizados nas analises foram definidos de acordo com as
caracteristicas dos compostos presentes nos mesmos de acordo com a tabela 2.
As placas foram analisadas sob luz UV a A254 e 366 nm, com posterior

pulverizacdo de uma solugao de anisaldeido e aquecimento em estufa a 100°C.

Tabela 2: Amostras de B. trimera analisadas por CCD e seus respectivos eluentes.

Amostras Eluentes

OE Diclorometano (97: 3 v/v)

ED e EHA Cloroférmio:metanol (97: 3 v/v)
Fragcdo Hex e Fragdo AA Cloroférmio:metanol (97: 3 v/iv)
Fragao organica (FO) e Fracdo aquosa (FA) Cloroférmio:metanol (97: 3 viv)
Fracdo 2,3 e 4 Cloroférmio:metanol (70: 30 v/iv)
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3.2.2- Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

O d6leo essencial foi analisado por CG-EM em Cromatégrafo a gas Hewlett-
Packard 6890, equipado com detector seletivo de massas Hewlett-Packard 5975,
utilizando coluna capilar HP-5 (25 m x 0,25 mm i,d, x 1,0 ym), nas seguintes
condicoes: temperatura do injetor (220 °C); temp. (250 °C); temp. da coluna (60 °C,
3 °C. min, 240 °C); gas de arraste: He (1,0 mL. min); e injecdao Split. O
espectrémetro de massas foi operado no modo El a 70 V numa faixa de m/zde 42 a
350. Os compostos foram identificados por comparacao dos espectros de massas
obtidos com os da biblioteca espectral do equipamento (NIST-05), co-injecdo de
padrdes de hidrocarbonetos para calcular os indices de retencao (IR’s), e anadlise
dos dados obtidos como descritos por Adams (2007). As porcentagens relativas dos
compostos do OE foram expressas como porcentagens obtidas por normalizacao

das areas dos picos.

3.2.3 - Preparo das amostras de B. frimera para os ensaios de atividade
esquistossomicida

ApGs a obtencdo das amostras da B. trimera utilizando os diferentes
métodos fitoquimicos, as mesmas foram preparadas para a execucéo dos ensaios
biol6gicos contra vermes adultos de S. mansoni, linhagem BH. Foram avaliadas as
seguintes amostras: éleo essencial (OE), extrato bruto diclorometanico (ED), e
suas fragdes, hexéanica (FHE) e fracdo acetona/agua (FAA), extrato bruto
hidroalcodlico (EHA) e suas fragdes, aquosa (FrA), fracao orgéanica (FrO), fragcéo 2,
(Fr2), fracdo 3 (Fr3) e fracéo 4 (Fr4), e o praziquantel (PZQ). As amostras foram
pesadas em balanga analitica e solubilizadas em solugcdo tampao PBS 2%
(Phosphate Buffered Saline) autoclavada acrescida de 0,1 pg/mL de Tween 80
(Polysorbate) MERCK, usado como veiculo de solubilizagdo, com o auxilio de

ultrassom e Vortex.
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3.3- Modelo Biolégico

3.3.1- Parasitas e Animais

Nesse estudo utilizou-se a cepa BH de S. mansoni oriunda de Belo Horizonte,
MG, Brasil; mantida em moluscos, planorbideos Biomphalaria glabrata, no
departamento de Biologia Animal, 1B, Unicamp. Fémeas de camundongos (Mus
musculus), linhagem Swiss- SPF com 30 dias de idade pesando 20g, previamente
infectadas percutaneamente, para a manutencao rotineira da cepa de S. mansoni.
Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biol6gica (CEMIB) da Unicamp.

3.4- Ensaio in vitro

3.4.1- Obtencao dos vermes adultos de S. mansoni

Ap6s quarenta e cinco dias de infeccdo do hospedeiro definitivo, os
camundongos foram eutanasiados por meio de deslocamento cervical. Os vermes
adultos de S. mansoni foram recuperados por meio da perfusdo do sistema porta-
hepatico e das veias mesentéricas de acordo com PELLEGRINO & SIQUIEIRA, (1956).
Os mesmos foram lavados em solugcao salina estéril, seguido de duas lavagens
em meio RPMI-1640 (Nutricell).

3.4.2- Grupos Experimentais

Foram avaliados quatro grupos de estudos expostos a diferentes
concentragbes de cada amostra obtida de B. trimera - (C1) 130 upg/mL; (C2) 91
pg/mL; (C3) 48 pg/mL; (C4) 24 pug/mL (Figura 9). O grupo controle positivo foi
exposto ao praziquantel nessas mesmas concentragbes. Enquanto o controle

negativo foi mantido em meio RPMI-1640 sem adicao de extratos e farmacos. Os
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parametros analisados durante os experimentos foram: motilidade, oviposicéao,
alteracbes tegumentares e/ou morfoldgicas e a mortalidade dos parasitas.

Todos os ensaios foram realizados em cinco réplicas e observados durante
trés dias através de microscépio invertido Leica DMI-500, em intervalos crescentes
e regulares de 1h, 2h, 4h, 6h, 24h, 30h, 48h, e 72h. Durante o periodo de
observacdo ap6s a exposicdo das amostras de B. trimera, para avaliar a
motilidade, foi atribuida uma escala de movimentacao dos vermes sendo- (0) para
auséncia de motilidade; (1) para motilidade baixa; (2) para motilidade moderada e
(3) para motilidade intensa.

(4) ()4 0

Figura 9: Grupos experimentais para os ensaios in vitro utilizando diferentes concentragdes das amostras de B. trimera
sobre os vermes adultos de Schistosoma mansoni.

3.4.3- Procedimento Experimental

Todos os procedimentos realizados durante os ensaios in vitro, foram
executados em cabine de protecdo biolégica. Os materiais utilizados foram
cuidadosamente lavados e esterilizados em autoclave. Apds a recuperacao e

lavagem dos vermes adultos, machos e fémeas de S. mansoni, um casal de
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vermes acasalados foi transferido para cada po¢co de uma placa de cultura de 24
pocos contendo as amosiras de B. trimera e meio de cultura, RPMI-1640
(Nutricell) suplementado com 1% de penicilina (100 Ul /mL), estreptomicina (100
pg/mL) (Nutricell), totalizando um volume final de 2 mL por pocgo. Posteriormente,

as placas foram incubadas em estufa de CO2 5% a 37°c.

3.4.4- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A MEV foi utilizada como ferramenta para avaliar as alteracdes
morfolégicas dos vermes adultos de S. mansoni ap6s os tratamentos in vitro com
as amostras de B. trimera que apresentaram melhor atividade esquistossomicida.
Os vermes foram expostos a uma dose letal (C1) 130 pug/mL e incubados por 24
horas em estufa de CO2 5% a 37°c. Estes foram lavados com tampao cacodilato
de sodio (pH 7.2), fixados em glutaraldeideo 2,5 % (pH 7.4) durante 24 horas e
pos fixado em tetroxido de 6smio 1% por 1 hora. A desidratacao foi feita em uma
série crescente de solugcdo de etanol e as amostras foram secas em camara de
ponto critico. Em seguida, as mesmas foram montadas sobre ‘stubs’ e cobertas
com uma fina camada de ouro no “sputter coat’. O material foi analisado e
fotografado em Ultramicroscépio Eletronico de Varredura Jeol JSM- 820.

3.4.5- Determinacao da DL50

O célculo da dose letal mediana (DLso) das amostras de B. trimera
avaliadas nos ensaios de atividade esquistossomicida in vitro foi realizado

utilizando o programa Origin 7.
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3.5- Ensaios in vivo

3.5.1- Hospedeiro Definitivo para os Ensaios in vivo

Para realizagdo dos ensaios in vivo foram utilizados camundongos albinos,
fémeas da linhagem Balb/C, com 30 dias de idade, pesando aproximadamente
20g, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacao Biolégica (CEMIB) da
Unicamp. Os animais foram mantidos em caixas plasticas com tampas metalicas e
receberam alimentacdo e agua “ad libitum”. No manejo, os animais foram
mantidos em gaiolas com maravalha autoclavada, com duas trocas semanais.
Estes permaneceram em estante ventilada ALESCO, a fim de ampliar os niveis de

seguranca contra possiveis contaminacoes.

3.5.2- Infeccao do Hospedeiro definitivo para os Ensaios in vivo

As fémeas de camundongos Balb/C formam expostas individualmente para
infecgdo, através da imersdo caudal em suspensdo cercariana contendo 70
cercarias em tubos de ensaio por um periodo de 2 horas, com exposicao a luz e
temperatura de aproximadamente 28°C. Para conter os animais durante o
processo foram utilizados dispositivos especificos.

ApGs o periodo de exposicdo dos camundongos ha suspensao cercariana, foi
avaliada a quantidade de cercarias que ndo penetraram com o auxilio de

estereomicroscépio. Para cada grupo de estudo foram infectados 30 animais, os

quais foram distribuidos em seis gaiolas, com cinco camundongos em cada.
(OLIVER & STIREWALT, 1952).
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3.5.3 - Grupos Experimentais para os Tratamentos

Para a realizagdo dos tratamentos in vivo, os camundongos (n-150), foram

organizados em cinco grupos experimentais, de 30 animais cada, como

esquematizado na Figura 10. Todos os grupos foram tratados em dose Unica, via

oral, através de tubagem esofagica. As concentracoes foram calculadas de acordo

com o peso do animal e expressas em mg/kg para cada grupo experimental.

Foram administradas 0,3 mL de cada amostra de B. trimera nas concentragdes,

200mg/kg; 100mg/kg; 40mg/kg, apds 60 dias de infeccao para avaliar o efeito da

B. trimera. O grupo controle negativo infectado, recebeu 0,3 mL de solugcao

tamponada PBS + 0,001% de Tw 80. O grupo controle positivo infectado foi tratado

com praziquantel nas mesmas concentragdes das amostras de B. trimera. Duas

semanas apos o tratamento, os animais foram eutanasiados por meio do

deslocamento cervical.

nE

Grupo 1

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Controle Oleo Extrato Fragéo Praziquantel
| PBS+ Tw Essencial Diclorometanico AcetonalAgua (PZQ) J
|
0,3 mL 200 mglkg 200 mg/kg 200 mglkg 200 mglkg
60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias
0,3 mL 100 mglkg 100 mglkg 100 mgikg 100 mgikg
60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias
0,3 mL 40 mglkg 40 malkg 40 malkg 40 malkg
60 dias 60 dias 60 dias 60 dias 60 dias

Figura 10: Distribuigdo dos grupos experimentais e tratamentos, com as amostras de B. trimera OE, ED, FAA e PZQ, e as
respectivas concentragdes para avaliagao in vivo contra vermes adultos de Schistosoma mansoni ap6s 60 dias de infecgéo.
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3.6- Acompanhamento e Finalizacao dos Tratamentos

3.6.1- Recuperacao dos Vermes Adultos de S. mansoni e Analise dos
orgaos

Ap6s 15 dias do tratamento (Figura 11), os camundongos foram
eutanasiados por meio do deslocamento cervical e submetidos a perfusdao do
sistema porta-hepatico de acordo com PELLEGRINO & SIQUEIRA, (1956). Os vermes
recuperados foram colocados em placa de Petri contendo solucdo salina NaCl
0,85%, estes foram quantificados e identificados segundo o0 sexo e vermes
acasalados bem como a localizacdo em que se encontravam. Em seguida, foi
retirado um pequeno fragmento do figado e fixado em formaldeido 10% para
realizacdo das analises histopatolégicas. A outra por¢ao do figado, e dos demais
orgaos, baco, pulmao e intestino, foram comprimidos entre duas placas de vidro, e
posteriormente analisados, em estereomicroscopio, para pesquisa de vermes.

3.6.2- Oograma

Para avaliar do efeito do tratamento realizado com B. trimera sobre a
distribuicdo de ovos de S. mansoni nos tecidos intestinais, um fragmento de 0,5
cm do intestino delgado foi retirado para realizacdo do oograma, onde foram
quantificados os ovos nos seus diferentes estagios de maturidade -1° ao 5°
estagio e ovos mortos- (HERMETO et al., 1994). Para tanto foram analisados 10
campos aleatérios, em microscopio Optico com aumento de 100 vezes. A
classificacdo dos estagios de desenvolvimento esta de acordo com o critério
proposto por PELLEGRINO et al. (1962).

3.6.3- Exame de fezes

A anadlise do exame de fezes teve como objetivo quantificar os ovos

eliminados pelos camundongos ap6s 15 dias de tratamento. Para isto, foi
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realizada a coleta das fezes dos camundongos antes da eutandsia, as quais foram

examinadas pelo o método quantitativo de Kato- Katz (KATZ et al., 1972).

3.6.4- Analise Histopatologica

As analises dos tratamentos in vivo sobre os granulomas hepaticos foram
realizadas por meio da histopatologia do figado. Para andlise foram escolhidos
trés fragmentos do figado de cada tratamento, em periodos e concentracdes
diferentes. As pecgas fixadas em formaldeido 10% foram desidratadas em
concentragbes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol, e incluidas em
parafina. Esse experimento teve como objetivo quantificar, medir os didmetros e
avaliar o infiltrado celular inflamatério ao redor dos granulomas. Para tais
avaliacdées utilizou-se a microscopia de campo claro seguida da captura de
imagens e processamento destas, com auxilio do programa “Image Manager 50”.

Foram quantificados todos os granulomas presentes em 10 campos
aleatérios de um corte histologico. Porém, somente foram medidos os diametros,
maior e menor, dos granulomas que apresentavam um ovo de S. mansoni em seu
nudcleo. Para uma melhor delimitacdo da reacdo granulomatosa os cortes
histolégicos foram corados com Tricromio de Masson.

Infecgéo Tratamento Perfuséao
Dias
0 60 15 dias 75

Figura 11: Esquema do processo de infecgdo, tratamento e perfusdo dos camundongos para realizagdo dos ensaios in
vivo.
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3. 7- Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software estatistico
SAS 9.1 (SAS Institute Inc, Carry, NC, EUA). Foi aplicada a Andlise da Variancia
(ANOVA) e o Duncan’s Mutiple Range Test, utilizado para comparar as medianas
das respostas entre os grupos tratados com as amostras de B. trimera e 0s grupos
controles, considerando-se estatisticamente significativos os valores comparados

ao nivel de significancia de p=< 0,05.

3.8- Comité de Etica

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica para uso de Animais CEUA/Unicamp, por estar de acordo com os principios
éticos de experimentagdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de

o]

Experimentagéo Animal (COBEA) sob protocolo n® 2170-1.
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4. Resultados
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4.1- Analises

Fitoquimicas
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4.2- Obtencao e Rendimento das Amostras de B. trimera

No fluxograma abaixo (Figura 12), estdo apresentadas as etapas realizadas
para a obtencdo das amostras da B. trimera e seus respectivos rendimentos, (1)
Oleo essencial - OE, (2) Extrato Diclorometanico - ED, (3) Fragcdo Hexanica - FHE,
(4) Fracdo Acetona/ Agua, - FAA (5) Extrato Hidroalcodlico - EHA, (6) Fracao
Organica — FrO, (7) Fracdo Aquosa - FrA, (8) Fracao 2 - Fr2, (9) Fragéao 3 - Fr3,
(10) Fracao 4 - Fr4, submetidas aos ensaios de atividade biolégica, in vitro contra
S. mansoni linhagem BH. Foram utilizados diferentes métodos fitoquimicos para
obtencdo de cada amostra, como descrito no item (3.1), os rendimentos finais
apresentaram valores variados e foram calculados de acordo com as massas
iniciais de cada amostra.
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Baccharis trimera
Planta Fresca
23Kg

Extragdo do dle

0 essencial por arraste a vapor

Planta umida e sem o
6leo essencial

Moagem

100g
Planta moida

Oleo Essencial
10,6 g
(0,05%)

800 mL de diclorometano
Extragdo em dispersor por 5 min
Lavagem com 150 mL

Extrato Diclorometanico

(ED 2008)

ED
5,37 g (5,37%)

Secagem em rotaevaporador a vacuo

Particdo do ED
(4,00 @)

+2 X 120 mL de Hexano

120 mL de Hexano
120 mL de Acetona
80 mL de Agua destilada

Residuo vegetal

800 m

L de Etanol/Agua (70:30)

Extragdo em dispersor por 5 min
Lavagem com 150 mL

(EHA 2008)

Extrato Hidroalcodlico

EHA

11,74 g (11,74%)

FHE

1,50 g (37,5%)

FAA

2,41 g (60,3%)

Particao do EHA
(1,00 @)

Fracionamento do EHA por
Coluna Seca (1,15 g)

30 mL de Agua destilada

15 min Ultrassom
30 mL de Diclorometano
20 mL de Acetona

FrO
0,30 g (30,0%)

FrA
0,61 g (61,2%)

Silica p/ papa: 1,48 g

Tripa de celulose: g= 1,7 cm
Altura da coluna: 32 cm
Eluente: CHCIl3/MeOH (70:30)
4 fracdes de 8 cm

Fr 2

0,26 g (22,6%)

Fr 4
0,48 g (41,7%)

Fr3
0,18 g (15,6%)

Figura 12: Fluxograma de obteng&o das amostras de Baccharis trimera e seus rendimentos para realizagdo dos ensaios de
atividade esquistossomicidas por meio de ensaios in vitro e in vivo.
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4.3- Analises Cromatograficas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Todas as amostras de B. trimera submetidas aos ensaios de atividade
esquistossomicida foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD)
com o intuito de identificar os compostos presentes nas diferentes amostras (1)
OE, (2) ED, (3) FHE, (4) FAA, (5) EHA, (6) FrO, (7) FrA, (8) Fr2, (9) Fr3, e (10) Fr4,
para isto, foram utilizados diferentes eluentes. Na figura 13 estdo representados
os perfis cromatogréaficos das amostras de B. trimera citadas acima.

Diclorometano/Metanol 95:5

Baixa
= polaridade

b Média polaridade

-~ -

Alta polaridade

Figura 13: CCD de todas as amostras de B. trimera utilizadas para os testes de atividade esquistossomicida contra S.
mansoni, linhagem BH. Eluente: CHCIs ; MeOH (97:3 v/v) e revelador anisaldeido.
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4.4- Analise por Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM)

O Odleo essencial de B. trimera foi analisado por CG-EM e seu
cromatograma pode ser visualizado na Figura 14, destacando as regides

caracteristicas de mono e sesquiterpenos.

Sesquiterpenos
_NA—
- N

Abundance

TIC: Bac-trimera.D\data.ms
5500000
5000000
4500000
4000000

3500000

3000000 Monoterpenos

—_—~
2500000

2000000
1500000

1000000

500000 JUJ{JJ
L Ll Wl L I

T L P T T T w‘wwww‘wwww‘wwww‘wwwwk
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Time-->

Figura14: Cromatograma do 6leo essencial das folhas de B. trimera (Less) DC, obtidos por CG-EM.

Os compostos identificados no OE e suas porcentagens relativas estao
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Compostos do 6leo essencial de B. trimera (Less) DC. identificados por CG-EM, indices de Retencgéo calculados

e tedricos e porcentagens relativas de cada composto.

t Formula Massa %
(m?n) et Molecular M(zller::g:;‘ r Rea IRt pojativa
717 B-Pineno CioHie 136,13 978 979 2,25
7,54 B-Mirceno CioHie 136,13 991 990 2,11

Monoterpenos 4,36
22,91 a-Copaeno CisHo4 204,19 1375 1376 1,18
23,60 B-Elemeno CisHoq 204,19 1392 1390 1,20
24,83 Trans-cariofileno CisHo4 204,19 1421 1419 14,77
25,51 a-Guaieno CisHoq 204,19 1438 1439 2,55
26,10 a-Humuleno CisHo4 204,19 1453 1454 2,05
27,14 y-Muuroleno CisHos 204,19 1478 1479 2,95
27,34 Germacrene D CysHoa 204,19 1483 1485 15,31
27,95 Biciclogermacreno CisHoa 204,19 1498 1500 14,67
28,02 a-Muuroleno CisHo4 204,19 1500 1500 1,25
28,22 5-Guaieno CisHo4 204,19 1505 1509 1,40
28,54 y-Cadineno CisHz4 204,19 1513 1513 1,37
28,96 5-Cadineno CisHoq 204,19 1524 1523 6,83
31,00 Espatulenol Ci5H240 220,18 1577 1578 2,04
31,25 Globulol Ci5H260 222,20 1584 1590 4,19
31,53 Viridiflorol CisHaq 222,20 1591 1592 2,00
31,91 Ledol CisH260 222,20 1601 1602 1,30
33,41 t-Muurolol Cy5H260 222,20 1642 1642 3,00
33,87 a-Cadinol Cy5H260 222,20 1654 1652 2,34

Sesquiterpenos 80,40

tR: tempo de retencao, IRcal: indice de retencao calculado; IRlit: indice de retencéo obtido com dados na literatura ( ADAMS, 2007).
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4.2- Analises
Biologicas:
Ensaios in vitro
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4.2.1- Efeito de B. trimera sobre a Motilidade dos vermes adultos de S.
mansoni

Nesse experimento foram avaliadas as seguintes interacdes: efeito do
tratamento em relagdo a concentracao testada, efeito do tratamento em relagéo ao
periodo de incubagdo dos vermes e o efeito do tratamento sobre os vermes,
machos e fémeas. Foi possivel observar uma reducao significativa na motilidade
para todos os tratamentos realizados com as diferentes amostras de B. trimera.
Além disso, observou-se que mesmo para as concentracdes que nao produziram
um efeito letal nos vermes, estas, ocasionaram a separacao dos casais para todas
as amostras avaliadas (Tabela 4). Outro fato observado durante os ensaios in vitro
esta relacionado a contragcdo dos vermes machos, mais notadamente para as
amostras, Oleo essencial, extrato diclorometanico, fracdo hexanica, fracao
acetona/agua e extrato hidroalcodlico antes da acédo esquistossomicida.

De acordo com a analise de varidncia (ANOVA), todas as interagdes
avaliadas nesse experimento foram consideradas significativas (p < 0,0001).

Os grupos tratados com O6leo essencial, extrato diclorometénico, fragao
hexéanica, fracado 2 e praziquantel, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre
as medianas de acordo com o teste Duncan, quando avaliadas para interacao do
efeito do tratamento em relacdo a concentracdo. No entanto, as demais amostras,
fracdo acetona/agua, fracdo organica, extrato hidroalcodlico, fragdo 3, fracéo
aquosa e fracdo 4, apresentaram diferengas entre as medianas quando avaliadas
para essa mesma interacdo. A concentracdo (C1)130 pg/mL apresentou maior
diferenca significativa em relagcdo as demais concentra¢cées quando comparadas
com o grupo controle negativo mantidos apenas em RPMI- 1640.

A avaliagdo da motilidade em relagdo ao periodo de incubacédo apresentou
significancia estatistica para todas as amostras de B. trimera no periodo de 48 e
72 horas, onde se observou auséncia total da atividade motora dos vermes. Esses
resultados coincidem com o controle positivo tratado com praziquantel. A analise

do tratamento em relacdo a motilidade dos vermes, machos e fémeas, evidenciou
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uma redugéo significativa na motilidade dos dois sexos. Nas primeiras seis horas
de exposicdo ao extrato diclorometanico, observou-se auséncia de motilidade dos
vermes machos. No entanto, a auséncia de motilidade dos vermes, machos e
fémeas, apresentou maior significancia nos periodos de 48 e 72 horas de
incubacdo demonstrando um efeito dose- resposta quando comparados com o
grupo controle negativo, mantidos apenas em RPMI- 1640, no qual os vermes
permaneceram com motilidade intensa até o final de todos os experimentos, ou
seja, 72 horas. Na tabela 4 podem ser observadas as escalas de movimentacao
dos vermes, machos e fémeas, apos a exposicao das amostras de B. frimera em

diferentes concentracdes por 72 horas de incubacao.
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Tabela 4: Motilidade dos vermes adultos de S. mansoni e numero de vermes separados ap0s a exposi¢ao a B. trimera.

Amostras Concentracao Periodo de N¢ de Casais de Escala de Movimentacao
Avaliadas (ng/mL) observacao Vermes dos vermes
(horas) separados
0 1 2
. 24 0-6 3 2
Oleo essencial 48 24 5 0
91 48 5 0
130 72 5 0
24 0-6 2
Ext.Diclorometanico 48 24 5 2
91 48 5 0 1
130 72 5
24 0-6 4 2
Fracao Hexanica 48 24 5 1
91 48 5 0
130 72 5 0
24 0-6 5 2
Fracao Acetona/agua 48 24 5 0
91 48 5 0
130 72 5 0
24 0-6 4 3
Ext. Hidroalcoolico 48 24 5 2
91 48 5 1
130 72 5 0
24 0-6 1 3
Fracao Aquosa 48 24 2 3
91 48 4 2
130 72 5 0
24 0-6 1 2
Fracao Organica 48 24 2 1
91 48 4 0
130 72 5 0
24 0-6 3 2
Fracao 2 48 24 5 1
91 48 5 0
130 72 5 0
24 0-6 0 3
Fragao 3 48 24 2 2
91 48 4 2
130 72 4 0
24 0-6 1 3
Fracao 4 48 24 3 3
91 48 4 1 2
130 72 4 0
24 0-6 1 2
Praziquantel 48 24 3 1
91 48 3 0
130 72 5 0
RPMI-1640 0 72 2 3

Escala de Movimentagcdo dos vermes adultos de S. mansoni: 0- auséncia de motilidade; 1 — motilidade baixa; 2-

motilidade moderada; 3- motilidade intensa.
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4.2.2- Efeito de B. trimera sobre a oviposicao dos vermes fémeas de S.
mansoni.

A avaliacdo da oviposicdo do S. mansoni, teve como principal objetivo
observar a capacidade reprodutiva destes parasitas apés a exposicdo das
amostras de B. trimera. A contagem de ovos eliminados pelas fémeas de S.
mansoni foi realizada diariamente e comparada com o grupo controle negativo. A
inibicdo dos ovos eliminados a partir das avaliacbes foi considerada significativa
(p < 0,0001) de acordo com as andlises estatisticas.

Foi possivel observar uma reducao de 100 % na producao de ovos quando
os parasitas foram expostos ao éleo essencial, extrato diclorometanico, extrato
hidroalcodlico, fragdo aquosa e fragdo2 (Figuras 16, 17, 20, 21 e 23),
respectivamente, quando comparadas com o grupo controle negativo. O grupo
tratado com praziquantel, também apresentou uma reducao de 100% na producao
de ovos, como mostrado na figura 15. No entanto, para as demais amostras de B.
trimera, fracao hexanica, fracdo acetona/agua, fracdo orgéanica, fracao 3, e fracao
4, também foi possivel observar uma taxa significativa na reducao de ovos (96 %,
94,4 %, 99%, 53,7%, e 88,5 %,) respectivamente (Figuras: 18, 19, 22, 24 e 25).

Durante as observacoes, foi possivel notar a inviabilidade dos ovos
eliminados, resultado da ma formagéo do miracidio, esse fato comprova o efeito
biolégico da B. trimera sobre o desenvolvimento dos ovos de S. mansoni. Também
foi possivel observar que mesmo para as concentragées que nao produziram um
efeito letal até 72 horas de exposicdo, quando o parametro analisado foi a
mortalidade, as amostras avaliadas provocaram a separagdo dos casais de
vermes, além de reduzir significativamente a quantidade de ovos eliminados.
Desta forma, de acordo com os resultados apresentados, é possivel notar que a B.

trimera alterou a capacidade reprodutiva dos vermes fémeas de S. mansoni.
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Figura 15: Efeito in vitro do praziquantel sobre a produgéo de
ovos das fémeas adultas de S. mansoni em diferentes
concentragdes por um periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 17: Efeito in vitro do Extrato Diclorometanico sobre a
produgédo de ovos das fémeas adultas de S. mansoni em
diferentes concentragdes por um periodo de incubagéao de 72
horas.
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Figura 19: Efeito in vitro da Fragao Acetona/Agua, obtida a
partir do extrato diclorometanico, sobre a produgao de ovos
das fémeas adultas de S. mansoni em diferentes
concentragdes por um periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 16: Efeito in vitro do Oleo essencial sobre a produgéo
de ovos das fémeas adultas de S. mansoni em diferentes
concentragcdes por um periodo de incubagao de 72 horas.
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Figura 18: Efeito in vitro da Fragdo Hexanica, obtida a partir
do extrato diclorometanico, sobre a produgédo de ovos das
fémeas adultas de S. mansoni em diferentes concentragdes
por um periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 20: Efeito in vitro do Extrato Hidroalcodlico sobre a
produgdo de ovos das fémeas adultas de S. mansoni em
diferentes concentragdes por um periodo de incubagao de 72
horas.
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B.trimera : Fracdo Aquosa
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Figura 21: Efeito in vitro da Fragéo Aquosa, obtida a partir do
extrato hidroalcodlico, sobre a produgéo de ovos das fémeas
adultas de S. mansoni em diferentes concentragdes por um
periodo de incubacéo de 72 horas.
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Figura 23: Efeito in vitro da Fragdo 2 obtida a partir do
extrato hidroalcodlico, sobre a produgéo de ovos das fémeas
adultas de S. mansoni em diferentes concentragées por um
periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 25: Efeito in vitro da Fragdo 4 obtida a partir do
extrato hidroalcodlico sobre a producdo de ovos das fémeas
adultas de S. mansoni em diferentes concentragbes por um
periodo de incubacao de 72 horas.
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Figura 22: Efeito in vitro da Fragdo Aquosa obtida a partir do
extrato hidroalcodlico sobre a producao de ovos das fémeas
adultas de S. mansoni em diferentes concentragées por um
periodo de incubacéo de 72 horas.
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Figura 24: Efeito in vitro da Fragdo 3 obtida a partir do
extrato hidroalcodlico, sobre a producéo de ovos das fémeas
adultas de S. mansoni em diferentes concentragdées por um
periodo de incubagéo de 72 horas.
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4.2.3- Efeito da B. trimera sobre a Mortalidade dos vermes adultos de S.
mansoni

Para avaliar a mortalidade do S. mansoni, expostos as diferentes
concentragbes e amostras de B. frimera, avaliaram-se as seguintes interagoes:
efeito de B. frimera em relacdo as concentracdes avaliadas; efeito de B. trimera
em relacao ao periodo de exposicdo aos vermes; efeito das concentracdes em
relagdo ao periodo de incubagéo dos vermes e o efeito de B. frimera em relagao a
mortalidade dos vermes adultos, machos e fémeas. A avaliacdo desses
parametros permitiu fazer comparacoes entre o controle positivo tratado com PZQ
e com o controle negativo mantidos em RPMI- 1640 sem adicdo de extratos ou
farmacos. Além disso, orientou na escolha do melhor extrato/fragdo para a
realizacdo dos ensaios in vivo.

A analise de variancia (ANOVA) mostrou-se significativa para todas as
interagbes avaliadas nesse ensaio (p<0,0001). De acordo com as andlises do
teste Duncan, o efeito da B. frimera em relacdo as concentragdes avaliadas,
apresentou um nivel de significAncia entre as medianas, para as os tratamentos
realizados com, 6leo essencial, extrato diclorometanico, fracdo hexanica, fracao
acetona/agua e fracado 2 (Figuras: 26, 27, 28, 29 e 33), sendo que a melhor
concentragdo para as respectivas amostras foram a (C1) 130 pug/mL e (C2)
91ug/mL, quando comparados com o PZQ (Figura 36) e com o grupo controle
mantido em RPMI-1640.

O efeito da B. trimera em relagdo ao periodo de exposicado aos vermes
apresentou um maior nivel de significancia entre as medianas, para o0s
tratamentos realizados com o extrato diclorometanico, fracdo hexanica, fracao
acetona/agua, fracdo 2 e com o dleo essencial, apos 24, 30 e 48 horas de
exposicao (Figuras: 27, 28, 29 , 33 e 26).

Na comparacdo do efeito da B. trimera em relagdo a mortalidade dos
vermes machos e fémeas do S. mansoni, observamos que os tratamentos
realizados com o éleo essencial, extrato diclorometéanico, fracdo hexanica, fracéo

acetona/agua e fracdo 2, nas concentragdes (C1) 130 pg/mL e (C2) 91ug/mL,
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ocasionaram a mortalidade de 100% dos vermes machos e fémeas em um
intervalo de 30 - 48 horas apds a exposicao, sendo que para o extrato
diclorometéanico, 60% dos vermes machos morreram nas primeiras seis horas de
incubacao (Figura 27). O mesmo pbde ser observado no grupo controle positivo,
tratado com praziquantel (Figura 36). As demais concentracdes (C3) 48 ug/mL e
(C4) 24 pg/mL, também ocasionaram uma mortalidade significativa dos vermes
machos e fémeas até 72 horas de incubacao.

Os tratamentos realizados com o extrato hidroalcodlico, fracdo organica,
fracdo aquosa, fracdo 3 e 4, apresentaram diferencas estatisticas entre as
medianas quando comparados com o grupo anterior e com o grupo tratado com
praziquantel (Figuras: 30, 31, 32, 34, 35 e 36). Em contrate, no controle negativo
mantido apenas em meio RPMI- 1640 todos os vermes, machos e fémeas,
permaneceram vivos até o final do experimento, ou seja, 72 horas de incubacéo.
Desta forma observou-se, entdo, que a morte dos vermes foi diretamente
dependente da concentracdo avaliada. Nos graficos abaixo podem ser observadas
as taxas de mortalidade dos vermes, em relacdo aos tratamentos, concentracdes

e periodo de incubacéo.
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Figura 26: Efeito do dleo essencial de B. trimera sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de Schistosoma
mansoni em relagao a concentragcéo avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 27: Efeito do Extrato bruto Diclorometanico sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de Schistosoma
mansoni em relag@o a concentragédo avaliada e o periodo de incubagao de 72 horas.
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B. trimera: Fracao Hexanica
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Figura 28: Efeito da fragcdo Hexanica, obtida a partir do extrato diclorometanico, sobre a taxa de mortalidade dos vermes
adultos de Schistosoma mansoni em relagdo a concentragéo avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 29: Efeito da fragdo Agua/Acetona, obtida a partir do extrato diclorometanico, sobre a taxa de mortalidade dos
vermes adultos de Schistosoma mansoni em relagdo a concentragédo avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.
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B. trimera: Extrato Hidroalcodlico
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Figura 30: Efeito do Extrato bruto Hidroalcodlico sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni
em relagdo a concentragéo e o periodo de incubacéo de 72 horas.
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Figura 31: Efeito da Fracdo Orgénica, obtida do extrato bruto hidroalcodlico, sobre a taxa de mortalidade dos vermes
adultos de Schistosoma mansoni em relagdo a concentragdo avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.
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B.trimera: Fracao Aquosa
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Figura 32: Efeito da Fragdo Aquosa, obtida do extrato bruto hidroalcodlico, sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos
de Schistosoma mansoni em relagéo a concentragao avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.
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Figura 33: Efeito da Fracao 2 , obtida do extrato bruto hidroalcodlico, sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de
Schistosoma mansoni em relag@o a concentragédo avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.
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B.trimera: Fracao 3
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Figura 34: Efeito da Fracao 3, obtida do extrato bruto hidroalcodlico, sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de
Schistosoma mansoni em relag@o a concentragédo avaliada e o periodo de incubagao de 72 horas.
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Figura 35: Efeito da Fracao 4, obtida do extrato bruto hidroalcodlico, sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de
Schistosoma mansoni em relagédo a concentragdo avaliada e o periodo de incubagao de 72 horas.
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Figura 36: Efeito do praziquantel sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de Schistosoma mansoni em relagéo a
concentragao avaliada e o periodo de incubagéo de 72 horas.

4.2.4 — Mortalidade total dos vermes adultos, machos e fémeas de S. mansoni
submetidos a diferentes concentracoes de B. trimera ap6s 72 horas de incubacao.

Durante a avaliacdo da taxa de mortalidade total dos vermes adultos de S.
mansoni, submetidos aos ensaios in vitro, observou-se que o0 extrato bruto
diclorometanico (ED) suas respectivas fragbes, hexanica (FHE) e acetona/dgua
(FAA) e a Fragao2 (Fr2), apresentaram um efeito letal de 100% dos vermes para
as concentragdes (130, 91 e 48 pg/mL), ap6s 72 horas de exposicao. As demais
amostras de B. trimera também apresentaram uma mortalidade expressiva dos
vermes, machos e fémeas, apds as 72 horas de incubagédo, quando comparadas
com o grupo controle mantido em meio RPMI- 1640. Apos a analise dos dados foi
possivel calcular a DL50 para cada amostra avaliada. Os resultados desse ensaio
e as respectivas DL50 podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5: Mortalidade total dos vermes adultos, machos e fémeas de S. mansoni em relagéo as concentragcdes avaliadas
de cada amostras B. trimera apés 72 horas de incubagéo e suas correspondentes DL50.

Mortalidade total dos vermes (%)

Amostras de B. trimera C1 c2 C3 (o7} DL 50
13 pg/mL 91 uyg/mL 48 ug/mL 24 ug/mL pg/mL
Oleo Essencial 100 % 100 % 40% 40% 38,76
Extrato 100% 100% 100% 80% <24
Diclorometanico
Fracao Hexanica 100% 100% 100% 100% <24
Fracado Acetona/Agua 100% 100% 100% 90% <24
Extrato Hidroalcoolico 70% 70% 50% 40% 49,35
Fracdo Organica 100% 100% 40% - 48,59
Fracdao Aquosa 80 % 70 % 50 % 50 % 30,90
Fracao 2 100% 100% 100% 80% <24
Fracao 3 90 % 60% 60% 20% 48,08
Fracao 4 60% 20% 20% - 185,9
Praziquantel 100% 100% 70% 60% 19,53

Controle - RPMI
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4.2.5- Efeito da B. trimera sobre a Morfologia dos vermes adultos de S.
mansoni

As analises morfologicas dos vermes adultos de S. mansoni, por meio da
microscopia eletrébnica de varredura, evidenciaram alteragcdes na morfologia dos
vermes, machos e fémeas, expostos a concentracdo de 130 pg/mL, do éleo
essencial, extrato diclorometanico, extrato hidroalcodlico, fracdo hexanica, fracao
acetona/agua e praziquantel ap6s um periodo de incubacdo de 24 horas.
Observaram-se alteracées morfolégicas semelhantes tanto nos vermes machos,
quanto nos vermes fémeas, para os tratamentos realizados com, 6leo essencial,
fracao hexanica e fragao acetona/agua (Figuras 37, 38, 39).

Nos vermes machos, esses tratamentos causaram alteragcdes na ventosa
oral (VO), (Figuras 37-D e 38 -D), além de uma extensa descamacgao tegumentar e
destruicdo dos tubérculos (TB) e espinhos (E), (Figura 39-D), demonstrando o
encurtamento e o desarranjo dos mesmos, em diversas regides ao longo da
superficie corporal. Em relacdo aos vermes fémeas, também se observou o
enrugamento de uma extensdo do tegumento, resultando na diminuigdo do
tamanho do verme (Figura 39-B). Além disso, observou-se uma descamagao no
tegumento da regido dorsal, ocasionando a destruicdo dos espinhos (E) e das
papilas sensoriais (PS), (Figuras 37-B e 38 -B).

O tratamento realizado com o extrato hidroalcodlico provocou um edema na
regido dorsal dos vermes, machos e fémeas, além da destruicdo dos tubérculos e
espinhos dos vermes machos e do tegumento das fémeas (Figura 40 -B e D). Em
relacdo aos tratamentos realizados com o extrato diclorometanico e com
praziquantel, estes, apresentaram similaridades em relacdo as alteragbes
referentes aos vermes machos (Figuras 41 e 42). Foi possivel observar uma
contragdo da musculatura dos vermes e a formagdo de inUmeras vesiculas ao
redor das areas de destruicdo dos tubérculos e espinhos (Figuras 41- D e 42- D).
Quanto aos vermes fémeas, observou-se a destruicdo da ventosa oral e

acetabular (Figura 41-B).
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Os vermes do grupo controle, mantido em meio RPMI-1640, né&o
apresentaram nenhuma alteracdo nas estruturas do corpo e no tegumento. Os
machos apresentaram uma uniformidade no tamanho e na distribuigdo dos
tubérculos e espinhos em toda extensao corporal (Figuras 39-C, 40-C, 41-C, 42-
C). Quanto as fémeas, nenhuma alteracdo morfoldégica foi notada, houve
conservacao da ventosa oral e acetabular e da superficie tegumentar, onde os
espinhos e as papilas sensoriais mantiveram-se conservados (Figuras 37-A, 38-A,
39-A, 41-A).
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Figura 37: Microscopia eletronica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni ap6s exposicdo do 6leo
essencial de B.trimera na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de incubagéo. (A) Verme fémea-
Controle; (B) Verme fémea, extensa descamagao da superficie tegumentar na regido ventral; (C) Verme macho- Controle;
(D) Verme macho, alteragdes na ventosa oral e descamagao na superficie tegumentar.
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Figura 38: Microscopia eletronica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni apés exposi¢do da fragdo
hexanica, obtida a partir do extrato bruto diclorometanico, na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de
incubagdo. (A) Verme fémea- Controle; (B) Verme fémea, extensa descamagéo tegumentar na superficie dorsal; (C) Verme
macho-Controle; (D) Verme macho, descamagéo da superficie tegumentar na regido dorsal préxima a ventosa oral.
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Figura 39: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni apés exposi¢ao da fragao
acetona/agua, obtida a partir do extrato bruto diclorometanico, na concentragéo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas
de incubagéo. (A) Verme fémea- Controle; (B) Verme fémea, contragdo tegumentar e descamagao tegumentar na superficie
dorsal; (C) Verme macho-Controle; (D) Verme macho, descamagao da superficie tegumentar na regido dorsal e destruicéao
dos tubérculos e espinhos resultando em uma superficie lisa.
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Figura 40: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni apés a exposigao do Extrato
hidroalcodlico na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de incubagéo. (A) Verme fémea- Controle; (B)
Verme na fémea, mostrando vesiculagdo, descamagao e erosdo na porgao anterior da superficie dorsal; (C) Verme macho-
Controle; (D) Verme macho, destruicdo dos tubérculos e espinhos e vesiculagdo da superficie dorsal.
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Figura 41: Microscopia eletrénica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni ap6s exposigdo do extrato
bruto diclorometanico na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de incubagéo. (A) Verme fémea-
Controle; (B) Verme fémea, destruicdo da ventosa oral e descamagao tegumentar; (C) Verme macho- Controle; (D) Verme
macho, mostrando a presenga de bolhas ao redor das areas de destruigéo de tubérculos e espinhos.

TS/ THAN,

nons 150< 10 wv

Figura 42: Microscopia eletronica de Varredura dos vermes adultos de Schistosoma mansoni ap6s exposicdo do
praziquantel na concentragdo de 130 pg/mL por um periodo de 24 horas de incubagao. (A) Casal de vermes - Controle; (B)
casal de vermes, mostrando a contragdo da musculatura e descamagédo da superficie tegumentar; (C) Verme macho-
Controle; (D) Verme macho; mostrando a presenga de bolhas ao redor das areas de destruicdo de tubérculos e espinhos.
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4.3- Ensaios /In vivo
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4.3.1- Efeito de B. trimera sobre a carga parasitaria dos animais tratados apos
60 dias de infeccao por S. mansoni

A avaliacao do efeito da B. trimera sobre a carga parasitaria de S. mansoni
teve como objetivo analisar a eficacia terapéutica dos tratamentos in vivo
realizados com Oleo essencial, extrato diclorometanico, fracdo acetona/agua, e
com praziquantel - controle positivo.

Nesse estudo, observou-se que o total de vermes recuperados no sistema
porta hepatico, nas veias mesentéricas e nos 6rgaos, foi alterado de acordo com o
tratamento e a concentracdo avaliada. A analise estatistica mostrou diferencas
significativas entre todos os grupos avaliados em relagdo ao grupo controle,
infectado e nado tratado, 6éleo essencial (p<0,0001); extrato diclorometanico (p
<0,0001); fracdo acetona/agua (p<0,0001); praziquantel (p<0,0015). Nao houve
significancia estatistica entre os tratamentos, quanto ao numero de vermes
encontrados nos 6rgdos e em relacdo a hepatoesplenomegalia dos animais
avaliados.

Os resultados evidenciaram uma diferenca na proporcao entre machos e
fémeas, recuperados apos a perfusdo dos animais tratados. Contudo, foi possivel
observar que os vermes fémeas foram mais suscetiveis aos tratamentos
realizados com as amostras de B. trimera, quando comparados com 0 grupo
tratado com praziquantel (Figuras, 43 e 44).

O grupo tratado com a fragao acetona/agua, na concentragao de 40 mg/kg,

apresentou um menor nimero de vermes fémeas ( X 1,8) em relagdo aos vermes

machos (X 2,6). Os grupos tratados com o 6leo essencial e com o extrato
diclorometéanico, na concentracdo de 100 mg/kg, também mostram que as fémeas

foram mais suscetiveis aos tratamentos do que os vermes machos quando
comparadas com o grupo controle negativo (X 2,2); (X 4,5); (X 1,7); (X 4,4);
(X79); (X9,6) respectivamente. Em relacdo & concentracdo de 200 mg/kg,
observamos que 0s grupos tratados com o dleo essencial mantiveram uma

reducdo de vermes fémeas superior aos vermes machos, (X 2,0); (X 4,5). Além
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disso, a fracdo acetona/ dgua e o extrato diclorometanico também apresentaram
diferencas entre as proporcdes de fémeas e machos recuperadas apds o
tratamento ( X 1,8); (X 4,4); (X 2,2); (X 4,5), respectivamente.

Em relacdo aos grupos tratados com praziquantel apenas aqueles que
receberam a concentracao de 40 mg/kg apresentaram uma reducao significativa

dos vermes fémeas em relacdo as demais amostras de B. trimera (X 2,3); (X 3,6),
respectivamente. Desta forma, podemos observar que a diferenca em relacéo a
proporcao de vermes, machos e fémeas, recuperados apo6s os tratamentos com a
B. trimera, dependeu da amostra e da concentracéo avaliada, quando comparados

com o grupo controle negativo, infectado e ndo tratado, o qual apresentou uma

média de (X 9,6), de vermes machos e (X 7,9) de vermes fémeas, apés a
perfusao.

Em relacdo ao percentual de reducéo total de vermes (RV) dos grupos
tratados em comparacado ao grupo controle, infectado e nao tratado, foi possivel
observar que os tratamentos realizados com a fracdo acetona/agua com
praziquantel e com o 6leo essencial, na concentracao de 40 mg/kg, apresentaram
maiores reducdes de vermes (69,4%); (60,4%) e (53,3%) respectivamente. Em
relacdo a concentracdo de 100 mg/kg as amostras também diferiram quanto ao
percentual de reducdo de vermes, o extrato diclorometanico (71,6%) e Oleo
essencial (60%) apresentaram maiores percentuais de reducdo quando
comparados com o praziquantel (34,9%). Contudo, na concentracdo de 200
mg/kg, foi possivel observar que essas mesmas amostras (ED) e (OE),
apresentaram o maior percentual de reducdo de verme, (59,2 %) e (58%),
respectivamente. Como pbde ser observada, apenas a concentracdo de 40 mg/kg
apresentou uma maior redu¢do do numero de vermes para o tratamento realizado
com o controle positivo, tratado com praziquantel. O percentual de reducao dos

vermes pode ser observado na Figura 45.
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Figura 43: Quantidade de vermes Machos de S. mansoni recuperados ap6s 15 dias do tratamento dos animais com
60 dias de infecgao. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato diclorometanico; FrAA- Fracdo acetona/agua.
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Figura 44: Quantidade de vermes Fémeas de S. mansoni recuperados apés 15 dias do tratamento dos animais com
60 dias de infecgdo. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato diclorometanico; FrAA- Fragcao acetona/agua.
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Figura 45: Redugé@o do numero total de vermes recuperados apés a perfuso do Sistema porta hepético e das veias
mesentéricas, ap6s 15 dias do tratamento dos animais com 60 dias de infeccdo. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial;
ED- Extrato diclorometanico; FrAA- Fragao acetona/agua.

4.3.2- Efeito de B. trimera sobre a distribuicao de ovos de S. mansoni no
intestino

A distribuicdo e os estagios de desenvolvimento dos ovos de S. mansoni no
tecido intestinal, apresentaram variagbes de acordo com cada amostra de B.
tfrimera e concentragdo avaliada quando comparadas com o praziquantel e com
grupo controle negativo, infectado e nao tratado (Figura 46).

A analise de variancia mostrou significativa a interagéo, entre o tratamento
e a concentracao testada, na distribuicdo e desenvolvimento dos estagios dos
ovos, imaturos, maduros e mortos (p< 0,0001).

Nesse estudo foi possivel observar que o grupo tratado com as amostras,
6leo essencial e extrato diclorometanico e nas concentragcées de 200mg/Kg e 100
mg/kg, respectivamente, apresentaram menores quantidades de ovos imaturos

distribuidos no fragmento intestinal (p<0,0001), em relacdo aos demais
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tratamentos, e ao seu respectivo grupo controle negativo, o qual apresentou uma
percentagem de ovos viaveis maior do que a de ovos inviaveis, indicando uma
predominancia das formas imaturas e maduras, capazes de manter a evolucao
parasitaria (Figura 46).

Em relacédo a distribuicdo dos ovos maduros, os tratamentos evidenciaram
uma homogeneidade em todas as concentracdes testadas, exceto para o éleo
essencial, mais precisamente na concentracdo de 200 mg/kg e para o tratamento
realizado com o praziquantel, na concentragao de 40 mg/kg.

Os tratamentos realizados com o Oleo essencial nas concentragdes de 100
e 200mg/kg e com o extrato diclorometanico, na concentracdo de 200 mg/kg,
apresentaram um maior niumero de ovos mortos quando comparados com 0S
outros tratamentos e com o grupo controle infectado e ndo tratado. Desta forma,
podemos afirmar que o éleo essencial e o extrato diclorometanico apresentaram o
melhor efeito dose- resposta sobre o estagio de desenvolvimento dos ovos de S.
mansoni distribuidos nos tecidos intestinais.

Oograma (60 Dias)
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Figura 46: Oograma- Porcentagem de ovos encontrados- Ovos Imaturos (do primeiro ao quarto estagio de
desenvolvimento); Ovos Maduros (quinto estdgio de desenvolvimento) e Ovos mortos. Referente ao tratamento e a
concentracdo avaliada dos grupos tratados com praziquantel, 6leo essencial, extrato diclorometnanico e fracao
acetona/dgua apds 60 dias de infecgdo. Controle- PBS+TW.
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4.3.4 - Efeito de B. trimera sobre o numero de Ovos de S. mansoni eliminados
nas Fezes

As analises estatisticas (ANOVA), mostraram significativa (p<,0001), a
interagdo entre o tratamento e a dose administrada sobre o numero de ovos
eliminados nas fezes dos animais avaliados, quando comparados com 0s animais
do grupo controle. O percentual de redugao de ovos (RO) também foi significativo
para todas as amostras e concentragdes avaliadas (Figura 48), quando
comparados com o controle positivo, tratado com praziquantel.

Conforme mostrado na Figura 47, os tratamentos realizados com o éleo
essencial e com o extrato diclorometanico apresentaram um menor numero de
ovos eliminado nas fezes dos camundongos analisados. Além disso, essas
amostras apresentaram um percentual de reducdo de ovos (RO= 81,3 % e
90,9%), respectivamente, na concentragao de 200 mg/kg.

A fracdo acetona/agua, tambem apresentou um percentual de reducao de
ovos significativo, superando o grupo tratado com praziquantel, mais
precisamente nas concentracoes de 40 e 200 mg/kg, RO= 59,8%, RO=75,5%,

respectivamente (Figura 48).
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Figura 47: Quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) ap6s 15 dias do tratamento dos animais com 60 dias de
infec¢@o. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato diclorometanico; FrAA- Fracdo acetona/agua.

Reducdode Ovos
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Figura 48: Reducé&o do nimero total de ovos por gramas de fezes (OPG) apés 15 dias de tratamento dos animais com 60
dias de infecgao. PZQ- praziquantel, OE- Oleo essencial; ED- Extrato diclorometanico; FAA- Fragao acetona/ agua.
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4.3.5- Efeito de B. trimera sobre os granulomas hepaticos

Nesse estudo foram avaliadas trés amostras de B. trimera que demostraram
eficacia nos ensaios in vitro - 6leo essencial, extrato diclorometanico e fracao
acetona/agua, além do praziquantel. O grupo controle infectado recebeu solucao
tamponada (PBS + Tws0). Para cada amostra foram analisadas trés
concentragbes - 40 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg. A esquematizacdo dos
tratamentos pode ser visualizada na Figura 10.

Observou-se que as amostras diferiam em relacdo ao numero de
granulomas periovulares, formados em torno dos ovos de S. mansoni
degenerados ou de resto de cascas, e em relacdo ao didmetro destes, quando
comparados com o grupo controle infectado e ndo tratado (Figura 49). Além disso,
observou-se reducao da reacao inflamatéria em torno dos granulomas examinados
dos grupos tratados, em relacdo ao grupo controle nao tratado (Figuras 49 a 53).

A analise de variancia e o Teste de Comparacao Multipla de Médias de
Duncan consideraram significativo, o diametro maior (p< 0,0053) e diametro menor
(p<0,0001) dos granulomas, em virtude do tratamento realizado e da concentragéo
avaliada.

Os tratamentos realizados com o 6leo essencial nas concentragdes de 100
mg/kg e 200 mg/kg, demonstraram uma reducdo significativa entre as medianas
dos granulomas, além de apresentarem diferencas entre os didametros, maior e
menor (p< 0,0011), quando comparados com o PZQ e com o grupo controle,
infectado e ndo tratado.

Os resultados referentes ao tratamento com a fracdo acetona/agua, na
concentragdo de 100 mg/kg, revelou a presenca do verme macho no figado
(Figura 52-C). Esse fato também ocorreu para o grupo tratado com o PZQ na
concentragdo de 200 mg/kg (Figura 53- D).

Os tratamentos realizados com o extrato diclorometanico (Figura 51),
apresentaram diferencgas estatisticas apenas para as medianas dos diametros dos
granulomas (p<0,0011). As concentragbes avaliadas nesse tratamento n&o

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni



Resultados
79

apresentaram niveis de significancia entre as demais amostras e entre 0 grupo
controle. Contudo, o grupo controle infectado e nao tratado, apresentou um
namero maior de granulomas periovulares sendo estes, caracterizados pela
presenca do infiltrado inflamatério e, as vezes, formando granulomas conjugados
com a presenca de ovos degenerados Figura 49. Na tabela 6 estdo descritos os

resultados desse experimento e os dados das analises estatisticas.

Tabela 6: Efeito dos tratamentos realizados com as amostras de B. trimera e com praziquantel sobre os
granulomas hepaticos dos camundongos tratados ap6s 60 dias de infecgao por S. mansoni.

Granulomas Hepatico

Concentracao Amostras N2 de
Granulomas Médias dos Diametros (um)
Maior Menor
OE 51°° 274,5 232,4"
ED 61 283,7 243,3
40 mg/kg FAA 50 210 183,3™
PZQ 66 280,5 241.4
OE 33% 222,9 190,2%
ED 56 245% 238%
100 mg/kg FAA 53 237,4" 212,5
PZQ 65 263,5 221
OE 31¢ 187¢ 164°
ED 45° 229° 204, 7°
200 mg/kg FAA 51b° 268,4> 239,1%
PZQ 60 289 2458
PBS+Tw 80 CTRL 129° 291,17 247,4°

OE- dleo essencial; ED- extrato diclorometanico; FAA- fragdo acetona/agua; PZQ- praziquantel; CTRL- controle infectado e
n&o tratado. (c*) diferenca estatistica em relagao ao grupo controle (p <0,0001).
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Figura 49: Granulomas hepaticos (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricrémio de Masson.
Grupo Controle de camundongos infectados e n&o tratados. As setas indicam a presenga do infiltrado
inflamatério e o aglomerado de granulomas ao redor dos ovos de S. mansoni. E possivel observar a
presenga do miracidio no interior dos ovos.

Figura 50 Granulomas hepaticos (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricrémio de Masson. Grupo
de camundongos infectados e tratados com o 6leo essencial. (A)- 40 mg/kg, (B) 100 mg/kg, (C) 200mg/kg e
(D) Controle ndo tratado. As setas indicam a presenga dos ovos de S. mansoni degenerados com a presenga
do miracidio em seu interior.
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ED 200 mglkg Controle nédo tratado

Figura 51: Granulomas hepaticos (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricrémio de Masson. Grupo de
camundongos infectados e tratados com o Extrato diclorometénico. (A)- 40 mg/kg, (B) 100 mg/kg, (C)
200mg/kg e (D) Controle nao tratado. As setas indicam a presenca dos ovos de S. mansoni degenerados no
centro dos granulomas e a presenca do infiltrado inflamatorio.

FAA 100 malkg FAA 200 malkg

Figura 52: Granulomas hepaticos (A, B, C, D) em corte histoldgico corado com Tricrémio de Masson. Grupo de
camundongos infectados e tratados com a Fracdo acetona/agua. (A)- 40 mg/kg, (B) 100 mg/kg, (C) 100mg/kg e
(D) 200 mg/kg. As setas indicam a presenga dos ovos de S. mansoni degenerados no centro dos granulomas e a
presenga do infiltrado inflamatério e a presenga do verme macho no figado.
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Figura 53: Granulomas hepaticos (A, B, C, D) em corte histolégico corado com Tricromio de Masson. Grupo de
camundongos infectados e tratados com praziquantel. (A)- 40 mg/kg, (B) 100 mg/kg, (C) 100mg/kg e (D) 200
mg/kg. As setas indicam a presenga dos ovos degenerados no centro dos granulomas e a presenga do infiltrado
inflamatério e a presenca do verme macho no figado.
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5. DISCUSSAO
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5- Discussao

A esquistossomose manséOnica é uma doencga cronica e esta incluida na
lista das Doencas Negligenciadas pela Organizacao Mundial de Saude (OMS). A
quimioterapia representa hoje o Unico recurso imediato para minimizar a
prevaléncia e incidéncia desta doenca no mundo (HOTEZ et al., 2007).

Apesar da existéncia de um farmaco que apresenta eficacia terapéutica
contra todas as espécies de Schistosoma que parasitam o homem, nesse caso, 0
praziquantel, a falta de novos principios ativos que possam controlar os efeitos
morbidos da infeccdo ou mesmo de uma vacina que possa atuar na profilaxia da
infeccdo faz com que o grande avango no combate e controle desta parasitose,
nas principais zonas endémicas, ndo seja suficiente para minimizar a transmissao
e as suas consequéncias (HAGAN et al., 2004).

Para avaliar o efeito esquistossomicida de um farmaco é importante o
conhecimento da biologia do parasita. Assim, parametros como, motilidade,
oviposicao, alteragées morfologicas e mortalidade, séo indicadores para tal efeito
(KATZ, 2008). Desta forma, compostos com atividade esquistossomicia podem
apresentar eficacia (1) profilatica - ocasionando a morte dos esquistossdémulos; (2)
supressora - inibindo a oviposigcao e (3) curativa - ocasionando a morte do verme
adulto (MORAES et al, 2010).

O presente estudo revelou a atividade esquistossomicida da Baccharis
trimera (Less) DC popularmente chamada de “Carqueja” contra vermes adultos,
machos e fémeas, de S. mansoni linhagem BH. Observamos que os melhores
resultados nos ensaios in vitro e in vivo, foram obtidos para os tratamentos
realizados com o Oleo essencial, com o extrato bruto diclorometanico e suas
respectivas fragcbes, hexanica e acetona/agua. Acreditamos que a eficacia dessas
amostras sobre S. mansoni, esteve relacionada a quantidade de substancias de
diferentes composicbes e polaridades, identificadas por meio de métodos

cromatograficos.
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5.1- Anadlises Fitoquimicas

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma técnica muito usada
para avaliar o perfil quimico das substancias presentes em extratos vegetais, 6leos
essenciais, dentre outros tipos de amostras e demonstrou ser uma ferramenta
eficiente, rapida e de baixo custo para avaliacdo preliminar do perfil quimico das
amostras de B. trimera.

Nesse estudo, as anadlises por CCD foram qualitativamente diferentes
apresentando bandas de coloracdo e intensidades caracteristicas para cada
classe de compostos quando observada sob a irradiagdo UV (A 254 e 366 nm) e
utilizando solucdo de anisaldeido (WAGNER & BLAD, 1996). Além disso, foram
observados compostos de diferentes polaridades.

A analise do 6leo essencial por Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), possibilitou identificar os compostos através
da andlise dos espectros de massas (fragmentogramas) de cada sinal (pico
cromatografico) observado no cromatograma, comparacao desses com dados da
biblioteca espectral do equipamento (NIST-05), co-injecdo de padrdes de
hidrocarbonetos para calcular os indices de retencéo (IR’s) e andlise dos dados
obtidos de acordo com as condi¢gbes descritas por Adams (2007). Desta forma
pbde-se identificar quimicamente cerca de 85% dos compostos (Tabela 3) e
determinar as suas porcentagens relativas que foram expressas como
porcentagens obtidas por normalizagéo das areas dos picos.

A partir desta analise podemos verificar que o OE da B. trimera apresenta-se
enriquecido em sesquiterpenos, com 80,40% e somente 4,36% de monoterpenos.
Os compostos majoritarios  s&o: trans-cariofileno, germacreno-D e
biciclogermacreno, totalizando cerca de 45% da composic¢ao do OE.

Gené et al. (1996) & Akihisa et al. (1996), atribuiram aos terpenos os
principais responsaveis pela atividade antiinflamatéria desta planta. Esse fato
pode ser correlacionado com os resultados obtidos neste estudo, quando

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni



86
Discussao

analisamos o efeito do 6leo essencial sobre os granulomas hepaticos dos animais
tratados, onde observamos uma reducdo da reacdo inflamatéria, além da
diminuicdo dos diametros e dos granulomas avaliados.

Desta forma, a deteccdo de substancias/compostos, com caracteristicas e
polaridades diferentes, abre perspectivas para futuros trabalhos de isolamento,
elucidacdo e avaliacdo de potenciais atividades bioldgicas contra S. mansoni

linhagem BH.
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5.2- Ensaios in vitro

A cultura de vermes in vitro para a triagem de farmacos, extratos naturais
ou compostos isolados, tem sua aplicagdo quando se quer observar alguns
fendbmenos morfolégicos e fisioldgicos do parasita, que podem ser importantes na
interpretacdo dos mecanismos de acao do farmaco avaliado (KATZ, 2008).

Esse estudo seguiu alguns parametros durante as observacoes dos ensaios
in vitro — (1) motilidade dos vermes, machos e fémeas, (2) oviposicao, (3)
alteracbes morfoldgicas e principalmente, a (4) susceptibilidade dos parasitas,
para avaliar o efeito das diferentes amostras de B. frimera em diferentes
concentragdes adicionadas as culturas dos vermes.

A literatura relata que vermes adultos do S. mansoni apresentam uma
variedade de movimentos, entre os quais podemos destacar os movimentos
ondulatérios e peristalticos propagados ao longo da sua extensao corporal. Tais
movimentos sdo observados quando vermes machos adultos sdo expostos a
solugdo salina (PESSOA et al., 2005). Estudos posteriores revelaram que esses
movimentos estdo associados a importantes neurotransmissores ou
neuromoduladores como, serotonina, dopamina, acetilcolina, adrenalina,

neuropeptideos e glutamato (SANGSTER et al., 2005; NOEL et al., 2008; MARKS & MAULE,
2010; TAMAN & RIBEIRO, 2011).
No presente estudo, observou-se que 0s vermes machos apresentaram

uma reducao significativa desta funcao quando expostos aos tratamentos com
todas as amostras de B. frimera avaliadas nos ensaios in vitro, em um menor
periodo de incubagéo, em relagdo aos vermes fémeas. Acredita-se que alguns
compostos que apresentam atividade esquistossomicida como, por exemplo, a
oxamniquina provoca alteragcbes na motilidade dos vermes por atuarem nos

receptores desse parasita, nesse caso, a acetilcolina (DUBOIS et al., 2009; NEVES et
al., 2010).

Desta forma, € possivel que a redugédo da motilidade dos vermes adultos de
S. mansoni, expostos ao tratamento com B. frimera, mais precisamente 0s

tratamentos realizados com o 6leo essencial, extrato diclorometanico, fracao
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hexanica, fracdo acetona/dgua e fracdo2, esteja associada as alteragdes no
sistema neuromodulador ou neurotransmissor do parasita.

Em relagdo a oviposicdo, a pesquisa mostrou uma redugcdo de 100% na
eliminacdo de ovos do S. mansoni quando estes foram expostos in vitro aos
tratamentos com 6leo essencial, extrato diclorometanico, extrato hidroalcodlico, e
fracdo2 de B. trimera, monitorados por 72 horas.

Fémeas adultas de S. mansoni excretam cerca de 350 ovos por dia. Esse
namero equivale a eliminacao de um ovo para cada minuto (CHEEVER et al., 1994).
Segundo Ashton et al. (2001), os ovos recém produzidos pelo S. mansoni levam
cerca de uma semana para completar seu estagio de maturacao. Nesse periodo,
as células vitelinicas fornecem nutrientes para o desenvolvimento do miracidio que
também obtém nutrientes do hospedeiro.

De acordo com Barth et al. (1996), vermes adultos de S. mansoni quando
cultivados in vitro, apresentam trés fases na cinética de oviposicdo — pequena
producao inicial, maxima producdo e reducao progressiva, durante as fases finais
do cultivo. Desta forma, esses mesmos autores acreditam que a reducdo da
producdo de ovos esta relacionada com alteragdes no sistema reprodutor dos
vermes machos e/ou fémeas.

A reducao na producao de ovos das fémeas de S. mansoni, em ensaios in
vitro, também foi relatada por Veras et al. (2012) que avaliaram a epiisopoloturina,
composto isolado de Pilocarpus microphyllus, e observaram que a concentracao
de 100 pg/mL inibiu completamente a eliminacdo de ovos durante um periodo de
incubacdo de 120 horas. Moraes et al. (2010) avaliaram a piplartina, composto
isolado da Piper tuberculatum, e observaram uma reducao de 100% na oviposi¢ao
na concentracdo de 95 pM. Magalhaes et al. (2009) demonstraram o efeito da
curcumina, composto isolado das raizes de Curcuma longa, a qual reduziu 50% da
eliminacéo de ovos, nas concentracbes de 5e 10 pM.

A avaliacao de novos farmacos ou compostos sobre a reducéo ou auséncia
de oviposicdo em ensaios in vitro é de suma importancia, considerando que o a

principal patogenia da esquistossomose mansoénica esta associada a presencga

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni



89
Discussao

dos ovos do parasita, principalmente no figado do hospedeiro. Além disso, a

auséncia de ovos contribui para interrupcdo do ciclo biolégico do parasita
(GRYSEELS et al., 2006; WILSON et al., 2007; KATZ, 2008).

Em relacdo as alteracdes morfoldgicas, o estudo revelou que a B. trimera
ocasionou lesdes tegumentares significativas tanto nos vermes machos, quanto
nos vermes fémeas de S. mansoni, quando submetidos ao tratamento in vitro com
6leo essencial, extrato diclorometanico, fracao hexanica, fracdo acetona/dgua e
praziquantel, na concentracéo de 130 pug/mL, apos 24 horas de incubacao.

O tegumento do Schistosoma é o principal alvo de estudos para o
desenvolvimento de novos farmacos esquistossomicidas (XIAO et al., 2000;
DOENHOFF et al., 2008). Esta estrutura desempenha um papel fundamental de
protecdo, além da capacidade de absorver nutrientes, moléculas e sintetizar
algumas proteinas (SKELLY & WILSON, 2006; JAAP J.VAN HELLEMOND et al., 2006).

As principais alteragcbes observadas nos vermes machos estao
relacionadas a descamacdo do tegumento, resultando na destruicdo dos
tubérculos e espinhos. Observaram-se também alteracbes nas ventosas, oral e
acetabular. Quanto as modificagcdes observadas nos vermes fémeas, estas estao
relacionadas a contracao tegumentar, descamacao do tegumento, resultando na
perda dos espinhos e das papilas sensoriais ao longo da extensdo corporal do
verme. A alteragcéo da ventosa oral também ficou evidenciada.

Esses resultados apresentam similaridade com as alteragdes induzidas pelo
arteméter, relatado por Xiao et al. (1995). Outro estudo realizado por esses
mesmos autores Xiao et al. (2000), utilizando praziquantel no tratamento in vivo,
resultou em alteragées semelhantes. Nossos resultados também apresentaram
semelhanca com as modificagées tegumentares induzidas pela mefloquina como
pode ser observado no trabalho descrito por MANNECK et al. (2010). Somados a
esses estudos, também podemos citar os trabalhos realizados por Lima, et al.
(2011), que avaliaram a ultraestrutura dos vermes adultos de S. mansoni expostos
a alicina — principio ativo presente no Allium sativum — em experimentos in vivo.

Eissa et al. (2011) estudaram o efeito esquistossomicida da miltefosina —
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antiparasitario usado no tratamento de leishmaniose - sobre vermes adultos de S.
mansoni € observaram danos na superficie tegumentar e nas ventosas, oral e
acetabular. Mostafa et al. (2011) avaliaram o extrato aquososo da ginger (
Zingiber officinale) sobre vermes adultos de S. mansoni, in vivo e observaram
alteracoes morfolégicas semelhantes.

O dano tegumentar € fator primordial para ocasionar a morte do S.
mansoni. Quando isso ocorre, o parasita perde a capacidade de “burlar’ o sistema
imunolégico do hospedeiro, uma vez que a renovacao do tegumento do S.
mansoni ocorre a cada seis horas (SHAW & ERASMUS, 1998). No entanto, a
destruicdo tegumentar induzida por um farmaco ou composto com atividade
esquistossomicida, em vermes jovens ou adultos, pode ser reparada de forma
eficaz em um periodo de 7 a 14 dias ap0s a interrupg¢éo do tratamento. No caso de
lesdes tegumentares graves, a resposta imunolégica do hospedeiro pode afetar o
processo de reparacao (XIAO et al., 2000).

Sendo o praziquantel o farmaco de escolha para o tratamento da
esquistossomose mansénica, tém sido observado que este provoca grandes
danos no tegumento dos vermes adultos de S. mansoni, ocasionando
vacuolizacdo do tegumento, contracdo muscular, além de danos estruturais,
principalmente nos vermes machos logo apds a exposi¢cao do farmaco. Em relacao
aos vermes fémeas, o praziquantel também provoca a vacuolizagdo no tegumento

e subtegumento, porém, em menor intensidade (FALLON et al., 1995; SHUHUA et al.,
2000).
Considerando essas informagdes, acreditamos que a destruicao tegumentar

induzida pelo tratamento realizado com B. trimera, provavelmente nao sofra
processo de reparagdo, uma vez que as lesées provocaram uma descamagao
intensa do tegumento, além da destruicdo dos tubérculos e espinhos, resultando
em areas lisas da superficie corporal. A B. trimera também ocasionou a destruicao
da superficie tegumentar dos vermes fémeas, além de graves alteragbes nas
ventosas, oral e acetabular, demonstrando sua atividade esquistossomicida sobre
vermes adultos de S. mansonilinhagem BH.
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Quanto a susceptibilidade do S. mansoni observou-se uma mortalidade
significativa dos vermes adultos expostos a todas as amostras de B. trimera
avaliadas no estudo. Os tratamentos realizados com o 6leo essencial, extrato
diclorometéanico, fragcdo hexanica, fracdo acetona/agua e fracao2, evidenciaram
que os vermes machos foram mais suscetiveis, produzindo um efeito dose-
dependente em relacdo ao periodo de exposicdao, quando comparados com 0S
vermes fémeas.

Nossos resultados corroboram com as observagdes realizadas por
Sanderson et al. (2002) que avaliou o extrato bruto de gengibre (Zinziber
officinale) e observaram acdo esquistossomicida preferencialmente sobre os
vermes machos , quando expostos a concentragao de 100 mg/kg.

Segundo Mostafa & Soliman, (2002) isso pode ser explicado pelo fato de
que a fémeas ficam acasaladas no canal ginecoéforo dos vermes machos,
tornando-se menos expostas aos farmacos avaliados no microambiente.

A susceptibilidade de machos e fémeas de S. mansoni tem sido observada
por meio de ensaios in vitro, utilizando éleos essenciais, extratos e compostos
bioativos de plantas medicinais, como fonte de pesquisas de novos agentes
esquistossomicidas. Por exemplo, Oleos essenciais de Piper cubeba L.
(Piperaceae) (MAGALHAES et al., 2011); Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) ( MELO
et al., 2011); Plectranthus neochilus (CAIXETA et al., 2011); Baccharis dracunculifolia (
PARREIRA et al.,, 2010); Nigella sativa (MOSTAFA et al., 2010); 0os extratos bruto de
Zanthoxylum Naranjillo (BRAGUINE et al., 2009), Piper tuberculatum (MORAES et al.,
2010); e 0s compostos isolados, Piplartina (MORAES et al., 2010) e Epiisopiloturina (
VERAS, et al., 2012) entre outros.

Os resultados obtidos nos ensaios in vitro deste estudo nos permitem
explicar, de maneira indireta, os mecanismos de acdo e as atividades
farmacolégicas do O6leo essencial, extrato/fracdo de B. trimera quanto a
susceptibilidade dos vermes machos e fémeas de S. mansoni. Contudo, embora
esse fenbmeno ainda nao tenha sido completamente elucidado, sabe-se que a
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susceptibilidade deste parasita esta associada a fatores como, por exemplo, sexo,
hospedeiro e linhagem avaliada (LIANG et al., 2010).

5.3- Ensaios In vivo

Para triagem de farmacos in vivo, é indispensavel o uso do modelo animal
(KATZ, 2008). Para execucao desta etapa, nesse trabalho, utilizamos a linhagem de
camundongo Balb/C. Embora na maioria das vezes as respostas aos tratamentos
in vivo, ndo correspondem aos tratamentos in vitro, esse estudo evidenciou
resultados promissores quanto aos dois ensaios utilizados, in vitro e in vivo.

De acordo com Pellegrino & Katz (1968) entre os diversos métodos e
critérios propostos para a triagem in vivo de substincias que apresentam
propriedades esquistossomicidas estao: avaliacao da carga parasitaria (sobrevida
dos vermes) dos animais tratados, avaliacao quantitativa dos ovos distribuidos nos
tecido intestinal (oograma); quantificacdo dos ovos eliminados pelas fezes e
contagem dos granulomas no figado.

Segundo Katz, (2008) a distribuicdo dos vermes no sistema porta hepatico
de camundongos experimentalmente infectados por S. mansoni, apds 45 dias,
quando a quase totalidade de vermes ja atingiram a maturidade sexual e iniciaram
a postura de ovos, varia entre 60-70% nos vasos mesentéricos, de 20-30% na
veia porta e de 0- 20% nas veias intra-hepaticas.

Sabe-se que o encontro de vermes fora do sistema porta-hepatico, ou seja,
nos 6rgaos como, figado, baco e pulmao, € um sinal de resposta a agdo do
farmaco avaliado. Considerando essa informagdo, a pesquisa evidenciou o
encontro de vermes nesses 6rgaos, em todos os tratamentos avaliados. A analise
histopatolégica do figado comprova esse fato, para os tratamentos realizados com
a fracao acetona/dgua e com praziquantel nas concentracées de 100 mg/kg e 200
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mg/kg, respectivamente. Acreditamos que o deslocamento dos vermes para o
figado evidencia de certa forma, um efeito esquistossomicidas da B. trimera.

Estudos anteriores demonstram que farmacos que apresentam
propriedades esquistossomicidas, afetam a distribuicdo de vermes no sistema
porta hepatico e nas veias mesentéricas, fazendo com que os mesmos se
desprendam da parede dos vasos, sendo levados passivamente pela corrente
sanguinea até o figado ou outros érgaos, como o bago (KATZ, 2008). No caso do
praziquantel, por exemplo, acredita-se que ele induz o deslocamento do parasito,
do sistema porta hepatico para o figado, cinco minutos apés sua administracao
(PELLEGRINO & KATZ, 1968). Esse fato é decorrente dos danos que o PZQ produz
nas ventosas, oral e acetabular, inibindo a sucg¢do, bem como as alteracdes
tegumentares do parasita, induzindo a contracdo muscular. Esse fato foi
comprovado por Shuhua et al. (2000), por meio de estudos in vivo, demonstrando
a acao do praziquantel sobre o tegumento de S. mansoni de uma linhagem
proveniente da Libéria, constatando grandes danos na ventosa oral, quatro horas
apos a administracdo de 300 mg/kg do farmaco.

As observagdes dos testes in vitro evidenciaram danos no tegumento e nas
ventosas, oral e acetabular dos vermes, machos e fémeas, quando expostos aos
tratamentos com B. trimera e com o praziquantel; desta forma, acreditamos que
nos ensaios in vivo, a B. trimera tenha apresentado ac¢des similares nos vermes
adultos de S. mansoni.

A reducédo de vermes recuperados, machos ou fémeas, de camundongos
tratados com farmacos esquistossomicidas, ja foi relatada por diversos autores
comouma forte evidéncia da eficacia do medicamento (UTZINGER etal.,
2002;. SULEIMAN et al., 2004). Segundo Harder et al. (2002), a morte dos vermes
adultos, em virtude do tratamento realizando com farmacos anti S. mansoni, é
atribuida a disturbios metabdlicos bem como a destruicdo mecanica e muscular
dos vermes apds a exposicao a farmacos.

O presente estudo demostrou que a proporcdo de vermes machos

recuperados ap0s o tratamento com B. trimera, nos animais infectados com
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S.mansoni, foi maior do que a proporcao de vermes fémeas. Esse fato demonstra
que as fémeas de S.mansoniforam mais sensiveis aos tratamentos.

Resultados semelhantes foram relatados por Mostafa et al. (2011), que
observaram uma maior sensibilidade dos vermes fémeas de S.mansoni, quando
expostas ao extrato aquoso de ginger (Zingiber officinale). Nossos dados também
corroboram os achados de Boissier & Moné (2001), que investigaram
experimentalmente a relagao entre a carga parasitaria e a propor¢do do sexo, em
quatro modelos de hospedeiros, camundongos, hamsters, ratos e macacos
infectados por S. mansoni. Nour et al. (2006), avaliaram a eficacia do extrato
metanodlico da Randia nilética, in vivo, e observaram que os vermes fémeas sao
mais suscetiveis ao tratamento, apresentando uma taxa de reducao de 99% dos
vermes recuperados apds a perfusdo dos animais tratados.

Estudos anteriores por meio de ensaios in vitro e in vivo evidenciaram que
doses subcurativas do praziquantel sdo capazes de matar vermes adultos,
machos e fémeas de S. mansoni (GONNERT & ANDREWS, 1977; MELHORN et al., 1981).
No entanto, outros autores relatam quem os vermes machos de S. mansoni séo
mais sensiveis ao praziquantel. Pica- Matoccia & Cioli (2004) utilizando a linhagem
Porto Rico de S. mansoni demonstraram que nas infec¢gdes unissexuais em
ensaios in vitro, os vermes fémeas sao mais sensiveis ao tratamento; porém, em
ensaios in vivo, nas infecgbes bissexuais, quando o tratamento foi administrado
em 5 dias consecutivos apos 49 dias infec¢do, observaram que os vermes machos
foram mais suscetiveis do que as fémeas.

Delgado et al. (1992) utilizando a linhagem BH de S. mansoni, observaram
em seus experimentos in vivo que a concentragdo de 250 mg/kg administrada 6
semanas apos a infeccdo, atua preferencialmente sobre as fémeas desse
parasita. Essa divergéncia de resultados pode ser explicada pelo fato desses
autores utilizarem linhagens distintas de S. mansoni. Estudos comparativos entre
linhagens diferentes apresentaram diferengas quanto a suscetibilidade dos vermes
aos tratamentos. Tais diferengas comportamentais entre linhagens de S.mansoni
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sado estabelecidas como manifestacdo da expressao genotipica do trematédeo
(YOSHIOKA et al., 2002).
No presente estudo ficou evidenciado que apenas nos tratamentos

realizados com praziquantel, na concentracdo de 40 mg/kg, as fémeas de S.
mansoni mostraram-se mais sensiveis. Em contraste, todos os grupos tratados
com B. trimera evidenciaram a sensibilidade das fémeas, apds a exposicao das
amostras, em todas as concentragdes avaliadas. E importante salientar, no
entanto, que no presente estudo, as infeccoes dos camundongos foram
bissexuais, no entanto, esse dado sustenta a hipétese de que a B. trimera
apresenta atividade esquistossomicida principalmente sobre os vermes fémeas de
S. mansoni, linhagem BH.

Em relacdo a reducao total do niumero de vermes recuperados apds o0s
tratamentos com a B. trimera, este estudo evidenciou que todas as amostras
apresentaram um percentual de reducéo, superior aos tratamentos realizados com
o praziquantel, em todas as concentragdes avaliadas. Segundo Pellegrino & Katz,
(1968), para avaliar a atividade do farmaco contra S. mansoni, informagbes sobre
a reducao do numero de vermes (RV) dos grupos tratados, em relagdo ao controle
positivo, é de fundamental importancia.

Contudo, foi possivel observar que todas as amostras diferiram em relagdo
a reducgdo total de vermes, sendo que a fragdo acetona /agua e o extrato
diclorometanico, apresentaram os maiores percentuais de reducéao 69,33% e 68%,
respectivamente. E importante salientar que a reducdo dos vermes variou de
acordo com as concentracdes avaliadas, demonstrando um efeito dose-resposta
durante os tratamentos.

Estes resultados estdo de acordo com os dados observados por, Mohamed
et al. (2011) que avaliaram o efeito bioquimico do Allium cepa e do Allium
sativum sobre camundongos infectados por S. mansoni, além de avaliar a carga
parasitaria dos animais tratados, e observaram um percentual de reducéo de até
99,7 % dos vermes. Metwally, (2006) avaliou o efeito do éleo essencial do Allium
sativum e Allium cepa e observou um percentual de redugéo de 67, 96% e 75,97%
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na carga parasitaria apds o tratamento dos animais infectados por S. mansoni,
linhagem egipcia. Gamal, (2009), avaliou a curcumina, um composto natural
isolado dos rizomas da Curcuma longa, e observou uma reducdao na carga
parasitaria em animais tratados com 400mg/kg.

Diante do exposto, os resultados aqui apresentados demonstraram eficacia
nos tratamentos realizados com B. trimera, nas diferentes concentracoes,
reduzindo consideravelmente a carga parasitaria dos grupos tratados conforme
mostrado na figura 45, além de evidenciar uma maior susceptibilidade dos vermes
fémeas de S. mansoni, expostas aos tratamentos apds 60 dias de infeccao.

De acordo com Delgado et al. (1992), a atividade esquistossomicida de um
farmaco sobre os vermes fémeas de S. mansoni é importante; uma vez que
promove a diminuicdo da eliminagcdo de ovos reduzindo, consequentemente, as
reacdes granulomatosas nos érgaos mais afetados do hospedeiro, na maioria das
vezes, o figado.

Segundo KATZ (2008), o critério mais importante para avaliar o efeito de um
farmaco que apresenta propriedade esquistossomicida, é analisar quantidade de
ovos distribuidos no tecido intestinal. Portanto, o oograma é o método de maior
fidedignidade que permite, através da andlise morfoldgica, identificar os diferentes
estagios de desenvolvimentos dos ovos de S. mansoni, que sao classificados
como viaveis e mortos apds a realizagao dos tratamentos (CUNHA, 1992). Dentre os
ovos viaveis, temos os imaturos (19, 2%, 32 e 4° estadio), e os ovos maduros (5°
estagio), o qual é caracterizado pela presenca do miracidio totalmente
desenvolvido no seu interior (PELLEGRINO & KATZ, 1968).

Conforme Katz (2008), a auséncia de qualquer um dos estagios de
desenvolvimento dos ovos viaveis (12 ao 4°), apds o tratamento dos animais
infectados por S. mansoni, é indicacdo de que houve parada de postura e,
portanto, o farmaco avaliado apresenta agdo esquistossomicida.

Segundo Prata, (1957) & Pellegrino et al. (1962), os ovos de S. mansoni no
intestino, levam de seis a sete dias para se desenvolver completamente, ou seja,

passar do primeiro estdgio para o quinto. No entanto, os ovos maduros

Efeito Esquistossomicida da Baccharis trimera (Less) DC. in vitro e in vivo sobre vermes
adultos de Schistosoma mansoni



97
Discussao

permanecem viaveis no intestino por cerca de doze dias (PRATA, 1957), portanto, se
a oviposicdo cessar ou diminuir com administracdo do farmaco avaliado, o
oograma devera apresentar maior quantidade de ovos maduros — em decorréncia
de oviposi¢oes anteriores ao tratamento - do que de ovos imaturos.

No presente estudo, a quantidade e o desenvolvimento dos ovos, no tecido
intestinal dos animais analisados, ap6s os tratamentos com B. trimera,
apresentaram variacdes de acordo com cada amostra e concentracado avaliada,
quando, comparadas com o praziquantel e com grupo controle negativo, infectado
e nao tratado. Nossos dados mostram que o grupo tratado com o extrato
diclorometanico e com o 6leo essencial, na concentracdo de 200 mg/Kg
apresentaram maior quantidade de ovos maduros distribuidos no fragmento
intestinal, quando comparados com os demais tratamentos, e ao seu respectivo
grupo controle negativo, o qual apresentou uma percentagem de ovos viaveis,
maior do que a de ovos inviaveis, indicando uma predominancia das formas
imaturas e maduras, capazes de manter a evolugcao parasitaria. Essas amostras
também apresentaram maior percentual de ovos mortos encontrados, fato que
comprova a eficacia da B. frimera sobre a oviposi¢ao do S. mansoni, expostos aos
tratamentos apés 60 dias de infecgao.

Estudos anteriores realizados por Araujo et al. (2008) relataram por meio de
ensaios in vivo, que os animais submetidos ao tratamento com praziquantel,
oxamniquina e lovastatina, apresentaram alteracées no oograma, evidenciando
uma reducao de 54,5%, 75% e 44,4 % respectivamente, de ovos viaveis de S.
mansoni. Nossos resultados se assemelham com os dados obtidos por Bahgat et
al. (2010) que avaliaram a eficacia do extrato metandlico da Pulicaria crispa, e
observaram a auséncia dos estagios imaturos dos ovos de S. mansoni ap6s 0s
tratamentos dos animais infectados.

Em relacao a atividade terapéutica de um farmaco sobre a eliminacao de ovos
nas fezes, considerado outro parametro indispensavel para a triagem in vivo, que
também permite fazer comparagdes entre as diferentes concentracées avaliadas,

possibilitando estudos mais exatos e conclusées mais precisas. Desta forma,
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considerando o fato de que a administracdo de um agente esquistossomicida
provoca uma temporaria ou definitiva supressdo da oviposicdo, a diminuigdo ou
completa cessacao da postura de ovos apds o tratamento dos animais, tem sido

utiizada para avaliar a atividade terapéutica de novos principios ativos
(PELLEGRINO & KATZ, 1968).
Conforme descrito anteriormente, os tratamentos realizados com o 6leo

essencial e com o extrato diclorometanico apresentaram um maior nimero de
ovos maduros e um maior precentual de ovos mortos, quando submetidos ao
oograma. O mesmo pbde ser observado em relacdo ao numero de ovos
eliminados nas fezes dos camundongos analisados. A reducdo da quantidade de
ovos eliminados demonstrada no presente estudo, poder ser atribuida a reducao
da carga parasitaria, principalmente dos vermes fémeas. Acreditamos que o0s
tratamentos realizados com as amostras de B. frimera alteraram a capacidade
reprodutiva dos vermes, machos e fémeas, afetando, consequentemente, a
producao de ovos.

Resultados semelhantes, foram relatados por Metwally (2006), que avaliou
o 6leo essencial, extaido da Allium cepa e Allium sativum, em estudo in vivo e
observou que a concentracao de 5mg/kg, quando administrada apo6s 24 horas em
camundongos infectados por S. mansoni de uma cepa egipcia, apresentou uma
reducao de 82,15 % de ovos eliminados nas fezes. Além disso, também foi
observada uma redugcao de 80% dos vermes, apos a perfusdo dos animais
tratados.

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com outros estudos, nos
quais os autores utilizaram extratos vegetais, para investigar os efeitos sobre as

infecgbes parasitarias por S. mansoni (GHAZANFARI et al., 2006; MOHAMED et al., 2005;
HAMED & HETTA, 2005; MAHMOUD et al., 2002; MOSTAFA, 2001).
Em relacdo aos tratamentos realizados com o praziquantel, no presente

estudo, observamos que a concentragdo de 100 mg/kg e 200 mg/kg apresentaram
0s maiores percentuais de reducdo de ovos eliminados nas fezes (64,4% e
63,9%), respectivamente. No entanto, essa redugcédo de ovos ndo esteve associada
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a reducado de vermes, uma vez que o maior percentual de reducao de vermes foi
observado nos tratamentos realizados com a concentragao de 40 mg/kg (60,4 %).
Em contraste, estudos in vivo realizados por Delgado et al. (1992) evidenciaram
que a reducédo de ovos eliminados nas fezes, esteve relacionada a reducédo da
carga parasitaria dos animais tratados com praziquantel na concentracdo de
250mg/kg, apds 42 dias de infecgéo.

O estudo da atividade de um farmaco/composto sobre a reacao
granulomatosa que se forma ao redor dos ovos do S. mansoni € muito importante,
uma vez que esta é responsavel pela principal patologia da fase crénica grave da
esquistossomose, caracterizada pela fibrose que se forma ao redor dos ovos,
principalmente, no tecido hepatico (LICHTENBERG, 1964).

Segundo Friedman (2008), o processo de formacao de fibrose no tecido
granular do figado, induzida pela liberacdo de antigenos do ovo de S. mansoni,
depende da ativacdo de um tipo especial de célula, denominado de Células
estreladas parasinusoidales. Essa células sdo conhecidas como maior fonte de
colagenos fibrilares .

Nesse estudo, a andlise histolégica dos figados dos animais tratados com
as amostras de B. frimera, mais precisamente, o 6leo essencial e o extrato
diclorometanico, na concentracdo de 200 mg/kg, evidenciaram melhores
resultados quanto ao numero de granulomas e ao tamanho da inflamagéo
granulomatosa, além de apresentar diferengas em entre o didmetro médio dos
granulomas quando comparados com 0s grupos tratados com praziquantel e com
0 grupo controle negativo, infectado e nao tratado.

Segundo Botros et al. (1984), esses efeitos podem estar relacionados a
diminuicdo da capacidade das células T e da resposta imune humoral do
hospedeiro. Isso pode ser causado por um envolvimento direto de linfécitos B ou
pelo efeito do farmaco nas subpopulagdes de células T, que regulam a fungéo dos
linfécitos B.

No entanto, trabalhos classicos como o de Doenhoff et al. (1986), relatam

que existe uma significante correlacdo numérica entre a diminuigcdo do diametro
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dos granulomas hepaticos e 0 numero de ovos que sado eliminados nas fezes,
ambos, mediados por células especificas do hospedeiro. Sob esse aspecto,
acreditamos ter confirmado as observagdes feitas por Doenhoff et al. (1986), de
acordo com os resultados obtidos nesse estudo.

Conforme descrito anteriormente, além da reduzir o processo inflamatério e
apresentar diferencas significativas em relacao aos diametros dos granulomas
hepaticos, o 6leo essencial e o extrato diclorometanico de B.trimera também
apresentaram uma redugdo significativa na eliminacao de ovos nas fezes dos
animais submetidos ao tratamento na concentracao, 200 mg/kg (RO= 81,3 %, 90,9
%), respectivamente.

Resultados comparaveis foram obtidos por outros autores utilizando outros
tratamentos com extratos, 6leos essenciais e compostos isolados de plantas
medicinais. Estudo realizado por Mostafa et al., (2011) avaliaram o extrato bruto
de Zingiber officinale, admistrados em dose Unica de 500 mg/kg, em
camundongos C57 e observaram uma reducao significativa no tamanho e na
quantidade de granulomas dos animais tratados Mohmoud et al. (2002) estudaram
o efeito do 6leo essencial de Nigella sativa, isolado e associado ao praziquantel,
sobre vermes adultos de S.mansoni e obtiveram resultados semelhantes ao nosso
estudo. Recentemente, Mohamed et al. (2011) realizaram um estudo com extratos
de Allium sativum e Allium cepa, assosciados e ndo associado ao praziquantel, e
observaram uma reducdo significativa no numero de granulomas e o efeito
curativo das reacgdes granulomatosas dos camundongos, apds a administragéo
dos extratos estudados.

Nossos resultados assemelham-se aos obtidos por Bahgat et al., (2010)
que avaliaram a eficacia do extrato metandlico da Pulicaria crispa, sobre as
reagcbes granulomatosas, em camundongos com 60 dias de infeccdo por
S.mansoni. Gamal, (2009) avaliou a curcumina, um composto natural isolado dos
rizomas da Curcuma longa, e observou uma imunomodulagdo da inflamacéo
granulomatosa e uma reducao de 79% do numero de granulomas nos figados dos
animais tratados. Nesse contexto, Melo et al. (2011) avaliaram o efeito da Cramoll
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1, 4, uma lectina extraida das sementes da Cratylia mollis, em camundongos
infectados com S. mansoni, linhagem BH e observram um percentual de reducéo
de 73,5% dos granulomas nos figados dos animais tratados com dose Unica, de
500mg/ kg, apds 40 dias de infecgao.

De acordo com a literatura, um dos efeitos biolégicos da B. trimera esta
relacionado a atividade antiinflamatéria. Contudo, acreditamos que a diminuicao
da quantidade dos granulomas hepaticos, bem como a redugdo da reacao
inflamatoria destes, quando comparadas com o grupo controle negativo, pode esta

relacionadas a atividade antiinflamatéria desta planta.
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6- CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que a
espécie Baccharis trimera (Less) DC. apresenta atividade esquistossomicida sobre
vermes adultos de Schistosoma mansoni, linhagem BH, podendo destacar:

Nos ensaios in vitro:

- Reducgéao da motilidade dos vermes, machos e fémeas para todas as amostras
avaliadas;

- Reducao de 100 % na oviposicao para as amostras OE, ED, EHA, FA e Fr2.

- Maior susceptibilidade dos vermes machos de S. mansoni apés os tratamentos;

- As amostras OE, ED, FHE e FAA ocasionaram a mortalidade dos vermes em um
menor periodo de exposicao;

- As concentragdes de 130 e 91ug/mL formam mais efetivas para o OE, ED, FHE
e FAA;

- Observou-se que o melhor tempo de mortalidade dos vermes, machos e fémeas
variou entre 24 e 48 horas de incubacéo;

- Todas as amostras avaliadas por meio da Microscopia eletrénica de varredura

(MEV), ocasionaram alteragcdes morfologicas nos vermes machos e fémeas;

Nos Ensaios in vivo:

- O ED e FAA apresentaram maiores percentuais de redugédo da carga parasitaria;
- Os tratamentos alteraram a propor¢cdo dos vermes, machos e fémeas,
evidenciando que as fémeas foram mais sensiveis as amostras ED, OE e FAA, do
gue 0s vermes machos;

- Os tratamentos com OE e ED apresentaram maiores redugbes de ovos
eliminados por gramas de fezes;
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- Os tratamentos realizados com OE e ED apresentaram maiores quantidades de
ovos mortos, quando analisados pelo método do oograma;
- Os tratamentos com OE e ED apresentaram menores quantidades de
granulomas hepaticos.

No presente estudo, observou-se que para cada parametro analisado, tanto
Nnos ensaios in vitro quanto nos ensaios in vivo, houve uma variacédo de resultados
de acordo com cada amostra avaliada e as concentragdes testadas. Contudo,
apesar dessa variagdao, podemos afirmar que a B. trimera apresenta atividade
esquistossomicida sobre S. mansoni. Desta forma, devido aos bons resultados
obtidos, nosso grupo de pesquisa dard continuidade ao estudo quimico
biomonitorando por meio dos ensaios de atividades biolégicas, com o intuito de
isolar e identificar fragbes/compostos, responsaveis pelas atividades
esquistossomicidas, bem como identificar seu mecanismo de acao sobre S.

mansoni.
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