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RESUMO

A esquistossomose mansonica ¢ uma doenga cronica e debilitante. Estima-se que mais de
200 milhdes de pessoas estejam infectadas no mundo pela doenca, € no Brasil estima-se
que existe de 8 a 10 milhdes de pessoas infectadas. O tratamento da esquistossomose ¢
baseado na quimioterapia com o praziquantel, principalmente devido a sua atividade contra
todas as espécies de Schistosoma patogénicas ao homem. Infelizmente, o uso extensivo e
inapropriado desse fArmaco pelo mundo, culminou com o aparecimento de esquistossomas
tolerantes, gerando uma preocupacdo sobre a selecdo da resisténcia a esse medicamento.
Entdo, para se controlar a esquistossomose, ha necessidade de se desenvolver novas opcoes
de farmacos, como alternativa ao praziquantel. As plantas medicinais vém sendo aplicadas
e testadas como novas alternativas medicamentosas para o tratamento de parasitoses. Este
estudo teve por objetivo avaliar a atividade esquistossomicida da planta Phyllanthus
amarus L. sobre Schsistosoma mansoni, linhagem BH em camundongos Swiss. Foram
testados os extratos hexanico e etanodlico nas concentragdes 100, 150 e 250mg/Kg, ¢ a
fragao de Lignanas 50 ¢ 100mg/Kg, administrados em dose Unica por tubagem esofagica.
Os animais foram divididos em dois grupos de acordo com o periodo de tratamento (30 ou
45 dias apds a infeccdo para avaliar a agao dos extratos nos vermes jovens e adultos,
respectivamente). Foram analisados os seguintes parametros: quantidade/ porcentagem de
vermes adultos nas veias mesentéricas, porta € nas visceras; propor¢do entre machos e
fémeas; redu¢do no niimero de vermes; reducao no nimero de ovos eliminados para o
ambiente externo e retidos no tecido intestinal; alteragdo no oograma; aspecto visual dos
granulomas nas visceras; alteracdo no tamanho dos granulomas encontrados no figado. De
acordo com os resultados obtidos, o tratamento feito com o extrato etanolico 250mg/Kg no
30° dia de infecgdo, foi o que apresentou maior reducdo do ntimero de vermes (63%), € o
grupo tratado com o extrato hexanico 100mg/Kg nesse mesmo periodo foi o que apresentou
maior quantidade de vermes nas visceras (n=3,1). Ja& os tratamentos feitos com o extrato
etandlico 100mg/Kg e a fracdo de Lignanas 50mg/Kg apo6s 30 dias de infecgao,
conseguiram cessar a postura de ovos, o que fez com que os 6rgaos desses grupos fossem
pouco lesados. Ocorreu auséncia de granulomas nos figados observados histologicamente
para o grupo tratado com o extrato etandlico 100mg/Kg. No 45° dia apds a infecgdo o
grupo tratado com o extrato hexanico 150mg/Kg foi o que apresentou resultado mais
significativo, uma vez que ele conseguiu reduzir o nimero de ovos imaturos e aumentar o
de ovos maduros, indicando que este tratamento alterou a oviposi¢ao do verme. Os
resultados obtidos para os extratos hexanico e etandlico e fracdo de Lignanas demonstraram
potencial atividade nos diferentes parametros avaliados, evidenciando que a planta P.
amarus possui efeito contra o S. mansoni linhagem BH.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Phyllanthus amarus; extrato etanolico; extrato
hexanico; Lignanas.
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ABSTRACT

The schistosomiasis is a chronic and debilitating disease. It is estimated more than 200
million people worldwide are infected by the disease, and in Brazil is estimated 8 to 10
million people infected. The treatment of schistosomiasis is based on praziquantel
chemotherapy, mainly due to its activity against all species of pathogenic Schistosoma to
humans. The inappropriate and extensive use of this drug in the world culminated in the
appearance of tolerant worms, generating a concern about the selection of resistance this
drug. So, to control schistosomiasis, there is need to develop new options for drugs, as an
alternative to the praziquantel. Medicinal plants have been implemented and tested as a new
alternative drug for the treatment of parasitic. The objective of this study was to assess the
presence of antichistosomal activity of the plant Phyllanthus amarus L. using Schistosoma
mansoni infected mice of BH strain. The hexane and ethanolic extracts with 100, 150 and
250mg/Kg, concentrations and the Lignans fraction 50 and 100mg/kg, were administered
with single oral dose by esophageal intubation. The animals were divided into two groups
according to the treatment period (30 or 45 days after infection to evaluate the effect of the
extracts in young and adult worms respectively). Analyzes performed consists in a set of
parameters: quantity / percentage of adult worms in the veins mesenteric, port and the
viscera; proportion of male and female worms, worms reduction; eggs reduction eliminated
environment and retained in the intestinal tissue; change in oograma; visual aspect of
granulomas in the viscera; change in the size of granulomas found in the liver. According to
the results, the treatment with ethanolic extract 250mg/Kg in 30" days of infection,
presented the greatest reduction in the number of worms (63%), and the group treated with
the hexane extract 100mg/kg in same period presented the highest number of worms in the
viscera (n=3.1). The treatments made with ethanolic extract 100mg/kg and the Lignans
fraction 50mg/kg after 30 days of infection managed to stop the egg laying. So that the
organs of these groups were slightly injured. There was absence of granulomas in the liver
observed histological for the group treated with ethanolic extract 100mg/kg. In the 45"
days after infection the group treated with the hexane extract 150mg/Kg presented the most
significant result, as to reduced the number of immature eggs, and increased of mature
eggs, indicating that this treatment has changed the worm oviposition. The results for the
ethanol, hexane extracts and fraction of Lignans demonstrated potential activity in the
various parameters measured, suggesting that the plant P. amarus has effect against
S.mansoni strain BH.

Key words: Schistosoma mansoni; Phyllanthus amarus; ethanolic extract; hexane extract;
Lignans.



I. INTRODUCAO

A esquistossomose é uma das infecgdes parasitarias mais prevalentes no mundo. E uma
doenca endémica, que afeta mais de 200 milhdes de pessoas distribuidas em 76 paises da
Africa, Asia, América do Sul e Central. E a segunda doenca tropical mais prevalente,
depois da maléria, causando morbidade e mortalidade em extensas areas de todo o mundo
(Jiagang, 2003, Mendes et al., 1999, Mott, 1992, WHO, 1998). Do total de pessoas
infectadas 120 milhdes sdo sintomaticos, € estima-se que 20 milhdes tenham a forma grave
da doenga, e em torno de 650 milhdes de pessoas estdo em areas de risco (Capron, 1998,
Jiagang, 2003; Ramos, 2004).

A maioria dos estudos indica que a esquistossomose tenha sido introduzida no Brasil
pelos escravos, originarios da costa ocidental da Africa que ingressaram no pais pelos
portos de Recife e Salvador. Os escravos foram ocupados como mao-de-obra em lavouras
de cana de agucar, onde existiam condi¢des bioecoldgicas para que se completasse o ciclo
evolutivo do parasita assinalando assim, que a expansdo da esquistossomose em territorio
brasileiro acompanhou as correntes de migracao interna, sendo condicionada pela presenga
do molusco hospedeiro intermedidrio suscetivel. No século XVII, surge movimento
migratério orientado para o interior dos Estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara,
Alagoas, Sergipe e Bahia, destinado a implementar criagdo de gado, com a finalidade de
abastecer o mercado aberto com a colonizagdo do litoral nordestino, decorrente da
exploracio de cana-de-agticar. E possivel que o translado de mio-de-obra escrava, fixada
inicialmente na orla litoranea, para o interior, tenha iniciado o deslocamento da area
endémica de esquistossomose para regides onde, até hoje, sdo elevados os indices de
infeccdo autdctone, como alguns municipios dos Estados da Paraiba, Pernambuco, Sergipe
e Alagoas (Chief & Waldman, 1998; Passos, 1998).

No século XVIII, criaram-se condi¢des para que a esquistossomose viesse a atingir
areas no interior de Minas Gerais e Bahia, como decorréncia de deslocamentos
populacionais para essas regides, atraidos pela descoberta de jazidas auriferas e de outros

minerais preciosos. No Estado de Sao Paulo a introducao da cultura cafeeira na regido do



Vale do Paraiba determinou, em meados do século XIX, a introdu¢do da parasitose no

Estado (Chief & Waldman, 1998).

O Parasito

Em 1852, no Cairo, Teodore Bilharz, ao fazer necropsia, encontrou, pela primeira vez,
em veias mesentéricas, os vermes que ficaram conhecidos como "esquistossomos". Deve-se
a este fato a denominagdo de "bilharziose" ou '"bilharziase" como sinonimia para
esquistossomose, mas ¢ também conhecida como xistose, barriga d’ agua, doenca dos
caramujos e outras designacdes menos usuais (Passos, 1998).

O parasito causador da esquistossomose ¢ um trematddeo digenético que pertence ao
filo Platyhelminthes. Na familia Schistosomatidae, apenas os vermes pertencentes ao
género Schistosoma tém como caracteristica a existéncia de sexos separados, com nitido
dimorfismo sexual e também ¢ o Unico de interesse médico (Coelho, 1970; Passos, 1998;
Ramos, 2004). Pertencente a este género existem cinco espécies que parasitam o homem,
de forma eventual ou sistematica, sdo elas: S. haematobium que causa a esquistossomose
urinaria e S. mansoni e S. japonicum, que causam a esquistossomose intestinal, sendo essas
trés espécies responsaveis por 95% dos casos humanos e ainda ha S. intercalatum e S.
mekongi, bem menos freqlientes (Coura & Amaral, 2004; Jiagang, 2003; Mott, 1992; Olds
& Daranthy, 2000).

No Brasil, at¢ o momento, apenas a espécie Schsitosoma mansoni (Figura 1) ¢
encontrada, porém, uma vez introduzida em nosso territério, encontrou condi¢des
favoraveis a transmissdo como a presenca de um hospedeiro intermediério, favorecendo o
ciclo bioldgico heteroxénico. O molusco pulmonado, que vive em agua doce, ¢ o principal
responsavel pela alta prevaléncia da infec¢ao principalmente nas regides tropicais, onde a
utilizacdo desta agua ¢ de grande importancia para populagdes locais. Trés espécies de
moluscos do género Biomphalaria, sdo os hospedeiros intermedidrios do S. mansoni no
Brasil: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea (Valenga, 2000; Passos, 1998; Ramos,
2004).
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Figura 1: Verme adulto fémea (A); Verme adulto macho (B). Fonte: Tamy Midori Banin, 2007.

Ciclo Biologico

Os casais adultos de S. mansoni vivem nas vénulas do plexo hemorroidario e no sistema
porta. Nesses locais as fémeas fazem a oviposicao de aproximadamente 300 ovos/fémea/dia.
Esses ovos contém embrides ciliados, os miracidios, os quais eclodem dos ovos, quando
estes sdo eliminados na agua doce juntamente com as fezes de portadores de
esquistossomose, entdo nadam ativamente em busca do hospedeiro intermediario, o
molusco do género Biomphalaria. Quando o encontra, penetra ativamente nos tecidos do
molusco, efetuam poliembrionia, e transformam-se nos esporocistos primarios, em tecidos
localizados na proximidade do local de penetragdo, estes por sua vez em alguns dias vao
originar os esporocistos secundarios. Quando maduros os esporocistos secundarios darao
origem as cercarias que sdo as larvas infectantes para o hospedeiro vertebrado (o tempo
necessario para maturacdo dos esporocistos e formacdo das primeiras cercarias ¢ de trés a
quatro semanas, variando com a temperatura do ambiente). As cercarias sob o estimulo da
luz e do calor abandonam ativamente o caramujo permanecendo no meio aquatico até
encontrarem um hospedeiro definitivo, em cujo tegumento penetrara ativamente. Nesse
processo, apenas o corpo da cercaria penetra ocorrendo a perda da cauda bifurcada, formando
assim os esquistossdmulos. Os esquistossomulos entram na corrente circulatéria e chegam aos

pulmdes, onde ficam por alguns dias até a maturagdo. Chegam até o coracdo, de onde sdo



langados através das artérias aos pontos mais diversos do organismo, constituindo-se o figado
no orgao preferencial de localizagdo do parasito. No figado, estas formas jovens se diferenciam
sexualmente e crescem, alimentando-se de sangue. Ainda imaturos, os parasitas migram para a
veia porta, passando dai as veias mesentéricas, onde geralmente ocorre o acasalamento e se da
inicio a postura de ovos, completando assim sua evolugdo (Coelho, 1970; Passos, 1998;

Ramos, 2004; Valenca, 2000).
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Figura 2: Ciclo de vida Schistosoma mansoni. Fonte: Ross et al., 2002.

Patologia

A evolucdo e sintomatologia da esquistossomose dependem da espécie do parasito
em questdo, da linhagem e da carga parasitaria do individuo. A freqiiéncia das reinfeccgoes,
o estado imunoldégico e a idade do individuo também sdo fatores importantes no

desenvolvimento da doenca (Butterworth et al., 1985; Kabatereine et al., 1999).



Estima-se que aproximadamente 50% dos ovos eliminados pelas fémeas cheguem a
luz intestinal, ficando o restante retido nos tecidos provocando reacdes inflamatorias. A
patologia da infecc¢do, mais freqiientemente, advém da deposi¢do dos ovos nos tecidos. No
intestino, os ovos induzem a um processo inflamatorio com hiperplasia, ulceragao,
formacao de micro abscessos. Contudo, os ovos que nao se aderem ao epitélio intestinal sdo
carreados pela veia porta, para o figado ocasionando o principal e mais importante efeito
patologico da infeccdo (Apenas os ovos maduros provocam a formagdo de granulomas
esquistossomaticos). Inicialmente, devido a presenca dos ovos no tecido hepatico, tem-se a
formagdo de granulomas, resultantes da resposta imunoldgica aos antigenos liberados pelos
ovos de S. mansoni, processo que termina com a formagdo de uma cicatriz fibrética
(Andrade, 1998; Faria, 1999; Ramos, 2004).

O processo inflamatoério granulomatoso, que se desenvolve ao redor dos ovos, tem
como base uma hipersensibilidade do tipo celular. Esta reagdo granulomatosa ocorre em
decorréncia da eliminagdo de antigenos do miracidio, chamados genericamente de SEA
(Soluble egg antigens — Antigenos soliiveis do ovo), que atravessam a casca do ovo e
estimulam células especificas e citocinas, favorecendo assim, a formacao de um infiltrado
de células inflamatorias ao redor dos ovos. Com a evolugdo do processo, os granulomas
sofrem mudangas na sua composi¢do celular, fruto das alteragdes na producdo de citocinas
e tendem a regredir ficando reduzidos a estruturas fibroticas que posteriormente serao
reabsorvidos. Contudo, as alteragdes hepaticas parecem nao decorrer apenas do processo
granulomatoso e da fibrose formada posteriormente, mas também da liberacdo de
substancias hepatotdxicas produzidas pelos ovos do parasito (Ramos, 2004).

Na reagao granulomatosa esquistossomotica as primeiras células a chegarem ao foco
inflamatério sdo os macréfagos, que freqiientemente formam células epitelidides e
gigantocitos. Logo apos a chegada dessas células surgem eosinodfilos, linfocitos, neutrofilos
e plasmocitos, sendo que os macréfagos e eosinédfilos sdo as células mais abundantes do
infiltrado inflamatério. A proporc¢ao das populagdes celulares pode oscilar de acordo com o
hospedeiro, com a localizagdao do granuloma e com o tempo pos-infecg¢ao estudado. Estima-
se que na esquistossomose mansonica, durante a fase aguda da infec¢ao os granulomas

hepéticos sdo composto por cerca de 50% por eosinofilos que tem a fungdo primordial na



neutralizagdo das hepatotoxinas liberadas pelos ovos de S. mansoni (Faria, 1999; Ramos,
2004; Valenca, 2000).

Durante o processo granulomatoso as células inflamatorias vao sendo substituidas
por células semelhantes a fibroblastos que se orientam em camadas concéntricas e fabricam
abundantes quantidades de colagenos. Devido ao aumento da deposi¢do de proteinas da
matriz extracelular (Davis & Kresina, 1996), a estrutura do granuloma se completa com a
fibrose, que se inicia na periferia desse. Com o curso cronico da infecgdo, os diversos
pontos de fibrose podem se coalescer levando a diminui¢do da luz dos vasos sangiiineos e a
perda da elasticidade e ocorrendo assim um aumento da pressdo portal e conseqiientemente
as alteragdes patologicas da esquistossomose na sua fase cronica. A hipertensdo portal ¢
uma das causas que proporciona o surgimento da esplenomegalia, além de levar a formacao
de varizes esofagianas e outras alteragdes que comprometem e agravam o quadro clinico do
individuo infectado. Eventualmente, estas varizes esofagianas (ou gastricas) se rompem
provocando fortes hemorragias, responsaveis por um numero consideravel de obitos. Estas
hemorragias sdo agravadas pelas alteragdes que a infec¢ao causa ao processo hemostatico e
por isto € a primeira causa de morte da esquistossomose (Tanabe, 2003).

Além das alteracdes patologicas, em decorréncia da reagdo granulomatosa, na
infeccdo esquistossomotica alteragdes hematoldgicas como anemia sdo freqlientemente
encontradas. Esta anemia parece ser ocasionada por multiplos fatores, como a
esplenomegalia, as hemorragias intestinais e/ou gastricas, pelas alteracdes na eritropoese
medular, ou ainda, pela propria espoliacdo parasitaria. Além disso, se observa uma
eosinofilia acompanhada de uma neutropenia, sendo estas alteragdes mais evidentes na fase

cronica da infeccao.

Quimioterapia Esquistossomicida

A quimioterapia da esquistossomose comegou na época da Primeira Guerra Mundial,
com o uso do tartaro emético, que foi administrado a pacientes com esquistossomose
hematobica. Foi classificado como um antimonial trivalente, que apresentava efeitos
colaterais. A necessidade de repetidas doses por via parenteral levou a pesquisa de

farmacos ativos que fossem livres de metais e administrados por via oral (Arena, 1997). Os



primeiros experimentos quimioterapicos sistematicos em laboratério foram iniciados na
Alemanha em 1932, quando testaram um novo composto, Miracil A, uma aminoxantona
alquilada, que pertencia a uma série de xantonas que ficaram conhecidas como compostos
da série “Miracil”. A partir de entdo, surgem novos farmacos como Miracil D, cujo nome
genérico ¢ lucanthone, o niridazole, que atuava para as trés principais espécies de
Schistosoma que parasitam o homem, o S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum € o
hycanthone, obtido pela agdo de Aspergillus sclerotiorum sobre o lucanthone. No entanto,
tais farmacos por serem muito toxicos além de outros problemas, ndo eram considerados
seguros o suficiente para serem utilizados em larga escala nas regides endémicas (Bonesso-
Sabadini, 1995; Cunha, 1992).

De 1960 a 1977, trés farmacos para o tratamento da esquistossomose tornaram-se
disponiveis: metrifonato, oxamniquina (OXQ) e praziquantel (PZQ). Apods a retirada do
metrifonato do mercado somente os dois tltimos ficaram disponiveis para o tratamento da
doencga (Andrade, 1998).

A OXQ descrita em 1960 foi o farmaco de escolha no Brasil para o Programa de
Controle Nacional da Esquistossomose (WHO, 1998; Utzinger ef al., 2003). E utilizada na
dosagem de 15 a 20 mg/Kg, rapidamente absorvida, possui meia-vida de 1,5 a 2 horas, seus
metabolitos sdo inativos e exclusivamente eliminados pela urina (Ferrari et al., 2003;
WHO, 1998). Os vermes machos adultos sdo considerados mais afetados pela OXQ do que
as fémeas adultas. A presenca das mesmas nas veias mesentéricas (Kohn et al., 1979) nada
acarreta por ter seu sistema reprodutivo atrofiado, devido a regressdo da glandula vitelinica,
provavelmente por causa da auséncia do macho (Popiel et al., 1984; Popiel & Erasmus,
1984). Nos ultimos anos o prego da OXQ nado reduziu como visto com o PZQ e, em
contraste com esse mesmo farmaco, que tem atividade em todas as espécies de
Schistosoma, a atividade da OXQ ¢ restrita ao S. mansoni. E assim, devido aos efeitos
colaterais, a producdo da OXQ foi finalizada na Europa e EUA, o que pode acontecer
também aqui no Brasil, como ocorrido com o metrifonato (WHO, 1998).

O PZQ foi descrito em 1970, sendo primeiramente testado na medicina veterinaria, o
qual mostrou eficacia contra varios cestédeos (Utzinger, et al., 2003). Esse farmaco ¢ hoje
considerado de escolha para o tratamento da esquistossomose, devido principalmente a seu

prego razoavel e sua atividade para todas as espécies de Schistosoma patogénicas aos seres



humanos (S. mansoni, S. mekongi, S. japonicum, S. intercalatum e S. haematobium) (Cioli
et al., 2004; Geerts & Gryseels, 2000; WHO, 1998). Uma unica dose oral de 40mg/Kg ¢
geralmente suficiente para curar entre 70-90% e diminuir de 90-95% o niimero médio de
ovos eliminados (Doenhoff et al., 2002; WHO, 1998). Essa dosagem pode ser diferenciada
para pacientes hospitalizados, principalmente individuos infectados com S. japonicum e S.
mekongi, onde se recomenda a dose de 30mg/Kg, trés vezes ao dia por dois dias
consecutivos (Geerts & Gryseels, 2000). O PZQ nao apresenta efeitos colaterais
significantes, nem reacdes adversas no figado, rins ou outras fungdes do corpo. O
mecanismo de agdo sobre o parasito ainda ndo foi totalmente esclarecido, mas sabe-se que
o primeiro efeito sobre o esquistossoma apds o tratamento ¢ a rdpida contragdo muscular e
subseqiiente paralisia do verme (Coles, 1979; Mehlhorn et al., 1981).

Alguns estudos demonstraram uma baixa eficacia no tratamento da esquistossomose
utilizando-se o PZQ. Primeiramente, por ser rapidamente absorvido pelo organismo quando
administrado oralmente (cerca de 15 minutos, com picos entre 1 a 2 horas), desaparece
rapidamente da circulagdo sangiiinea (1 a 3 horas apds ingestdo), sendo sua eliminacao
quase que completa por meio das fezes e urina, ocorrendo em cerca de 24 horas (Leopold et
al., 1978; Valencia et al., 1994). Além disso, o PZQ ¢ mais eficiente quando o parasito
ainda estd na fase de esquistossdmulo (primeiros dois dias apds penetragdo na pele) ou
quando o verme ja esta na fase adulta (por volta da sexta semana apds a infec¢do). Essa
acdo dependente da idade do parasito ¢ provavelmente o motivo de muitos tratamentos
fracassarem com o PZQ, porque a eficiéncia da terapia com este farmaco depende nio s6 da

intensidade da infec¢do, mas também do tempo da infec¢do (Picca-Mattocia & Cioli, 2004).

Resisténcia aos esquistossomicidas

Varios estudos clinicos e experimentais revelaram uma grande variagao na resposta
terapéutica de linhagens distintas de S. mansoni, tanto de areas geograficas diferentes como
dentro de uma mesma area. Essa variacdo de susceptibilidade encontrada na resposta aos
farmacos indica que o S. mansoni possui uma larga capacidade para desenvolvimento de

resisténcia as dosagens terapéuticas habitualmente administradas ao homem (Arena, 1997).



O desenvolvimento de Schistosoma sp. resistente ao tratamento foi demonstrado
experimentalmente, mostrando-se que doses sub-curativas de PZQ sobre vérias geragdes
produziam parasitos menos sensiveis ao farmaco (Fallon & Doenhoff, 1994).

Coles et al. (1987) consideraram que o desenvolvimento da resisténcia em uma
populacdo de vermes depende de fatores como: porcentagem e freqiiéncia com que as
pessoas sdo tratadas, dosagem do medicamento utilizado e sua eficicia € 0 movimento da
populagdo humana.

Viarios estudos foram realizados para detectar variagdes na suscetibilidade a farmacos
apresentados por isolados de S. mansoni de regides distintas, mostrando que eles diferiam
em sensibilidade aos esquistossomicidas (Bonesso-Sabadini, 1995). Coles et al. (1987),
afirmaram que o parasito poderia se tornar resistente a um farmaco por meio de tratamentos
repetidos. Provavelmente, os programas de tratamento em massa sdo um dos principais
fatores que favorecem o aparecimento de linhagens com suscetibilidade alterada aos
esquistossomicidas.

Os primeiros relatos de linhagens experimentalmente resistentes aos esquistossomicidas
foram relatados por Rogers & Bueding (1971) quando apos tratamento com uma dose
relativamente alta de hycanthone em camundongos e hamsters infectados com S. mansoni,
alguns vermes sobreviveram e retomaram a oviposi¢cdo apds um periodo de seis a doze
meses (Bonesso-Sabadini, 1995).

No Brasil, os primeiros casos de resisténcia a esquistossomicidas em linhagens de S.
mansoni foram relatados por Katz et al. (1973), e outros casos de resisténcia foram também
detectados por Dias et al. (1978), que isolaram a linhagem MAP de S. mansoni, em que
houve falha na cura parasitologica apds tratamento de uma paciente mineira com o
hycanthone e depois com a oxamniquina.

Fallon & Doenhoff (1994), induziram resisténcia ao PZQ e OXQ a partir de tratamentos
com um dos farmacos em seis geragdes consecutivas de um “pool” de linhagens
previamente suscetiveis a estes medicamentos. Esses autores concluiram que a resisténcia
obtida era farmaco-especifica, pois o “pool” selecionado pelo PZQ foi resistente ao mesmo

e suscetivel a OXQ, nao constatando resisténcia cruzada entre os dois farmacos.
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Apobs o PZQ ter mostrado o seu lado benéfico, com suas doses seguras, baixos efeitos
colaterais e toxicidade, hoje vem mostrando sinal de desgaste pelo aparecimento da
resisténcia (Kohler, 2001).

Trabalhos recentes realizados no Egito, Senegal e at¢é mesmo no Brasil vém
demonstrando que a dose usual unica de 40mg/Kg do PZQ ndo leva ao efeito esperado
fazendo-se necessario o aumento da dosagem para 60 mg/Kg ou mais, e até mesmo sua
repeticao (King, et al., 2000; Capron, 1998). Segundo Doenhoff et al. (2002), a resisténcia
ao PZQ vem se expandindo no Senegal e, em trabalho realizado por ele em 1990, usando a
dose de rotina para combater a infec¢do, as taxas de cura foram de apenas 18 a 36%, e ndo
de 70 a 90% como era esperado.

O uso extensivo e inapropriado de altas dosagens de esquistossomicida em conjungao
com outros fatores tem resultado em resisténcia ao farmaco, causando uma séria ameaca ao
controle efetivo das infec¢des por Schistosoma (Kohler, 2001). Diante desse novo quadro
de pouca eficicia dos fairmacos esquistossomicidas, pesquisas estdo sendo feitas na busca
de novas alternativas medicamentosas para o tratamento dessa doenca que aflige boa parte

da populagdao mundial.

O uso de plantas medicinais e Phyllanthus amarus

O entusiasmo em relagdo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos vém crescendo
na assisténcia a saude em funcdo de sua facil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo.
Grande parte da populagdo mundial utiliza a medicina popular para seus cuidados primarios
em relacdo a saude, e se presume que a maior parte dessa terapia tradicional envolve o uso
de extratos de plantas ou seus principios ativos (Kaur et al., 2005; Varanda, 2006).

Nos Estados Unidos, por exemplo, entre os vinte principais farmacos comercializados,
quatorze derivam de produtos naturais. Em Cuba, a rica flora permite vasta tradi¢do no uso
de fitoterapicos. J4 na Africa do Sul, o uso comum e medicinal de plantas é vasto, com
grande produgao e obtencdo de extratos, o que movimenta setores da economia. No Brasil,
existe uma flora bastante diversificada em toda a sua extensdo, com vegetagdes de
diferentes caracteristicas e cujos principios ativos sdo desconhecidos (Reis et al., 2007;

Varanda, 2006).
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Apesar da medicina tradicional utilizar plantas como principal fonte medicamentosa,
apenas 25% dos produtos farmacéuticos prescritos sdo originados de substincias
encontradas em espécies da flora natural.

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais constituiram modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos. Apesar do aumento no niimero de pesquisas nessa area, os dados disponiveis
revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao potencial medicinal
(Reis et al., 2007; Varanda, 2006).

No Brasil, ha cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, mas somente 8% foram
estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham sido
avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas (Reis et al., 2007, Varanda, 2006).
Diante da grande diversidade de plantas ainda ndo estudadas e avaliadas terapeuticamente,
estas constituem uma importante fonte para a descoberta de novos farmacos (Anthony et
al., 2005).

O aumento da disponibilidade da quimioterapia para o tratamento de infecgdes
parasitarias, o aumento de viagens a regides endémicas, o tratamento profilatico fez com
que surgisse parasitas resistentes a atual quimioterapia. Isso fez com que fontes alternativas
de tratamento fossem buscadas, como os estudos farmacologicos dos extratos de plantas.

Destacando-se a importancia das plantas como novos agentes antiparasitarios,
pesquisou-se os efeitos de Phyllanthus amarus L. no tratamento da esquistossomose.

Linnaeus foi quem primeiro descreveu o genéro Phyllanthus em 1737, o qual pertence a
familia Euphorbiaceae. Esta familia é muito diversa com aproximadamente 317 géneros e
8.000 espécies, agrupadas em 49 tribos e 5 subfamilias, sendo predominantemente de areas
tropicais e subtropicais (Calixto et al., 1998; Jain et al., 2003; Torres et al., 2003).
Phyllanthus, do grego phyllon (folha) e anthos (flor), em alusdo as flores produzidas em
ramos que se assemelham a folhas compostas, ¢ género em sua maior parte paleotropical,
com cerca de 200 espécies distribuidas pelas Américas, principalmente no Brasil e Caribe.
Cerca de onze espécies atingem latitudes temperadas, estando ausente na Europa e na Costa
Pacifica do Continente Americano (Calixto ef al., 1998; Torres, et al., 2003).

Entre os poucos representantes do género utilizados pelo homem destaca-se a espécie

conhecida no Brasil como quebra-pedra, arrebenta-pedra ou erva-pombinha,
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cientificamente denominada de P. amarus (Torres et al., 2003). Essa ¢ uma importante
espécie que vem sendo utilizada para o tratamento de doengas hepaticas, urogenitais,
infecgdes intestinais, ¢ mostrando também recentemente efeitos bastante benéficos
principalmente no tratamento contra o virus da hepatite B (Jain ef al., 2003; Khatoon ef al.,
2006; Rajakannan et al., 2003).

Diferentes partes da planta demonstram etnobotanicamente, uma variedade de
atividades terapéuticas. As folhas sdo diuréticas, expectorantes e estimulantes da sudorese.
As sementes sao carminativas, laxativas, adstringentes para o intestino, tonico para o figado
e diuréticas, além de ser usada na dor de ouvido, ascite e gripe. A raiz fresca tem sido usada
no tratamento da ictericia (Khatoon et al., 2006).

Estudos bioquimicos, farmacologicos e clinicos tém confirmado e estendido as
propriedades medicinais dessa espécie do género Phyllanthus na medicina tradicional
(Santos et al., 2000). Pesquisas tém focado o uso em potencial da planta P. amarus no
tratamento da hepatite B, através da supressdo da replicagdo do virus (Rajeshkumar et al.,
2002; Raphael & Kuttan, 2003). Filantina e hipofilantina, que sdo Lignanas, presentes na P.
amarus sao descritas como agentes hepatoprotetores e protetores dos hepatocitos contra o
tetracloreto de carbono (Khatoon et al., 2006). Extratos aquosos de P. amarus tém exibido
uma potente acdo na inibicdo de carcinomas hepaticos e outro efeito comprovado por
pesquisas ¢ sua atividade antibacteriana (Kloucek et al., 2005; Rajeshkumar & Kuttan,
2000).

Estudos descritos por Kassuya et al. (2005), demonstraram potencial atividade
antiinflamatéria do extrato hexanico e da fracdo quimica rica em Lignanas, obtidos das
folhas de P. amarus. A atividade antiinflamatoria das Lignanas foi avaliada e observou-se
que a nirantina ¢ a substancia mais ativa dessa fracao (Kassuya et al., 2006).

Na literatura pesquisada nao foi encontrado nenhum relato de estudo sobre a agdo da
planta P. amarus no tratamento da esquistossomose mansOnica. No entanto, foram
encontrados estudos sobre a a¢do antiinflamatéria da planta, o que fez com que a mesma
fosse selecionada para o estudo, uma vez que uma das principais patologias da
esquistossomose ¢ a reagao granulomatosa que ¢ um processo inflamatdério que ocorre em

torno dos ovos do parasito nos 6rgdos lesionados.
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II. OBJETIVOS

® Objetivo Geral

Analisar em camundongos “Swiss” SPF, infectados por S. mansoni da linhagem

BH, a presenca de atividade esquistossomicida na planta P. amarus.

e Objetivos Especificos

Avaliar a atividade dos extratos hexanico, etanolico e fragdo de Lignanas de P.
amarus em diferentes concentragdes, segundo os seguintes critérios:

- quantidade/ porcentagem de vermes adultos nas veias mesentéricas, porta € nas
visceras;

- propor¢do entre vermes machos e fémeas;

- numero de ovos eliminados para o ambiente externo e retidos no tecido intestinal;

- estudo do oograma;

- aspecto visual dos granulomas nas visceras;

- diametro dos granulomas encontrados no figado.
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III. MATERIAL E METODOS

I1I. 1. Estudos Fitoquimicos

e Obtencdo do Material Vegetal

As partes aéreas de Phyllanthus amarus, utilizadas no estudo fitoquimico foram
coletadas no Campo Experimental do CPQBA-UNICAMP em 03/04/2003.

A identifica¢do botanica foi feita pelo Prof. Dr. Grady L. Webster (University of
California Davis, USA). Sua exsicata estd depositada no Herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob numero UEC 127.411. Fotos do
cultivo no CPQBA e das plantas em casa de vegetacao estao apresentadas nas figuras 3 ¢ 4.

As folhas foram secas durante quatro dias em estufa com circulador de ar aquecido a
gas (40°C), seguido de moagem em moinho de facas (MR 030) e armazenadas em sacos
pléasticos escuros. A etapa quimica deste trabalho foi realizada na Divisao de Quimica

Organica e Farmacéutica do CPQBA-UNICAMP.

Figura 3: Foto de P. amarus cultivada no Campo Experimental do CPQBA — UNICAMP.
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1 T:adaH
Figura 4: Vista das plantas na Casa de Vegetacdo do CPQBA.

e Preparagdo do Extrato Hexanico — EH

O extrato hexanico foi preparado a partir de 1000g das folhas secas e moidas com
3,0 L de hexano sob agitagdo mecanica por 4 horas a temperatura ambiente. Apds filtragao,
o processo de extragdo acima foi repetido com 2,0 L de hexano e apo6s filtragao, o residuo
da planta foi lavado com 0,5 L do mesmo solvente. Os extratos foram agrupados e o
solvente removido a vacuo em evaporador rotativo, fornecendo 55g de Extrato Hexanico -

EH.

e Preparagdo do Extrato Etanolico — EE

Para a preparagao do extrato etandlico foi utilizado o residuo das folhas do processo
de extragdo com hexano. Foi acrescido ao residuo 2,0 L de etanol PA sob agitagao
mecanica por 4 horas a temperatura ambiente. Apos filtragdo, o processo de extracdo acima
foi repetido com 1,5 L de etanol seguido de filtracdo a vacuo, lavagem com 0,5 L de etanol,
os extratos agrupados e o solvente removido a vacuo em evaporador rotativo, fornecendo

43,80g do Extrato Etanolico seco - EE.

16



e Fracionamento do EH por Coluna Seca

20g do EH foram fracionados em 5 colunas secas, utilizando como suporte uma

membrana de acetato de celulose de 3cm de didmetro € 60cm altura. As colunas foram

empacotadas com silica gel 60 Merck (0,063 — 0,200mm) até¢ 30 cm de altura. Para cada

coluna utilizou-se 4,0g do EH. A fase movel utilizada foi Hexano: Acetato de etila. 70:30

(v/v), selecionada apods analises do extrato por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),

utilizando-se diferentes eluentes.

Apos eluigdo, as colunas foram cortadas em 5 partes (duas de 10cm e duas de Scm e

a papa, transferidas individualmente para frascos adequados e ressuspendidas em acetato de

etila, seguido de filtracdo e andlise por CCD. Apds evaporacdo do solvente a vacuo em

rotaevaporador, obteve-se as seguintes fragdes: F1-2 (12,10g); F3 (2,70g); F4 (2,21g) e F5

— Fragdo de Lignanas utilizada nos testes - (2,70g). As fra¢des foram analisadas por

cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas - CG/EM.

EH
20g
5 cal eluente T0:30
= colnes 2 hecano: scstato
de =tila
coluna coluna coluna coluna coluna
seca seca 2 Seca 3 secad seca §
F1; FZF3; F1; F2;F3; F1; F2;F3; F1; F2;F3; F1; FZF3;
F4;F5. F4;F5. F4;F5. F4;F5. F4;F5.
R - |
F fszus; 5 F3{C51-5 Flig 1{F4} {C51-5) Flig2 {F5} {C51-5}
“ 27T0g 2.Mg 2,T0g
fragac menos polar

Figura 5: FragOes obtidas da coluna seca do EH.
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Na figura 6 estdo apresentadas as estruturas das Lignanas isoladas do extrato

hexanico de P. amarus.

M o Me0 e <D " ome
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EM — 430 Filtetralina Mirtetralina
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Fh=418
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Fri= 432

Figura 6: Lignanas isoladas de P. amarus.

e Anadlises Cromatograficas

Os extratos EH ¢ EE ¢ fracdes foram analisados por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas — (CG-EM),
de acordo com os métodos descritos abaixo:

- Cromatografia por Camada Delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de aluminio (Merck — artigo 5554), como eluente

foram usados hexano: acetato de etila nas proporc¢des: 90:10; 80:20; 70:30; 60:40 (v/v);
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Diclorometano — DCM; Cloroférmio: MeOH 80:20 v/v. A deteccdo dos compostos foi
realizada por irradiacdo com lampada Ultravioleta — UV a 254 e 366 nm, seguida de
pulverizagdo com solucdo de anisaldeido (acido acético: acido sulftrico: anisaldeido

50,0:1,0:0,5 v/v/v) e aquecimento em estufa a 100°C por 5 minutos.

- Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Utilizou-se um Cromatografo a gas HP 6890N, acoplado com um detetor seletivo de
massas HP5975, equipado com coluna capilar HP-5 (25m x 0,2mm x 0,33 pum).

Condic¢des de analises utilizadas - Método Phyllanthus:

Temperatura Injetor: 280°C

Detetor: 300°C

Coluna: 150°C (2 min), 5°C/min 240°C, 10°C/min Tf=300°C (34min)

Gas de arraste: Hélio (1,0mL/min)

Volume de injecao: 1puL (20mg/mL)

I1I. 2. Estudos Biologicos

I1I. 2. 1. Manutenc¢io dos Hospedeiros Intermediarios e Definitivos

e Linhagem do Schistosoma mansoni

A linhagem de S. mansoni utilizada foi a BH (oriunda de Belo Horizonte-MG),
mantida no Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da Unicamp em

moluscos Biomphalaria glabrata.

e Hospedeiro Intermediario

Os moluscos planorbideos Biomphalaria glabrata foram mantidos em tanques
(50L) e alimentados, diariamente, com folhas de alface frescas e ragdo para roedores
triturada com adicao de carbonato de calcio 10%, até que atingissem o tamanho ideal para

poderem ser infectados (6 a 10 mm de didmetro).
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e Infeccdo do Hospedeiro Intermediario

Para infec¢ao dos hospedeiros intermedidrios, foram utilizados dez miracidios
(linhagem BH). Para a infeccdo dos caramujos as fezes foram obtidas pelo método de
tamisagdo (coletaram-se as fezes de camundongos, infectados ha sessenta dias, e macerou-
se com agua, em seguida, essas fezes foram colocadas em um calice de sedimentagdo. Apds
a formagdo do sedimento, o sobrenadante passou pelo processo de tamisagdo por duas
vezes). O contetido obtido da tamisacdo foi retido em uma placa de Petri e exposto a luz e
temperatura de aproximadamente 28°C durante uma hora, para eclosdo das larvas. Os
miracidios foram pipetados e colocados em um frasco de vidro, juntamente com um Unico
exemplar de B. glabrata. Foram utilizados 10 miracidios por molusco.

Decorridos 35 a 40 dias de infec¢do, cerca de cinco moluscos foram colocados em
cada recipiente, com dagua filtrada e declorada e submetidos ao calor e iluminacao
(utilizando-se uma lampada incandescente) por duas horas em média, para obtencao das
cercarias. Apos o periodo de exposi¢ao, os mesmos foram mantidos em aquarios (Souza et
al., 1987). Para cada ciclo de infeccdo foram expostos 80 moluscos para que fornecesse
uma quantidade razoavel de individuos positivos (aproximadamente 30) a fim de se obter
equilibrio entre os sexos do parasito no camundongo (Pellegrino & Katz, 1968).

As cercarias foram recolhidas em placa de Petri, separadas e colocadas em tubos de

ensaio, contendo setenta cercarias cada.

e Hospedeiro Definitivo

Camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss — SPF fémeas com 30 dias de
idade foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigagao Biologica (CEMIB)
da Unicamp.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas com tampas metalicas e alimentados
com ra¢ao de animal de laboratdrio e dgua “ad libitum”. Uma hora antes do tratamento com

0s extratos a ragdo era retirada para facilitar a administracado dos mesmos.
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e Infeccdo do Hospedeiro Definitivo

As fémeas de camundongos “Swiss” SPF foram infectadas individualmente com 70
cercarias da linhagem BH, provenientes de moluscos Biomphalaria glabrata, utilizando-se
a técnica de imersao da cauda do animal em suspensao cercariana, durante duas horas com
exposicao de luz e temperatura de aproximadamente 28° C. (Oliver & Stirewalt, 1952).
Para conter os camundongos durante esse periodo, foram utilizados dispositivos de
contencao de camundongos.

Para cada infec¢ao foram utilizados 30 animais distribuidos em seis gaiolas, com
cinco camundongos cada uma. Ao final de cada infec¢dao o conteudo de cada tubo de ensaio
referente a cada camundongo foi analisado para contar cercérias que ndo haviam penetrado
no animal.

O protocolo deste experimento de infectividade foi submetido para a Comissao de
Etica em experimentagio animal/CEEA — IB — Unicamp (protocolo 1324-1), e aprovado
por estar de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal adotado pelo

Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA).

I1I. 2. 2. Grupos experimentais e Preparacio das amostras

e Formagao dos grupos experimentais e tratamento dos camundongos

Foram utilizados 240 camundongos, os quais foram divididos em dois grupos com
120 animais cada, um grupo foi tratado apos 30 dias de infec¢do para analisar o efeito do
farmaco nos parasitos jovens e o outro aos 45 dias de infec¢ao para analisar o efeito do
farmaco nos parasitos adultos. Estes grupos eram subdivididos em grupos menores de 30
camundongos, no qual dez animais formavam o grupo Controle infectado que receberam a
solucdo Tampao Tris, dez receberam o tratamento com as concentracdes 100,150 ou
250mg/Kg de extrato etanolico ou hexanico. E depois foram formados outros grupos de 30
animais para testar a fracdo de Lignanas nas concentragdes de 50 e 100mg/Kg.

Os animais foram tratados com dose Unica por via oral, através de tubagem

esofagica sendo administrados 0,3 mL do extrato diluido (concentragdo) em solugdo
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Tampao Tris para os grupos tratados e apenas a solu¢cdo Tampao Tris para o grupo Controle

infectado.

A figura 7 mostra os grupos de tratamento com as respectivas concentragdes

utilizadas para os periodos de tratamento de 30 e 45 dias ap6s a infecgao:

- Controle infectado (10 camundongos)
100mg/Kg - Ext. Hexanico (10 camundongos)
- Ext. Etandlico (10 camundongos)

- Controle infectado (10 camundongos)
150mg/Kg - Ext. Hexanico (10 camundongos)
- Ext. Etan6lico (10 camundongos)

—
- Controle infectado (10 camundongos)

250mg/Kg <N Ext. Hexanico (10 camundongos)

- Ext. Etan6lico (10 camundongos)
N—

-
- Controle infectado (10 camundongos)

- Fragdo de Lignanas 50mg/Kg (10
50 100mg/Kg /' camundongos)

- Fragdo de Lignanas 100mg/Kg (10
camundongos)

Figura 7: Esquema do cronograma das infecgdes. Cada grupamento corresponde a uma infecgdo de 30
animais e a concentracao que foi administrada em cada tratamento, os quais foram realizados no 30° (para
analisar o efeito do extrato nos parasitos jovens) e 45° dia (para analisar o efeito do farmaco nos parasitos

adultos) de infecgao.
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e Preparagdo das amostras

As amostras foram preparadas separadamente para cada ensaio (tratamento)
realizado. De acordo com a concentracao (50, 100, 150 e 250mg/Kg) das amostras e o peso
(20g/ camundongo) dos animais, obteve-se a quantidade de extrato que foi solubilizada em
solucdo Tris. A quantidade de extrato utilizada para cada camundongo no tratamento de
50mg/Kg foi de Img de extrato/camundongo, 100mg/Kg foram 2mg de
extrato/camundongo, 150mg/Kg utilizou-se 3mg/camundongo e a concentra¢do de
250mg/Kg utilizou 5mg de extrato/camundongo, essas quantidades de extratos foram
multiplicadas de acordo com o numero de animais tratados. Cada animal recebeu 0,3mL da

solucdo preparada.

I11. 2. 3. Analise dos Tratamentos

e Exame de fezes

Passado 15 dias do tratamento foi realizado o exame de fezes pelo método

quantitativo de Kato-Katz (Katz et al., 1972) para quantificar os ovos eliminados nas fezes.

e Perfusdo e analise dos 6rgaos

Seguido o exame de fezes, os camundongos foram sacrificados por deslocamento
cervical e submetidos a perfusdo do sistema porta-hepatico. Apds a perfusdo, os vermes
recuperados foram coletados e colocados em placa de Petri, com NaCl 0,85%, contados e
identificados, segundo o sexo.

Em seguida, foi retirada pequena porcao do figado que foi fixada em formol 10%
para realizagdo de cortes histologicos, com o intuito de observar como o extrato agiu na
formacdo dos granulomas. O restante do figado, o pulmao, intestino e baco foram
comprimidos entre duas placas de vidro (Delgado et al., 1992), e posteriormente analisados
na lupa para verificagdo da existéncia ou auséncia de vermes nesses orgdos, verificando o
deslocamento do verme da veia porta e veias mesentéricas para outros locais e realizou-se

também uma avalia¢do visual da reacdo granulomatosa nos mesmos, que segue a seguinte
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escala de classificagdo: (-) auséncia de granulomas, (+) poucos granulomas, (++)

quantidade intermediaria de granulomas, (+++) muitos granulomas (Figuras 8 ¢ 9).

A) B Ch [

Figura 8: Escala visual de granulomas no bago. A) granuloma ( - ); B) granuloma (+); C) granuloma (++);

D) granuloma (+++) .

A) B) oy [

Figura 9: Escala visual de granulomas no figado. A) granuloma ( - ); B) granuloma (+); C) granuloma

(++); D) granuloma (+++) .

e QOograma

Um fragmento de 0,5 cm do intestino grosso foi retirado para realizacdo do
oograma, onde foram contados os ovos nos diferentes estdgios de maturidade (1° a 5°
estagio e ovos mortos), para saber se o extrato interferiu na oviposicdo (Hermeto et al.,
1994). Para tanto eram analisados 10 campos aleatérios, no microscopio Optico com
aumento de 100 vezes. A classificacdo dos estdgios de desenvolvimento seguiu o critério
proposto por Pellegrino ef al., 1962: 1° estagio — embrido ocupa cerca de um ter¢o do

diametro transversal do ovo; 2° estdgio — embrido com tamanho aproximadamente igual ao
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diametro transversal do ovo; 3° estdgio — embrido ocupa aproximadamente dois tercos do
didmetro longitudinal do ovo; 4° estdgio — embrido ocupa praticamente todo o ovo; 5°

estagio ou maduro — os ovos contém um miracidio completamente desenvolvido.

e Analise Histologica

As por¢des do figado retiradas e fixadas em formol 10% foram submetidas a cortes
histoldégicos. Para isso, foram escolhidos aleatoriamente trés figados de cada tratamento e
periodo em cada concentragdo. A coloragdo foi feita pela Hematoxilina de Ehrlich e Eosina
Y 0.5% e a espessura dos cortes foi de 5 um. Posteriormente, foi avaliado o campo de cada
corte histoldgico, e contado cinco granulomas. Destes granulomas foi medido o tamanho do

maior didmetro com o auxilio do programa “Image Manager 50”.

e Analises Estatisticas

Para a andlise estatistica dos dados obtidos foram aplicados a Analise da Variancia e
o Teste de Comparagao Multipla de Médias de Duncan.

O Teste de Comparagdo Multipla de Médias de Duncan (considerando-se
estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel de significancia de (p <0,05)

foi utilizado para:

1) Comparagdo entre periodos de tratamento (30 e 45 dias apds a infecgdo);

2) Comparagao entre as diferentes concentragdes para tratamentos realizados no
mesmo periodo;

3) Comparagdo entre os diferentes extratos e fragdo e as suas respectivas

concentracdes, para tratamentos feitos no mesmo periodo.

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa SAS (SAS Inc.,
1996).
A razdo relativa ao sexo (RRS) foi calculada conforme a férmula abaixo (Delgado

etal., 1992):
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Vermes adultos machos/vermes fémeas no grupo tratado
RRS=

Vermes adultos machos/vermes fémeas no grupo Controle infectado

A eficacia dos tratamentos foi avaliada pelo percentual de redu¢do no nimero de
vermes (RV) dos grupos tratados em relagao aos grupos Controle inefctados. A RV foi
calculada através da quantidade média de vermes vivos encontrados durante a perfusao

do sistema porta-hepatico, como mostra a féormula seguinte (Delgado et al., 1992):

X de vermes do grupo Controle infectado — X do grupo Tratado
RV= X 100
X de vermes do grupo Controle infectado

A formula acima também se aplica para o calculo da reducdo do niimero de ovos

(RO), através da quantidade média de ovos encontrados nas fezes.
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IV. RESULTADOS

Efeito dos tratamentos nos vermes adultos de Schistosoma mansoni

A quantidade de vermes adultos recuperados nas veias mesentéricas, veia porta e
nas visceras foi alterada de acordo com o dia de tratamento, o tipo de extrato e/ ou
concentragoes testados (Tabelas 1 e 2, Figura 10).

Para o grupo de camundongos tratados com extrato etandlico ndo houve alteracoes
estatisticas significativas quanto ao periodo de tratamento (30 ou 45 dias apds a infeccao)
para a quantidade de vermes recuperados das veias mesentéricas, veia porta e visceras.

O grupo tratado com o extrato hexanico 100mg/Kg aos 45 dias de infecgao
apresentou menor numero de vermes nas veias mesentéricas e porta (7,9
vermes/camundongo; p=0,0232) quando comparado ao mesmo tratamento realizado no 30°
dia de infec¢do que apresentou 14,1 vermes/camundongo.

Para a quantidade de vermes nas visceras o tratamento com o extrato hexanico
100mg/Kg apoés 30 dias de infeccdo foi o que apresentou melhor resultado com 3,1
vermes/camundongo (p=0, 0484) e no tratamento realizado no 45° dia de infeccdo
apresentou 1,5 vermes.

Para o grupo tratado com a fragao de Lignanas houve diferenca na quantidade de
vermes recuperados nas veias mesentéricas e veia porta entre os dois periodos de
tratamento. O tratamento realizado 30 dias apds a infec¢do apresentou na concentragdo de
50mg/Kg uma média de 11,2 vermes/camundongo e média de 21,3 vermes/camundongo
quando recebeu tratamento aos 45 dias de infec¢do (p= 0,0149). Para a concentracdo de
100mg/Kg a média foi de 15,7 e 29 vermes/camundongo quando tratado no 30° e 45° dia de
infeccdo respectivamente (p< 0,0001). Ja a quantidade de vermes nos 6rgaos analisados nao

apresentou diferenga significativa em relacdo ao periodo de tratamento.
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O tratamento com o extrato etanolico 250mg/Kg no 30° dia de infec¢do apresentou
a menor quantidade de vermes nas veias mesentéricas e porta (7,4 vermes/camundongo; p=
0,0018), sendo este também o grupo que apresentou maior reducdo no numero de vermes
(RV= 63%) como pode ser observado na figura 11. Enquanto que o extrato hexanico na
mesma concentracdo e periodo de tratamento apresentou 14 vermes/camundongo € o grupo
controle 20 vermes/camundongo. Existiu ainda maior eficacia desse tratamento quando
comparado com a fragao de Lignanas 50 e 100mg/Kg no mesmo periodo de tratamento, que
apresentaram 11,2 e 15,7 vermes, respectivamente.

Nas visceras, o extrato etanolico 100mg/Kg no 30° dia de infeccdo apresentou a
menor quantidade de vermes (0,6 vermes/camundongo; p=0,0035).

Nas veias mesentéricas e porta, o extrato hexanico 100mg/Kg (7,9 vermes)
apresentou diferenca com os seguintes tratamentos: extrato etandlico 100mg/Kg (10,3
vermes/camundongo) e seu grupo controle (12,3 vermes) (p<0,0001). O extrato hexanico
também apresentou menos vermes que a fracdo de Lignanas 50 e 100mg/Kg (21,3 e 29
vermes; p<0,0001). Nesse periodo de tratamento de 45 dias apods a infeccdo a redugao no
nimero de vermes ficou entre 10,1 a 47,1%. (Figura 11).

Nao houve diferenca entre os tratamentos quanto ao nimero de vermes nas visceras

para os tratamentos realizados no 45° dia de infec¢ao.
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Vermes recuperados das veias mesentéricas e veia porta de animais
30 tratados no 302e 452dia de infec¢do
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Figura 10: A. Quantidade de vermes recuperados das veias mesentéricas e veia porta. B. Quantidade de
vermes recuperados das visceras. 30d/45d — referente ao dia de administragdo dos extratos. CTRL - grupo
Controle infectado. EH — extrato hexanico (100, 150 e 250mg/Kg). EE — extrato etandlico (100, 150 e
250mg/Kg). Lig — Fracdo de Lignana (50 e 100mg/Kg).
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Reduc¢ao do niumero de vermes (RV) - 30 dias
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Figura 11: A. Reducdo do nimero de vermes no 30° dia de infeccdo. B. Reducdo do numero de

vermes no 45° dia de infecgdo.
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Nos grupos de camundongos tratados aos 30 dias de infec¢cdo houve um decréscimo
no numero de vermes fémeas para o extrato hexanico 100mg/Kg e fracdo de Lignanas
100mg/Kg. As concentragdes de 150 e 250mg/Kg para os dois extratos diminuiram o
numero de machos e para o extrato etanolico 100mg/Kg e Lignanas 50mg/Kg a reducao na
quantidade de vermes adultos machos e fémeas foi proporcional.

Para o tratamento realizado no 45° dia de infec¢do houve uma diminui¢do no
numero de fémeas para os grupos tratados com a fragcdo de Lignanas (50 e 100mg/Kg), com
o extrato hexanico 150mg/Kg e o extrato etanolico 100mg/Kg, ja os grupos tratados com
extrato etandlico 150 e 250mg/Kg e hexanico 250mg/Kg reduziram o nimero de machos e
para o extrato hexanico 100mg/Kg a redug¢do no niimero de vermes machos e fémeas foi

proporcional.
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TABELA 1: Efeito das concentra¢cdes dos Extratos Hexanico, Etandlico e¢ fracdo de Lignanas sobre a

populagdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni. Tratamento no 30° dia de infecgdo.

30 dias | Quantidade de vermes recuperados

Dose Amostra Veias mesentéricas e veia porta Visceras RV RRS CP
(mg/Kg) Casal Macho Fémea Total
X X X X % X % X X X

CTRL 53 7,7 52 18,2 28 25 38 - 1 64,9
100 EH 3,1 8,1 2,9 141 21,1 3,1™ 46 2255 1.8 66,8
EE 2,8 5,1 3,4 114 174 06 1 373 1 653
CTRL 6,9 10,3 3,5 207 297 3,6 52 - 1 69,6
150 EH 4,8 5 3.4 132 19,2 1 14 362 05 688
EE 43 5.4 2,6 123 @ 18,1 1,7 25 405 0,7 68,1
CTRL 8,1 6,7 52 20 293 35 51 - 1 683
250 EH 53 4,5 4,2 14 20,5 1 1,5 30 08 682
EE 2,8 2,2 24 74 108 1 1,5 63 07 682
50 CTRL 4,8 59 5,7 164 238 09 13 - 1 688
LIG 1,6 4,9 4,7 11,2 167 04 0,6 31,7 1 669
100 CTRL 4,8 59 5,7 164 238 09 13 - 1 688
LIG 3,2 7,2 53 15,7 2408 12 42 13 654

RV — Redug@o do Numero de Vermes. RRS — Razdo relativa ao Sexo. CP — Cercarias penetrantes. CTRL —

Grupo Controle Infectado. EH — extrato hexadnico. EE — extrato etandlico. LIG — fragdo de Lignanas. X —

Média.

* p<0,05. OBS: As porcentagens de vermes recuperados nas veias mesentéricas, veia porta ¢ nas

visceras foram calculadas de acordo com o nimero de CP, o qual correspondeu a 100% do niimero de vermes.

As significancias estatisticas (*) referem-se a: (a) diferenga entre o respectivo grupo Controle; (b) diferenca

entre os extratos etanolico, hexanico e fracdo de Lignanas e suas concentragdes.
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TABELA 2: Efeito das concentracdes dos Extratos Hexanico, Etandlico e fracdo de Lignanas sobre a

populacdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni. Tratamento no 45° dia de infeccdo.

45 dias | Quantidade de vermes recuperados
Veias mesentéricas e veia porta Visceras RV RRS CP
Dose Amostra Féme
(mg/Kg) Casal Macho a Total
X X X X % X % X X X
CTRL 5,4 3,2 3,7 12,3 182 0,6 0,8 - 1 67,7
100 EH 3,9 1,8 2,2 79 127 1,5 24 357 1 62,2
EE 2,8 3,5 4 10,3 159 1,5 23 162 1,1 64,6
CTRL 5,8 7,4 6,3 19,5 30,5 0,7 1,1 - 1 63,9
150 EH 2,2 5,5 2,6 103 164 07 1,1 471 1,7 629
EE 4,9 4.2 3,9 13 202 19 29 33,3 09 64,2
CTRL 5,2 7,6 3,8 16,6 243 0,6 09 - 1 68.4
250 EH 2,7 4,5 3,6 10,8 16,1 09 1,3 349 0,6 67,2
EE 3 4,5 2,9 10,4 15,7 0,7 1 373 0,8 66,1
50 CTRL 5,7 7,8 10,2 23,7 359 0,7 1 - 1 66
LIG 5,6 8,8 6,9 21,3 31,1 02 03 10,1 1,8 68,4
100 CTRL 5,7 7,8 10,2 23,7 359 0,7 1 - 1 66
LIG 8,9 10,2 9,9 29 44,1 0,2 0,3 - 1,5 65,7

RV — Reducdo do Numero de Vermes. RRS — Razao relativa ao Sexo. CP — Cercérias penetrantes. CTRL —
Grupo Controle Infectado. EH — extrato hexanico. EE — extrato etandlico. LIG — fragdo de Lignanas. X —
Meédia. * p<0,05. OBS: As porcentagens de vermes recuperados nas veias mesentéricas, veia porta e nas
visceras foi calculado de acordo com o nimero de CP, o qual correspondeu a 100% do niimero de vermes. As
significancias estatisticas (*) referem-se a: (a) diferenga entre o respectivo grupo Controle; (b) diferenga entre

os extratos etandlico, hexanico e fragdo de Lignanas e suas concentragdes.
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Efeito dos tratamentos nos ovos de Schistosoma mansoni

Os tratamentos alteraram a quantidade de ovos por grama de fezes (OPG),
reduzindo o niimero de ovos (Tabela 3 e Figura 12). O extrato etandlico 100mg/Kg
(p=0,0104) e a fracao de Lignanas 50mg/Kg (p=0,0067) para o tratamento realizado no 30°
dia de infec¢do cessaram a postura de ovos (RO=100%). O grupo tratado nesse mesmo
periodo com a fracdo de Lignanas 100mg/Kg teve 13,4 ovos/grama de fezes (p=0,0128),
com uma reducdo do nimero de ovos de 94,3%. Ja os tratamentos feitos no 45° dia de
infec¢do apresentaram os seguintes resultados: EE 100mg/Kg, 122,5 ovos/grama de fezes;
fragao de Lignanas 50mg/Kg 120,3 ovos/grama de fezes e a fracdo de Lignanas 100mg/Kg
155 ovos/grama de fezes).

Os grupos tratados com o extrato hexanico 100mg/Kg, 150mg/Kg e 250mg/Kg
apresentaram diferenca bioldgica na postura de ovos em relacdo ao periodo de tratamento.
Quando tratados no 30° dia de infec¢do os resultados obtidos foram 110, 150 ¢ 260
ovos/grama de fezes, respectivamente. Nos tratamentos realizados no 45 ° dia de infecgdo
os resultados obtidos foram 66,6, 38,7 e 83,4 ovos/grama de fezes (p=0,0274). Nesse
periodo, os tratamentos mais eficazes na redu¢ao do numero de ovos foram o EH e EE
150mg/Kg (RO= 85,6 e 76,4%, respectivamente).

Avaliando a OPG das diferentes concentragdes para o EE, no 30° dia de infeccdo,
percebeu-se que houve uma diferenca estatistica entre a concentragdo 100mg/Kg (0
ovos/grama de fezes; p=0,0255) e as concentragdes 150 e 250mg/Kg (161 e 95 ovos/grama
de fezes). Ja os tratamentos realizados com o EH e LIG nao apresentaram diferengas entre
as suas concentragdes para esse mesmo periodo. Para os tratamentos realizados no 45° dia
de infeccdo a concentragdo 150mg/Kg para os extratos EH e EE, foi a que se mostrou mais
eficaz em relacdo as outras concentracdes administradas, apresentando 38,7 e 63,7 OPG
(p<0,0001) respectivamente. As LIG nd3o apresentaram diferenca entre as suas

concentragdes para esse periodo de tratamento.
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TABELA 3: Efeito das concentragcdes dos Extratos Hexanico (EH), Etandlico (EE) e fragdo de Lignanas

(LIG) sobre a oviposi¢do do Schistosoma mansoni. Tratamentos no 30° e 45° dia de infecg@o.

OPG (X) OPG (X) _ '
Tratamentos 30 di 45 di RO (%) 30 dias RO (%) 45 dias
1as 1as
CTRL 463,3 2585 - -
EH 100mg/Kg 110 66,6% " 76,2 74,2
EE 100 mg/Kg (I 122,5 100 52,6
CTRL 234 270 - -
EH 150 mg/Kg 150 38,7+ @) 35,8 85,6
EE 150 mg/Kg 161 63,7+ @ 31,2 76,4
CTRL 224 202,6 - -
EH 250 mg/Kg 260 83,4% @ - 58,8
EE 250 mg/Kg 95+ @ 89 @ 57,6 56,1
CTRL 230 269 - -
LIG 50 mg/Kg 0*"@b) 120,3 100 55,2
LIG 100 mg/Kg 13%°@0) 155 94,3 42,3

OPG - Ovos por Grama de Fezes. RO — Redugdo do Numero de Ovos nas Fezes. (X) — Média. CTRL —
Grupo Controle Infectado. EH — extrato hexadnico. EE — extrato etandlico. LIG — fragdo de Lignanas. X —
Média. * p<0,05. As significancias estatisticas (*) referem-se a: (a) diferenca entre o respectivo grupo

Controle; (b) diferenca entre os extratos etandlico, hexanico e fragdo de Lignanas e suas concentracdes.
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Quantidade de ovos por grama de fezes de animais

500

400

300

tratados no 302 e 452 dia de infecgao

CTRL
HMEH
EE

mLIG

Ovos por grama de
fezes
[y N
o o
o o
\)) \V
% h‘
2 ]
K -—.
o
> .
o
Sor
3 f
% f
o
So F—V
o
%
N
2,
\S‘O, )
- ;
% %—l
o

Q}_% Qo\b% $_Qo @é_% o Q}_‘?o $_Qo

Concentragdes administradas nos respectivos periodos de tratamento

Figura 12: Quantidade de ovos por grama de fezes. 30d/45d — referente ao dia de administragdo dos extratos.
CTRL - grupo Controle Infectado. EH — extrato hexanico (100, 150 e 250mg/Kg). EE — extrato etanolico
(100, 150 e 250mg/Kg). Lig — Fracdo de Lignanas (50 e 100mg/Kg).

A quantidade de ovos no intestino nos diferentes estdgios de desenvolvimento foi
alterada. Dessa forma, o grupo tratado 30 dias apds a infec¢do com o EE 250mg/Kg foi o
que apresentou menor quantidade de ovos imaturos (12,3 ovos; p<0,0001) em relagdo aos
demais tratamentos € ao seu respectivo grupo controle infectado. Para os grupos tratados 45
dias apos a infec¢do, o que apresentou menor numero de ovos imaturos foi o grupo que
recebeu tratamento com EH 150mg/Kg (7,1 ovos imaturos; p<0,0001). Nos demais
tratamentos ocorreram reducdo da quantidade de ovos imaturos, mas nao houve diferenca
estatistica, conforme mostra Tabela 4 e Figura 13.

Para ovos maduros os tratamentos mais eficazes foram obtidos quando realizados
no 45° dia de infec¢do para os seguintes extratos e concentragdes: EH 100mg/Kg (8,5 ovos
maduros; p=0,0375), EH e EE 150mg/Kg (8,5 e 9,5 ovos, respectivamente; p=0,0206), EE
250mg/Kg (13,50vos; p=0,0291) e LIG 50mg/Kg (32,3; p<0,0001) quando comparado com
o tratamento realizado no 30° dia de infec¢do que tiveram respectivamente 2,1; 4,5; 4,1;
4,5¢e7,5.

Analisando a quantidade de ovos mortos houve alteragdo estatistica em relagdo ao

periodo para o grupo tratado com o extrato etandlico 250mg/Kg que apresentou 1,2 ovos
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para o tratamento realizado no 30° dia de infec¢do (p=0,0376) e 3,7 ovos para o tratamento

realizado no 45° dia de infecgao.

Diante dos resultados obtidos o tratamento mais eficaz foi com o EH 150mg/Kg no

45° dia de infecgdo, que apresentou uma quantidade de ovos maduros (8,5 ovos) maior que

de imaturos (7,1 ovos), (p<0,0280 ;p<0,0001).

TABELA 4: Efeito das concentragdes do Extrato Hexanico (EH), Extrato Etandlico (EE) e fracdo de

Lignanas (LIG) sobre o oograma. Tratamentos no 30 ° e 45° dia de infecgo.

OOGRAMA (30 dias) OOGRAMA (45 dias)
Concentragao Amostra IMAT MAD MORTOS IMAT MAD MORTOS
(mg/Kg)
X X X X X X
CTRL 32,1 5.6 2.4 17 9,1 1,2
100 EH 18,8 5.1 2,6 15,8 6,4 1,6
EE 26,1 2,1 0,5 11,8 8.5 1,9
CTRL 35,4 8.8 2,1 37,5 15,4 2,1
150 EH 23,4 45 0,7 7,17@0 g 57@ 1,9
EE 14,8 4.1 1,6 25 9,5 3.3
CTRL 40,3 10,5 2 27,3 17,9 4.8
250 EH 242 9.4 1,2 16,1 11,7 45
EE 12,37@0 4.5 1,2 15,6 13,5 3,7
50 CTRL 52 38,3 3.1 52,2 48.6 3.1
LIG 30,4 7.5 1,5 48,5 32,3 2,3
100 CTRL 52 38,3 3,1 52,2 48.6 3,1
LIG 35,1 21,9 2,3 19,5@ 26,9 2,1

IMAT - Ovos Imaturos (1° a 4° estagios de desenvolvimento). MAD - Ovos maduros (5° estagio). CTRL —

Grupo Controle Infectado. X — Média. *p<0,05. As significancias estatisticas (*) referem-se a: (a) diferenca

entre o respectivo grupo Controle; (b) diferenga entre os extratos etandlico, hexanico e fragdo de Lignanas e

suas concentragdes.
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Figura 13: Oograma dos grupos tratados aos: A. 30 dias de infecgdo; B. 45 dias de infec¢do. Imaturos — ovos
de primeiro a quarto estagios de desenvolvimento. Maduros — ovos de quinto estagio. Morto — Ovos mortos.
CTRL imaturo — Ovos imaturos no grupo Controle Infectado. CTRL maduro — ovos maduros no grupo

Controle Infectado. CTRL morto - ovos mortos no grupo Controle Infectado.
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Efeito dos tratamentos nos granulomas

Conforme se observa nas Figuras 8 e 9 e Tabela 5, alguns extratos e concentragdes
apresentaram alteracdo na quantidade de granulomas encontrados nos 6rgaos, em relagdo ao
CTRL. Assim, os grupos tratados no 30° dia de infec¢do com os extratos etandlico e
hexanico 100 e 250mg/Kg apresentaram menos granulomas no figado, bago e pulmdes em
relacdo ao Controle, ja o grupo tratado com a fragdo de Lignanas 100mg/Kg apresentou
poucos granulomas em todos os 6rgaos analisados. Para os EE ¢ EH 150mg/Kg ¢ LIG
50mg/Kg ocorreu reducdo no nimero de granulomas no figado, bago e intestino.

Em rela¢do aos tratamentos realizados no 45° dia de infec¢do os grupos tratados
com o extrato etandlico 100mg/Kg apresentaram menos granulomas no intestino € pulmoes
e a fracdo de Lignanas 100mg/Kg apenas nos pulmdes. Os grupos que receberam
tratamento com o extrato etandlico 150mg/Kg e hexanico 250mg/Kg apresentaram menor
quantidade de granulomas no bago e intestino em relagdo ao Controle infectado, enquanto
que o extrato hexanico 100 e 150mg/Kg e etandlico 250mg/Kg apresentou reducao de
granulomas no bago, intestino e pulmao, conforme mostra a Tabela 6.

O grupo que recebeu tratamento com LIG 50mg/Kg ndo apresentou altera¢des na
quantidade de granulomas em relag¢do ao controle infectado.

De acordo com o Teste de Comparacao Multipla de Médias de Duncan, o tamanho
dos granulomas no figado foi alterado dependendo do extrato, da dose e do periodo em que
foi realizado o tratamento. Dessa forma, para os tratamentos realizados 30 dias apds a
infeccdo, houve diminui¢do do tamanho dos granulomas em relagdo ao grupo controle
infectado para todos os tratamentos, exceto para os tratamentos realizados com os extratos
hexanico e etandlico na concentragao de 150mg/Kg. No tratamento feito com o extrato
etandlico 100mg/Kg ndo houve granulomas no figado dos grupos separados para as
observacdes histologicas, enquanto que o extrato hexanico e a fracdo de Lignanas testados
nessa mesma concentracdo apresentaram granulomas com diametro de 78,1um e 116,3um
(p<0,0001) respectivamente, enquanto que o grupo Controle Infectado apresentou tamanho

de 196,3um. Ja os grupos tratados com os extratos hexanico e etanolico na concentragdo de
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250mg/Kg apresentaram diametros de 76,3um e 177,7um (p<0,0002) e o grupo tratado
com a LIG 50mg/Kg apresentou granulomas com didmetro médio de 65,1 pum.

Para os tratamentos realizados no 45° dia de infec¢do, os grupos tratados com a
concentracdo de 250mg/Kg apresentaram alteracdo no tamanho dos granulomas para os
extratos etanolico (107,8um; p<0,0001) e hexanico (105,1pum) em relagdo ao grupo
controle infectado (308,3um). J& para os tratamentos feitos com 100mg/Kg, apenas o grupo
tratado com extrato etanolico (207,9um; p=0,0397) apresentou alteragdo significativa no
tamanho do granuloma. O grupo tratado com a fragdo de Lignanas 50mg/Kg também
apresentou reducdo significativa dos tamanhos dos granulomas no figado (206,9 pm:

p=0,0131) em relagdo ao grupo controle infectado (308,3pum).
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TABELA 5: Efeito das concentragdes dos extratos hexanico, etandlico e fracdo de Lignanas nos granulomas
dos orgdos analisados (figado, bago, intestino e pulmdes) e efeito sobre o diametro dos granulomas no figado.

Tratamentos realizados aos 30 dias de infecgao.

Granulomas
30 dias Diametro médio (um) Quantidade
Concentragio EE LIG CTRL L.
(mg/Kg) (X) EH (X) (X) (X) Orgdos EE EH CTRL LIG CTRL
Figado + + -+ + 4+
* 5 . - + ++ - +
100 0D 78R @ 1163°@ 2963 | . Dacgo
Intestino - - - - +
Pulmoes - +/ - + - +
Figado +/++ + +++ NR NR
Baco + + ++ NR NR
150 294.8 200 NR 296,3 Intestino i i . NR NR
Pulmoes + + + NR NR
Ficad + +/+H+ NR NR
]lsga 0 - - ++ NR NR
250 763°@  1777®  NR 2963 Int;‘iiono - - - NR  NR
~ - - + NR NR
Pulmoes

Figado NR NR NR + +++

. Baco NR NR NR - +

(a,b)
>0 NR NR 65,1 296,3 Intestino NR NR NR - +
Pulmoes NR NR NR + +

(-) auséncia de granulomas nos 6rgaos; (+) poucos granulomas nos 6rgaos; (++) quantidade intermediaria de
granulomas nos orgaos; (+++) muitos granulomas nos 6rgdos; (+/-) quantidades proporcionais entre + e —
(Conforme pode ser visualizado nas Figuras 6 e 7). CTRL - grupo Controle Infectado. EH — extrato hexanico.
EE — extrato etandlico. LIG — fragdo de Lignanas. NR — N&o realizado. X — Média. *p<0,05. As
significancias estatisticas (*) referem-se a: (a) diferenga entre o respectivo grupo Controle; (b) diferenca entre

os extratos etandlico, hexanico e fragdo de Lignanas e suas concentragdes.
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TABELA 6: Efeito das concentracdes dos extratos hexanico, etandlico e fracdo de Lignanas nos granulomas
dos orgaos analisados (figado, bago, intestino e pulmao) e efeito sobre o didmetro dos granulomas no figado.

Tratamentos realizados aos 45 dias de infec¢do.

Granulomas
45 dias Diametro médio (um) Granulomas
Concentragao EE LIG CTRL| . .
EH (X Orgaos EE EH CTRL LIG CTRL
(mgKg) (%) O x| O

Figado +++ +++ ++ e e

Bago ++  + ++ ++ ++

100 2079 2434 2402 3083 |Intestino - - + + +/-
Pulmdo + +/- 4+ + ++

Figado +++ +++ +++ NR NR

Bago + + ++ NR NR

150 2599 2051  NR 3083 |Intestino +  + ++ NR NR
Pulmao + - + NR NR

Figado +++ +++ +++ NR NR

Baco + + +++ NR NR

250 107,8"“® 105,1"”  NR 3083 |Intestino - - ++ NR NR
Pulmao - + + NR NR

Figado NR NR NR  +++ +++

. Bago NR NR NR ++ ++

(@)

50 NR NR 206,9 308,3 Intestino NR NR NR + +/-
Pulmdo NR NR NR +++  ++

(-) auséncia de granulomas nos 6rgaos; (+) poucos granulomas nos 6rgaos; (++) quantidade intermediaria de
granulomas nos orgdos; (+++) muitos granulomas nos 6rgdos; (+/-) quantidades proporcionais entre + ¢ -
(Conforme pode ser visualizado nas Figuras 6 e 7). CTRL - grupo Controle Infectado. EH — extrato hexanico.
EE — extrato etandlico. LIG — fragdo de Lignanas. NR — Nio realizado. X — Média. *p<0,05. As significancias
estatisticas (*) referem-se a: (a) diferenca entre o respectivo grupo Controle; (b) diferenca entre os extratos

etanolico, hexanico e fracdo de Lignanas e suas concentragdes.
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V. DISCUSSAO

Desde a introdugdo do tartaro emético hd mais de 70 anos, varios tém sido os
medicamentos utilizados na quimioterapia da esquistossomose, ¢ mais recentemente estao
disponiveis para uso clinico a Oxamniquina (OXQ) e o Praziquantel (PZQ) (Cunha, 1992).
A OXQ foi por muito tempo o farmaco escolhido para o tratamento no controle de
endemias. A a¢do apenas na espécie Schistosoma mansoni e varios casos de resisténcia e de
percentuais de curas muito baixos, restringiu o uso da OXQ (Batista, 2006; Bonesso-
Sabadini, 1995; Cunha, 1982), deixando assim o PZQ como o farmaco de escolha no
tratamento da esquistossomose, uma vez que o mesmo tem agao contra todas as espécies de
Schistosoma e pouco efeito colateral (Picca-Mattoccia & Cioli, 2004).

A quimioterapia representa hoje o Unico recurso imediato para minimizar a
prevaléncia e a incidéncia da esquistossomose, sendo assim, a utilizacdo indiscriminada
destes agentes quimioterapicos pode ser um risco para o desenvolvimento de tolerancia e
selecdo de resisténcia do parasito frente a estes agentes (Cioli et al, 1995; Liang et al.,
2001), como ja foi relatado por Katz et al. (1973), Campos et al., (1976) e Dias et al.
(1978) nos primeiros casos de resisténcia de linhagens de S. mansoni a esquistossomicidas
no Brasil.

Falhas no tratamento da esquistossomose mansonica com o PZQ foram descritos
por Cioli, 2000 e Doenhoff et al., 2002 e casos de resisténcia ao PZQ foram relatados por
Cioli, 2000; Fallon & Doenhoff, 1994 e Kohler, 2001. Além desses fatos, a
indisponibilidade de vacina, o surgimento de novos focos de transmissao, e o fato de que a
eficacia do PZQ ¢ dependente da idade da infec¢do, faz com que exista a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos com atividade esquistossomicida, a fim de ndo deixar
o tratamento dessa infeccdo dependente de apenas uma opg¢do medicamentosa, além da
necessidade de se encontrar algum farmaco que tenha ag¢do nas fases jovens do verme, o
que traria grandes beneficios as populagdes de areas endémicas (Arena, 1997; Batista,
2006; Botros et al., 2005; Picca-Mattoccia & Cioli, 2004). Uma alternativa que vem sendo
testada por diversos autores como Mohamed et al. (2005), El-Lakkany et al. (2004),
Shuhua et al. (2000), e Shaohong et al. (2006) € o uso de plantas medicinais como nova

escolha para o desenvolvimento de farmacos com agao esquistossomicida.
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Nesse trabalho foi feita a avalia¢do in vivo da atividade farmacologica dos extratos
brutos etandlico e hexanico de P. amarus e da fracdo de Lignanas sobre S. mansoni,
seguindo alguns critérios propostos por Pellegrino et al., (1962) e Pellegrino & Katz (1968)
como alteragdes na distribuicdo dos vermes no sistema porta hepatico, propor¢ao entre
machos e fémeas, nimero de vermes recuperados nos animais tratados, nimero de ovos
eliminados e estudo do oograma, além da observacdo da presenca de granulomas nas
visceras, bem como os seus tamanhos. Segundo esses autores, tais critérios sao
fundamentais para avaliar a atividade terapéutica esquistossomicida de um novo farmaco.

Segundo Pellegrino & Katz (1968) um dos fatos que avaliam um farmaco ativo em
camundongos com infec¢des maduras ¢ a distribui¢do dos vermes no sistema portal.
Normalmente, em infeccoes maduras 60 a 70% dos vermes estdo localizados nas veias
mesentéricas, 20 a 30% na veia porta e 0 a 20% no figado. Os farmacos esquistossomicidas
afetam essa distribuicdo apds a administracdo de uma dose efetiva, independentemente do
mecanismo de a¢do, induzindo primariamente varias formas de danos tegumentares que
resultam em um “enfraquecimento” do verme, fazendo com que ele se solte das paredes das
veias mesentéricas, sendo deslocados passivamente pela corrente sangiiinea até o figado
(Arena, 1997; Frezza, 2007; Pellegrino & Katz, 1968). De acordo com a natureza do
medicamento este deslocamento dos vermes pode ocorrer quase que imediatamente apos a
administracao do medicamento (PZQ), pode ser um pouco mais demorado (OXA) ou pode
ocorrer lentamente como ja foi verificado com o Artemether (Frezza, 2007; Pellegrino &
Katz, 1968; Utzinger et al., 2003).

Contudo, segundo Pellegrino & Katz, 1968 o encontro de vermes no figado, ndo ¢
necessariamente uma comprovagao da atividade esquistossomicida de um farmaco, ja que,
em alguns casos a migracdo dos vermes das veias mesentéricas ¢ porta para o figado ¢
reversivel, sendo irreversivel, em caso de morte do verme, formagdo de reagdo
granulomatosa e reabsor¢do do mesmo. Isso porque a contragdo induzida pelo farmaco na
musculatura do verme — responsavel pela liberagdo deste nas paredes do sistema porta-
hepatico — ¢ reversivel, segundo Pax et al. (1978) e Coles (1979) cessando quando o
farmaco ¢ eliminado.

Nesse trabalho foi observado que houve deslocamento dos vermes nos dois periodos

de tratamento. A quantidade de vermes encontrados nas visceras ficou entre 0 a 5,2%, tanto
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para os grupos tratados, como para os grupos ndo tratados (Essa porcentagem ficou abaixo
da obtida por Delgado et al., 1992 que testou in vivo o PZQ em S. mansoni linhagem BH,
em tratamento realizado no quadragésimo segundo dia de infec¢do, chegando a uma
porcentagem 60% de vermes encontrados no figado. A porcentagem ficou dentro dos
mesmos limites, 0 a 20%, quando comparado com os resultados obtidos por Frezza (2007)
que testou in vivo o PZQ livre e o PZQ encapsulado em lipossomas nos mesmos periodos
de tratamento 30 e 45 dias apds a infecgdo).

Considerando que o encontro de vermes no figado ¢ um sinal de resposta a agcdo do
farmaco, pode-se afirmar que o tratamento mais eficaz para este parametro foi o extrato
hexanico 100mg/Kg administrado no 30° dia de infeccdo, apresentando 4,6% dos vermes
no figado (n=3,1). Essa fuga dos vermes para as visceras, principalmente para o figado
pode ser visto como um indicio de agdo esquistossomicida desse extrato, uma vez que a
primeira manifestacdo da a¢do contra esquistossomos ¢ o deslocamento dos vermes das
veias mesentéricas para o figado ou pulmao, em decorréncia do desprendimento de suas
ventosas da parede do vaso, sendo arrastado pela corrente sangiliinea (Cioli et al., 1995;
Pica-Mattoccia & Cioli, 1985).

Segundo Machado e Silva et al. (1993) a distribui¢cdo dos vermes adultos no sistema
porta hepatico depende também da quantidade de vermes machos e fémeas encontradas na
infec¢do, havendo um maior nimero de vermes no figado quando existe na infeccdo uma
predominancia de um dos sexos. E quando existe um equilibrio numérico entre os sexos, a
migracdo para as veias mesentéricas ¢ mais eficiente.

Para avaliar o efeito dos extratos sobre os vermes machos e fémeas, foi calculada a
razao relativa ao sexo (RRS) dos vermes recuperados pela perfusdo. Assim, foi possivel
observar que para os tratamentos realizados no 30° dia de infeccao o extrato hexanico ¢ a
fragao de Lignanas 100mg/Kg apresentaram maior quantidade de vermes machos, e no 45°
dia de infeccdo os extratos que apresentaram maior quantidade de vermes machos foram o
etanodlico 100mg/Kg, hexanico 150mg/Kg e a fracdo de Lignanas 50 e 100mg/Kg, supondo
entdo que nesse periodo de tratamento os extratos atuaram preferencialmente nas fémeas.

A questdo da acao de farmacos sobre a propor¢ao de vermes machos e fémeas ¢
controversa. Segundo, Gonnert & Andrews (1977), Pellegrino et al., (1977) e Mehlhorn et

al., (1981) doses subcurativas do PZQ atuam na mesma propor¢do em vermes machos e
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fémeas, matando-os igualmente. No entanto, Botros et al. (2005) e Picca-Mattoccia & Cioli
(2004) relatam em seus estudos que os esquistossomos machos s3o mais sensiveis ao PZQ,
do que as fémeas, relacionando o fato de vermes machos em infec¢des bissexuais serem
mais sensiveis ao PZQ que as fémeas. Ja Drescher et al. (1993) utilizando o PZQ 50mg/Kg
durante 5 dias, ndo detectaram diferenca na susceptibilidade entre os sexos. Delgado et al.,
(1992) observaram pela primeira vez em seus estudos que o PZQ agiu preferencialmente
em vermes fémeas, sendo que este resultado foi mais evidente com doses mais elevadas do
PZQ (250mg/Kg). El-Lakkany et al., (2004) e Lescano et al., (2004) ao testar o efeito do
artemether (nas doses de 150mg/Kg; 50 e 100mg/Kg respectivamente) sobre S. mansoni
constataram que os vermes fémeas sdo mais suscetiveis a acdo do artemether do que os
vermes machos.

Delgado et al., (1992) ainda afirmam que nas infec¢des bissexuais ¢ interessante que
o farmaco tenha agdo preferencial em fémeas, pois com isso a eliminacdo de ovos ¢
diminuida e, por conseqiiéncia, as lesdes provocadas nos 6rgaos ocasionadas pelos ovos do
parasito, ¢ menor. Considerando essa afirmagdo, de uma maneira geral os tratamentos
realizados no 45° dia de infecgdo mostraram que as fémeas foram mais sensiveis ao
tratamento do que os vermes machos, destacando o extrato hexanico 150mg/Kg e a fracdo
de Lignana 50mg/Kg que apresentaram maior nimero de vermes machos (RRS = 1,7 e
RRS = 1,8 respectivamente).

De acordo com Pellegrino & Katz (1968) outro critério de avaliagao da atividade
terapéutica de um farmaco testado ¢ em relagdo a sua acdo sobre os casais de S. mansoni, ja
que uma de suas atividades pode ser a separagdo dos casais. Assim, ocorre uma diminui¢ao
ou interrup¢do na postura dos ovos, uma vez que a separagao de vermes acasalados tem
como conseqiiéncia uma rapida mudanga fisioldégica e bioquimica na fémea, levando a
mudangas regressivas no ovario, a completa regressao da glandula vitelinica e uma reducao
no tamanho (Arena, 1997).

A atividade dos extratos e da fracdo de Lignanas contra o S. mansoni foi avaliada de
acordo com os dados obtidos sobre a redu¢do do niimero de vermes (RV) no grupo teste em
relacdo ao grupo controle infectado, sendo este considerado por Pellegrino & Katz (1968)

um critério de fundamental importancia na avaliagdo terapéutica de um farmaco.
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De acordo com os resultados obtidos observou-se que houve uma redugdo no
nimero de vermes entre 4,2 a 63% nos grupos tratados aos 30 dias de infec¢dao e reducao
entre 10,1 a 47,1% para os grupos tratados aos 45 dias. Assim sendo, para este parametro, o
melhor tratamento foi realizado no 30° dia de infeccdo com o extrato etandlico na
concentragdo de 250mg/Kg que apresentou uma RV=63%. Este resultado foi superior ao
obtido por Delgado et al., (1992) que testou a dose PZQ 250mg/Kg e obteve redugdo de 54
a 59%, e aos resultados obtidos por Batista (2006) que obteve reducdo de 24,65 a 52,64%
quando testou a atividade do 3-(4-cloro-benzil)-5-(4-nitro-benzilidene)-imidazolidine-2,4-
dione e testou também este mesmo composto encapsulado em lipossomas. Apesar disso,
quando comparada com taxas de reducdo de vermes de outras linhagens, pode-se pensar
que as redugdes obtidas com os extratos hexanico, etanolico e fracao de Lignana em ambos
os periodos de tratamento foram baixas para a linhagem BH, pois Magalhaes (1996),
testando o PZQ com a linhagem MAP obteve RV=78,99% e Bonesso-Sabadini (1995),
testando o PZQ e OXQ na linhagem Ouh obteve taxas de reducdao de vermes entre 45,1 e
100% com OXQ e reducdes entre 86,9 a 97,6% para PZQ.

Utzinger et al. (2001) testando o efeito do artemeter 400mg/Kg em dose tnica em
camundongos infectados com o S. mansoni (linhagem da Libéria), obteve redu¢do no
nimero de vermes jovens na ordem de 75-82%. Quando o tratamento foi realizado com o
artemether 300mg/Kg em dois dias consecutivos a reducao no niumero de vermes na fase de
esquistossomulo, ficou entre 83-98% e quando se analisou a redu¢do do nimero de vermes
adultos para esse mesmo tratamento a reducao de vermes foi baixa, entre 30-51%.

Se considerarmos, os resultados obtidos dos estudos realizados com a mesma
linhagem BH utilizada para este trabalho, podemos dizer que houve uma redugdo no
numero de vermes. De acordo com Dias et al. (1988) a linhagem BH era altamente sensivel
a todos os farmacos testados como: hycanthone, oltipraz, OXQ, PZQ entre outros, e,
portanto essa linhagem funcionaria como um bom referencial para experiéncias
terapéuticas, além de que a linhagem BH, utilizada neste trabalho, nunca passou por
pressao de farmacos (garantindo assim a fidedignidade dos resultados obtidos) nao podendo
assim afirmar que esta linhagem ¢ tolerante ¢ nao houve selecdo para a resisténcia a
tratamentos terapéuticos. A resisténcia a fairmacos pode acontecer quando o verme sofre

uma pressdo por tratamentos sucessivos, onde quimioterapias subcurativas para a
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esquistossomose mansdnica proporcionam sérias conseqiiéncias em longo prazo, ja que
uma das razdes do verme sobreviver ao tratamento ¢ se mostrar menos sensivel ao fAirmaco.
Dessa forma, ocorrerd uma selecdo de fenotipos tolerantes ao farmaco. Caso pacientes
tratados se reinfectem e os novos vermes se acasalem com os sobreviventes, um grande
numero de ovos, com fatores associados a resisténcia ao farmaco, serdo climinados no
ambiente, entdo quando a pratica terapéutica continuar, haverd um aumento na produgao de
vermes tolerantes tornando, com o passar do tempo, a linhagem resistente ao farmaco
(Frezza, 2007). Assim, como relata Liang ef al. (2001) linhagens resistentes representam
um problema para tratamentos feitos em massa, em que ndo haverd 100% de cura, pois
dessa forma os vermes sobreviventes irdo contribuir para manter a resisténcia da proxima
geracao.

Outro critério de avaliacao terap€utica de agentes esquistossomicidas ¢ a redugao no
nimero de ovos (RO) produzidos pelos vermes. Considerando o fato de que a
administracdo de um agente anti-esquistossomicida provoca uma temporaria ou definitiva
supressao da postura de ovos, a diminui¢do ou completa cessacdo da postura de ovos nos
animais tratados tem sido utilizada para avaliacao de atividade terapéutica (Pellegrino &
Katz, 1968).

De acordo com os tratamentos realizados, os resultados mais eficazes para a RO
foram encontrados com os EE 100mg/Kg e com a LIG 50mg/Kg e 100mg/Kg
administrados apds 30 dias de infeccdo. E para os tratamentos realizados 45 dias apds a
infeccdo o resultado mais efetivo foi do extrato hexanico 150mg/Kg (85,6%). Mas, de
acordo com Pellegrino et al. (1962) camundongos infectados com S. mansoni, tém o inicio
da postura de ovos por volta do 30° dia de infec¢ao, entdo os tratamentos feitos no 45° dia
de infecc¢do seriam considerados melhores, uma vez que a oviposicao nesse periodo estaria
mais acentuada. Mas, se considerarmos que a parada na postura dos ovos ¢ um sinal de
atividade terapéutica, dois dos tratamentos (EE 100mg/Kg e LIG 50mg/Kg) realizados
apresentaram essa caracteristica, mas como foi feita a eutanasia do animal para a perfusio
nao foi possivel verificar se houve uma retomada na postura dos ovos.

Segundo Martinez et al. (2003) o padrao de eliminagdo dos ovos se inicia com uma
baixa oviposi¢do, havendo um aumento progressivo entre 45 e 72 dias apos a infecgao.

Estudos in vitro evidenciaram que a oviposicdo ¢ caracterizada por trés etapas: uma fase
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inicial em que as fémeas produzem poucos ovos, um periodo de maxima oviposi¢ao e,
finalmente, uma reducdo progressiva no nimero de ovos eliminados, cerca de trés semanas
ap6s o periodo pré-patente (Barth ef al., 1996; El-Ridi et al., 1997). Neste trabalho, os
exames parasitologicos foram feitos anteriormente ao periodo da diminui¢ao da oviposicao,
entre sexta e oitava semana de infecgao.

Avaliando os resultados encontrados neste trabalho com os resultados obtidos por
Delgado et al. (1992) percebemos que houve uma redugcdo no nimero de ovos entre 86 a
90% em tratamento feito com PZQ 250mg/Kg, contra S. mansoni linhagem BH, 85 a 94%
para a linhagem YT e 89 a 95% para a linhagem SM (as duas ultimas de origem
venezuelana) resultado esse inferior a reducao de 100% encontrada nesse trabalho. Giboda
& Smith (1994) obtiveram reducdo de 90,5% na postura de ovos quando analisaram a acao
do PZQ nove dias depois do tratamento.

Segundo Kikuth & Gonnert (1948), Cangado et al. (1965) e Cunha & Pedrosa
(1986) os agentes quimioterapicos podem ser classificados da seguinte forma de acordo
com a sua eficacia: inativos (quando o farmaco ndo tem agdo sobre os vermes, nao
existindo alteracdo no deslocamento dos vermes no sistema porta hepatico, nao impedindo
a eliminagdo dos ovos e 0 oograma ndo apresenta alteragdes); efeito moderado ou apenas
temporario (interrup¢do definitiva ou momentanea da eliminagdo dos ovos pelo parasito,
porém durante a autopsia do camundongo, sdo encontrados vermes adultos vivos, mortos
ou debilitados, isso pode ocorrer porque alguns vermes que ndo se deslocaram para o
figado e apds o tratamento permaneceram nas veias mesentéricas, recuperando a
oviposicdo, que evidentemente serd reduzida); acdo superior, ou seja, aqueles que
interrompem definitivamente a eliminacao dos ovos pelo verme e, durante a autopsia sao
encontrados principalmente vermes mortos e em estado de desintegragdo; e por fim aqueles
que tem efeito definitivo (quando promovem a cura da doenca, que sdo aqueles em que nao
aparecem ovos nas fezes e na autopsia ndo sdo encontrados vermes ou ovos Vvivos até
quatorze dias apos o tratamento). De acordo com essa classificacdo pode-se afirmar que os
tratamentos realizados no 30° dia de infeccdo com EE 100mg/Kg e a LIG 50mg/Kg, além
do EH 150mg/Kg administrado no 45° dia de infec¢do apresentaram uma acao moderada,
uma vez que interromperam momentaneamente a postura de ovos e/ou reduziram

significativamente a oviposicao.
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Os resultados mostraram que, os efeitos do farmaco sobre a oviposi¢do, a alteracao
na distribuicdo dos vermes, a separacao dos casais de vermes e a redu¢do na quantidade de
vermes adultos sdo fendomenos independentes, ja que os extratos e a fragdo de Lignanas nao
alteraram eficazmente a distribuicdo dos vermes, a separagao dos casais ou reduzindo a
quantidade de vermes. Mas, em se tratando da oviposi¢do houve realmente valores bastante
expressivos de reducao, fato este também concluido por Delgado et al. (1992).

O exame parasitologico Kato-Katz (Kato & Miura, 1954; Katz et al., 1972) ¢
bastante empregado na detec¢do de ovos de duas espécies hepato-intestinais de
esquistossomose, o S. mansoni e S. japonicum. Entretanto, métodos parasitologicos
(particularmente os que detectam ovos nas fezes) sdo frequentemente de baixa
sensibilidade.

De acordo com Chaves et al. (1979) e Cunha et al. (1987) que realizaram estudos
comparativos de métodos coproldgicos, existe uma divergéncia nos resultados ao comparar
os métodos, existindo uma maior sensibilidade do método de Kato-Katz em relacdo aos
demais métodos. Por essa razdo para se fazer uma avaliagdo segura do tratamento da
esquistossomose, ¢ sempre bom dispor de dois recursos: o exame parasitologico de fezes e
o oograma (Cunha, 1992).

Depois da administracdo de um composto ativo, mudangas progressivas no numero
de ovos e na contagem dos varios tipos morfologicos dos ovos viaveis nos diferentes
estagios de maturacao (oograma), ocorrem nos tecidos do hospedeiro (Cunha & Carvalho,
1966; Monteiro et al., 1968). O estudo do oograma ¢ um método facil, seguro e confidvel
de avaliar o valor terapéutico de novos compostos com atividade anti-esquistossomicidas,
cuja eficacia ou ineficacia pode ser definida poucos dias apos o tratamento (Cancgado et al.,
1965; Cunha & Carvalho, 1966). O método do oograma, que consiste em classificar e
contar os diferentes tipos morfoldgicos evolutivos dos ovos de S. mansoni em material
recolhido de uma por¢ao do intestino, fornece critério sobre tudo qualitativo, e ¢ o método
de maior fidedignidade para avaliar a eficacia terapéutica dos agentes esquistossomicidas
(Cunha, 1992; Cunha & Carvalho, 1966).

Uma vez que existe normalmente uma continuidade no processo de postura dos

ovos pelas fémeas, o primeiro resultado de um farmaco ativo ¢ causar a interrup¢io da
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oviposi¢do na parede intestinal com conseqiientes alteragdes no processo de maturagao dos
OVOsS.

Segundo Giboda & Smith (1994), a eficdcia de farmacos anti S. mansoni, ¢
normalmente avaliada por critérios como a carga parasitaria € a presenca ou auséncia de
ovos nas fezes. Entretanto, ¢ também importante conhecer a viabilidade dos ovos
excretados, para assim avaliar corretamente a eficacia do fairmaco (a viabilidade dos ovos,
neste trabalho, foi determinada pela morfologia dos ovos na parede intestinal). Pellegrino &
Katz (1968) afirmam que a parede intestinal de camundongos que foram submetidos a
tratamento, apresenta uma mudanca progressiva na porcentagem de ovos viaveis nos
diferentes estagios de desenvolvimento.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que os tratamentos
administrados ap6s 30 dias de infecgdo apresentaram diminuicdo na quantidade de ovos
imaturos (em comparagdo aos respectivos grupos controles infectados e os diferentes
extratos e fracdo de Lignanas testados). Nos tratamentos realizados 45 dias apds a infecgao
houve uma diminui¢do na quantidade de ovos imaturos e maduros para o extrato hexanico
150mg/Kg e fragao de Lignanas 100mg/Kg.

Camundongos infectados com S. mansoni iniciam a sua oviposi¢ao por volta do 30°
dia de infeccdo, sendo necessario em média seis dias para os ovos atingirem o seu pleno
desenvolvimento e se tornarem ovos maduros contendo um miracidio desenvolvido
(Pellegrino et al., 1962). Nesta fase os ovos permanecem viaveis no intestino por um
periodo maximo de doze dias, os quais morrem ao final deste periodo se ndo conseguirem
ser eliminados pelas fezes (Cangado et al., 1965). Portanto, se a oviposi¢do diminuir com a
administracao do farmaco, o oograma devera apresentar maior quantidade de ovos maduros
(em decorréncia de oviposicdes anteriores ao tratamento) em relagdo aos ovos imaturos.

Neste trabalho, foi observado que os grupos controles infectados referentes a todas
as dosagens apresentaram, na grande maioria dos oogramas, quantidades maiores de ovos
imaturos que de ovos maduros, indicando que a oviposi¢do, para este grupo, ocorreu até a
época da andlise. O mesmo aconteceu com o0s grupos tratados com os extratos hexanico,
etanolico e a fracdo de Lignanas, exceto para o grupo tratado com o extrato hexanico
150mg/Kg apos 45 dias de infeccdo. Portanto, os vermes que ndo morreram continuaram a

ovipor.
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Dessa maneira, o tratamento administrado com o extrato hexanico 150mg/Kg,
mostrou-se mais efetivo em relagdo aos outros tratamentos ja que houve diminuicdo na
quantidade de ovos imaturos e a quantidade de ovos maduros foi maior. Isso mostra que a
oviposi¢ao foi menor, ja que 0s ovos nos primeiros estagios foram encontrados em menor
quantidade comprovando que essa dose, quando administrada nesse periodo, ¢ mais eficaz
em relacdo as outras testadas.

Féarmacos anti S. mansoni, podem atuar de diferentes formas, por exemplo, fazendo
os vermes perderem o tonus muscular e migrarem para o figado e outros 6rgaos, ou entao
matando-os ou ainda atuando nos 6rgios reprodutores dos vermes provocando altera¢des na
postura dos ovos, como possivelmente a interrupcdo da oviposicdo. Um farmaco ¢
considerado ativo, se um ou mais estdgios de ovos imaturos estiverem ausentes no oograma
ou se diminuiram a quantidade dos mesmos ap6s sua administragao.

Conforme estudos feitos por Giboda & Smith (1994) o PZQ atua apenas nos ovos
maduros, matando-os, ¢ os imaturos continuam se desenvolvendo até serem ecliminados,
podendo ainda eclodir no meio ambiente. Se o tratamento nao for continuado por um tempo
maior ao requerido pela maturacao dos ovos, os mais jovens, ou seja, os ultimos a serem
depositados antes da interrupcdo da oviposi¢do, sobrevivem e atingem a maturidade
eclodindo naturalmente.

Diante da obtencao de dois resultados (EE 100mg/Kg e LIG 50mg/Kg) de parada de
eliminagdo de ovos nas fezes, mas com o encontro tanto de ovos imaturos quanto maduros
no oograma, formulamos duas hipdteses: 1) que os ovos depositados antes da parada da
postura ndo sofreram ac¢do do extrato e continuaram o seu desenvolvimento, (uma vez que o
tratamento foi administrado em dose unica); 2) o extrato ¢ parcialmente ativo, agindo em
apenas uma parte dos vermes, havendo parasitos que sobrevivem a acdo do extrato e
continuam a oviposi¢ao, mas em quantidade bem reduzida.

O sucesso do tratamento das formas jovens traria ao paciente grande beneficio,
principalmente em relagcdo a prevengdo do processo patologico da doenga, resultando na
auséncia da postura dos ovos e conseqiientemente, auséncia de granulomas em tecidos

(Arena, 1997).
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Além do efeito que o farmaco exerce sobre a eliminacdo dos ovos pelo verme, outro
critério importante para avaliar a acdo deste sobre o S. mansoni, ¢ a redu¢do no niamero de
ovos retidos nos tecidos, como o figado (Thompson et al., 1962).

No caso da esquistossomose mansonica, ao ovo do parasita ¢ atribuido o principal
papel patogénico além de ser responsavel pela disseminagdo da espécie. Em torno dos ovos
de S. mansoni, ndo eliminados com as fezes do hospedeiro, ha formacao de intensa reacao
inflamatoéria (granuloma) de carater imune. O processo granulomatoso ¢ entendido como
uma tentativa do hospedeiro para controlar a dispersao de substancias antigénicas e
restringi-las ao local da deposicdo, onde seriam desnaturadas e metabolizadas, ou seja, a
reacdo em torno do ovo ¢ inicialmente uma reacdo que tende a proteger o hospedeiro,
impedindo que produtos téxicos dos ovos como o antigeno hepatotoxico 6mega-1, capazes
de matar o hospedeiro, sejam liberados. A dura¢dao e o tamanho do granuloma seriam
proporcionais a persisténcia do ovo na lesdo e a capacidade de destrui¢do dos antigenos por
parte das células do hospedeiro (Mohda et al., 1998; Zanotti-Magalhaes et al., 1993).

O ovo logo ap6s a postura ¢ imaturo como foi visto anteriormente, € enquanto vivo
e imaturo nao causa reacao tecidual, mas esta reacdo pode aparecer apds o amadurecimento
e formagdo do miracidio (Faria, 1999). Os granulomas formam extensas areas de fibrose no
tecido, provocando a hipertensao portal e esta por sua vez da origem as varizes esofagianas
e outras alteragdes que comprometem e agravam o quadro clinico.

A reversibilidade dos granulomas, depois de curada a infec¢dao, ¢ discutivel.
Segundo Morcos ef al. (1985) a reversibilidade da reacdo granulomatosa e da fibrose depois
do tratamento, ja foi relatada, sugerindo que o tempo em que o tratamento ocorre ¢
importante para a reversdo. Esse mesmo autor conseguiu reversao das reacoes
granulomatosas e fibroses provocadas pelo S. mansoni (linhagem egipcia) apds o
tratamento com PZQ 250mg/Kg, administrado por via oral, apds oito semanas da infecgao.

De acordo com resultados obtidos os 6rgaos mais lesados (com maior quantidade de
granulomas), quando analisados na lupa foram o figado, seguido do baco, pulmio e
intestino. O grupo de camundongos tratados com o extrato etanolico 100mg/Kg, nao
apresentaram granulomas nos figados separados para as andlises histologicas, mostrando

assim que esse tratamento protegeu o camundongo dos danos causados pelos ovos do S.
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mansoni, sendo este resultado também evidenciado pela parada da postura dos ovos para
esse mesmo tratamento.

Segundo Mahmoud & Warren (1974) certos farmacos esquistossomicidas, como o
Tartaro Emético e o Niridazole, sdo capazes de inibir a formagao do granuloma, entdo seria
possivel acreditar que outros farmacos anti S. mansoni, também poderiam apresentar esse
mesmo efeito.

Para os grupos tratados no 45° dia de infec¢do, onde a oviposicdo ja estd mais
acentuada, houve uma redu¢ao muito significativa no tamanho dos granulomas encontrados
no figado, onde o didmetro variou de 105,1 a 243,3um para os grupos tratados. Esses
resultados mostraram-se mais eficientes, quando comparados a outros resultados obtidos
por diferentes autores em seus respectivos trabalhos.

Carvalho et al. (1986) utilizando-se da linhagem BH, em camundongos albinos
fémeas, encontraram granulomas medidos na décima semana de infec¢do, que
apresentavam diametro médio de 313um e quando analisaram amostras isoladas de
pacientes de Belo Horizonte, nas fases aguda e cronica da doenga encontraram didmetros
médios de 348um.

Zanotti-Magalhaes (1987) estudando as linhagens BH e SJ observou que os
granulomas hepaticos de camundongos infectados com cercérias oriundas de moluscos
mais suscetiveis eram menores — BH 360um e SJ 310um e sugeriu a possibilidade de um
reconhecimento mais rapido dos antigenos do ovo, responsaveis pela reacao granulomatosa
e por sua rapida modulagdo.

Gomes et al. (1993) encontraram para a linhagem Ouh (Ourinhos, SP) em
Biomphalaria glabrata o diametro médio dos granulomas de 326um.

No periodo de 30 dias ap6s a infec¢ao, a oviposi¢ao ainda nao ¢ maxima, entao esse
fator aliado ao possivel efeito dos extratos de P. amarus de inibirem ou minimizar a reagao
granulomatosa fez com que os resultados obtidos fossem de poucos granulomas visiveis e
até de auséncia desses nos cortes histologicos.

A diminui¢do do tamanho do granuloma seria uma forma de dessensibilizagdo
endogena, relacionada com a constante e elevada producao de antigenos do ovo. Essa

modulacdo poderia ser benéfica para o hospedeiro, pois os tecidos seriam destruidos em
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menor extensdo, a formagdo de tecido fibroso seria menos intensa, ¢ ainda, os antigenos
seriam seqliestrados e destruidos mais rapidamente (Zanotti-Magalhaes et al., 1993).

Apo6s a analise dos critérios quantitativos e qualitativos, necessarios para avaliar o
efeito esquistossomicida dos extratos hexanico, etanolico e fracdo de Lignanas da planta P.
amarus, pode-se perceber que os resultados obtidos revelaram uma potencial atividade da
planta contra o S. mansoni.

Outros estudos ainda sdo necessarios para identificar as substancias responsaveis
por esta atividade e também determinar as concentragdes dessas substancias para o

tratamento da esquistossomose.
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VI. CONCLUSOES

e Os tratamentos alteraram a distribuicdo dos vermes adultos no organismo. O
tratamento que mais provocou deslocamento dos vermes para o figado foi o extrato

hexanico 100mg/Kg, administrado no 30° dia de infecgao.

e Os tratamentos alteraram a propor¢do entre vermes machos e fémeas. Nos
tratamentos realizados no 30° dia de infec¢ao houve uma acdo maior dos extratos
nos vermes machos e para os tratamentos efetuados no 45° dia de infecgcdo os

extratos atuaram preferencialmente nos vermes fémeas.

e Os tratamentos ndo atuaram eficazmente na separagao dos casais.

¢ Houve reducdao no niimero de vermes para a maior parte dos tratamentos realizados.
A maior redu¢io do numero de vermes foi obtida com o tratamento efetuado com o

extrato etanolico 250mg/Kg apods 30 dias de infec¢ao que apresentou uma redugao

de 63%.

e Os tratamentos feitos com o extrato etandlico 100mg/Kg e com a fracdo de

Lignanas 50mg/Kg no 30° dia de infec¢do, conseguiram cessar a oviposicao.

e O tratamento realizado com o extrato hexanico 150mg/Kg no 45° dia de infeccao

teve a maior taxa de reducgdo de ovos (85,6%) desse periodo.

e Os oogramas mostraram-se alterados. Porém, o tratamento feito com extrato

hexanico 150mg/Kg no 45° dia de infec¢do mostrou maior eficiéncia.
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O figado, apesar de ter sido o 6rgdo mais lesado de acordo com a escala visual,
apresentou diminui¢ao no tamanho dos granulomas encontrados em relacdo aos

grupos controles positivos para todos os tratamentos realizados.

Os orgdos separados para observagdes histologicas do tratamento feito com o

extrato etanolico 100mg/Kg no 30° dia de infec¢dao nao apresentaram granulomas.

Os resultados demonstraram que para cada parametro analisado houve uma variagao
de resultado, dependendo do extrato ou fracao utilizados e da concentracdo. Mas,
apesar dessa variagdo, pode-se perceber que os resultados obtidos revelaram uma

potencial atividade da planta P. amarus contra o S. mansoni.
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DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o conteldo de minha disseriagdo de Mestrado intitulada:
Estudo da atividade de Phyllanthus amarus L. contra o Schisfosoma mansoni

fmhagem BH

{ ) nio se enquadra no § 37 do Artigo 17 da Informagio CCPG 01708, referente a biodtica
& lnsseguranga.

{ ) esti inserido no Projeto CIBio/TB/UNICAMP (Frotocolo n® J, intitulado

{ M) bem autorizacdo da Comissde de Etica em Experimentagio Animal/dIBUNICAMP
(Protocolo n® 1324-13, ?.TEN i

{ ) tem pautorizagio do  Comité de KEtica para Pesguisa com Seres
Humanos/FCM/UNICAME (Protecolon® ok

{ ) tem autorizagio de comiss3o de bioética ou biosseguranga externa & UNICAMP.
Especificar:

Para uso da Comissdo ou Comité pertinente:
()‘J Deferide  { ) Indeferido

OIRC:
i % UNGHO:  pegfa Dra ANAMARIA A GUARALDO

Pregidene
Comissda de Efica na Exparmentacdo Animal
CEEAIE - UKICAMP
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