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RESUMO

FREZZA, T. F. Acao de Cordia verbenacea sobre Schistosoma mansoni.
2012. Tese (Doutorado em Parasitologia) - Departamento de Biologia Animal -
Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP.

A esquistossomose mansoénica, doenca parasitaria debilitante causada pela
espécie de trematdédeo Schistosoma mansoni mata cerca de 280.000 pessoas ao
ano. Atualmente, os farmacos empregados para tratamento (praziquantel - PZQ -
e oxaminiquina) apresentam casos de tolerancia e resisténcia, sendo necessaria a
criacdo de novos medicamentos. Nesse contexto, pesquisas com plantas
medicinais consistem numa alternativa viavel. Este trabalho se destinou a avaliar a
acao de Cordia verbenacea sobre S. mansoni, por meio de testes in vitro e in vivo.
Os testes in vitro foram realizados com 4 concentracdes (50, 100, 200 e 400
pug/mL) de 6leo essencial (OE), fracdo aquosa (FAEE) e fragcdo orgéanica (FOEE),
obtidas das partes aéreas da planta, com refracionamentos da FOEE e com o
composto artemetina. A FOEE apresentou maior atividade esquistossomicida com
as concentragdes mais altas e foi refracionada. Do seu refracionamento, a fracao
3 (F3) foi a que apresentou maior mortalidade. Ambas foram escolhidas para os
testes in vivo nos quais camundongos Balb/c, infectados 45 ou 60 dias antes,
receberam concentragdes diferentes das fra¢des (40, 100, 200 ou 300 mg/kg), em
dose unica por via oral. A avaliagdo da atividade das fragdes foi feita com base
nos seguintes parametros: acdo sobre os vermes adultos, ovos eliminados ao
ambiente, oograma, formacéao das reacoes granulomatosas,
hepatoesplenomegalia e agdo sobre o tegumento dos vermes recuperados nos
testes in vivo por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Obteve-se reducao
de vermes de até 31% com a FOEE, na concentracao de 40 mg/kg, administrada
45 dias apo6s a infeccao (0o PZQ nao apresentou reducdo nessa concentracao);
reducdo de ovos por grama de fezes de até 85,1% para 200 mg/kg de FOEE,
administrada no 60° dia, enquanto o PZQ apresentou 20,5%; grande quantidade
de ovos mortos no oograma para a F3, a partir de 100 mg/kg, seguindo 0 mesmo
padrao apresentado pelo PZQ, 300 mg/kg; menor quantidade de granulomas por

XXii



figado analisado (média de 3,0 granulomas por 6rgao) para a FOEE, 300 mg/kg,
administrada aos 45 dias de infeccao, sendo que o PZQ, nesse mesmo esquema
de tratamento, apresentou 9,6 granulomas em média; diminuicao da
hepatomegalia com 200 mg/kg de ambas as fracdes, no 60° dia de infecgao.
Imagens obtidas pela MEV mostraram extensas alteragcdes no tegumento dos
vermes machos submetidos a ambas as fragdes, sendo essas maiores que as
provocadas pelo PZQ. Esses resultados indicam que C. verbenacea apresenta
atividade tanto contra S. mansoni quanto contra a patologia provocada por esse
helminto. Tais resultados foram por vezes superiores aos do PZQ, que se trata de
uma substancia pura. Os dados obtidos em relacdo a diminuicdo da patologia
pode ter sido uma conseqléncia das propriedades anti-inflamatéria que a espécie
pOSSUI.

Palavras-chave: Cordia verbenacea. Schistosoma mansoni. In vitro/In vivo.
Fracionamento. Plantas Medicinais.
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ABSTRACT

FREZZA, T. F. Activity of Cordia verbenacea on Schistosoma mansoni. 2012.
Thesis (Doctorate in Parasitology) — Departamento de Biologia Animal, Instituto de
Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP.

The trematode Schistosoma mansoni is responsible for causing a form of
schistosomiasis that kills around 280,000 people each year. Since there are cases
of tolerance and resistance to the drugs currently used in the treatment for this
disease, namely praziquantel (PZQ) and oxamniquine, there is a need for new
schistosomicidal drugs. In that regard, the research with medicinal plants is a
viable alternative. The purpose of this work was to evaluate the activity of Cordia
verbenacea on S. mansoni by means of both in vitro and in vivo tests. The in vitro
tests were performed using 4 concentrations (50, 100, 200, and 400 pg/mL) of
essential oil (OE), aqueous fraction (FAEE) and organic fraction (FOEE), obtained
from aerial parts of the plant; fractions of the organic fraction; and artemitin. The
FOEE showed stronger schistosomicidal activity with the higher concentrations,
and it was fractionated. Among the resulting fractions, fraction 3 (F3) yielded the
highest mortality of worms. Therefore, both fractions were chosen for the in vivo
tests, in which Balb/c mice, infected 45 or 60 days before, received different
concentrations of the fractions (40, 100, 200, or 300 mg/kg), administered orally in
a single dose. The activity of the fractions was evaluated based on the following
parameters: activity on adult worms, eggs released in the environment, egg count,
formation of granulomatous reactions, hepatosplenomegaly, and activity on the
tegument of worms retrieved from the in vivo tests by scanning electron
microscopy (SEM). Administered 45 days after the infection at 40 mg/kg, the FOEE
provided a reduction of up to 31% of the worms (PZQ did not result in any
reduction at that concentration); administered 60 days after the infection at 200
mg/kg, the FOEE provided a reduction of 85.1% of eggs per gram of faeces,
whereas PZQ reached 20.5%; fraction 3, at 100 mg/kg, resulted in a large quantity
of dead eggs in the egg count, the same happening for PZQ at 300 mg/kg;
administered 45 days after the infection at 300 mg/kg, the FOEE resulted in less

granulomas per liver (average of 3.0 granulomas per organ), whilst PZQ, under the
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same treatment conditions, resulted in an average of 9.6 granulomas; on the 60™
day of infection and at 200 mg/kg, both fractions caused a reduction of
hepatomegaly. Images obtained by SEM showed large changes on the tegument
of male worms subjected to both fractions, such changes being larger than those
caused by PZQ. These results indicate that the plant C. verbenacea presents
activity against both S. mansoni and the disease caused by this helminth. In some
cases C. verbenacea provided better results than PZQ, which is a pure substance.
The data related to the reduction of the pathology can be a consequence of the
anti-inflammatory properties of the plant.

Keywords: Cordia verbenacea. Schistosoma mansoni. In vitro/In vivo.

Fractionation. Medicinal Plants.
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1. INTRODUCAO

A esquitossomose € uma enfermidade parasitaria causada por
trematédeos que habitam o interior de vasos sanguineos e que pertencem ao
género Schistosoma. As principais espécies que parasitam o homem sao: S.
mansoni (transmitida por planorbideos do género Biomphalaria; causa a forma
hepatica e intestinal da doenca; presente na Africa, Peninsula Ardbica e América
do Sul); S. haematobium (cujo hospedeiro intermediario sdo moluscos do género
Bulinus; provoca a esquistossomose urinaria na Africa e Peninsula Arabica) e S.
japonicum (que apresenta como transmissor o molusco anfibio Oncomelania; gera
a esquistossomose hepatica e intestinal, ocorre na China, Filipinas e Indonésia
onde é considerada uma zoonose por acometer outros mamiferos como gado,
caes, suinos e roedores) (GRYSEELS et al., 2006).

Diferente da malaria, tuberculose e AIDS a esquistossomose, assim como
varias outras helmintiases, protozooses, doencas virais e bacterianas, permanece
negligenciada (HOTEZ et al., 2006, 2007; UTZINGER et al., 2009; UTZINGER et
al., 2011). De acordo com Utzinger et al. (2011) n&do existe nenhuma organizacao
global de combate a esquistossomose como ocorre com as doengas citadas
acima. Ainda segundo esses autores, a estreita ligagdo com a pobreza, isolamento
geogréfico de certas areas acometidas, falta de "voz" politica da populagéo
afetada e auséncia de mecanismos de financiamento global ao combate da
doenga explicam a negligéncia dessa e de outras enfermidades (MOLYNEUX,
2008; WEISS, 2008; HOTEZ et al., 2008; MORAN et al., 2009; GRAY et al., 2010;
PAYNE & FITCHETT, 2010).

De acordo com Steinmann et al. (2006), a esquistossomose consiste na
mais importante doenca transmitida pela agua. Isso faz com que seja uma doenga
tipica da pobreza, devido a falta de acesso da populagéo das areas endémicas a
agua limpa e saneamento basico (KING, 2010).

Acredita-se que atualmente existam cerca de 800 milhées de pessoas no
mundo sob risco de infecgdo. Estima-se também que existam mais de 207
milhées de pessoas infectadas (STEINMANN et al., 2006).
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No Brasil, onde apenas a espécie S. mansoni esta presente, cerca de 43
milhdes de pessoas vivem em &reas de risco de infeccdo e 7 milhdes estdo
infectadas, sendo o pais mais afetado por esse tipo de esquistossomose das
Américas (LAMBERTUCCI, 2010; WHO, 2010).

Segundo Parise-Filho & Silveira (2001) a quimioterapia da
esquistossomose mansénica pode estar num ponto crucial, ja que poucos
farmacos estdo disponiveis para o tratamento desta doenca. Dessa forma,
atualmente, a oxaminiquina e o praziquantel sdo os Unicos farmacos empregados

no tratamento da parasitose na Africa e nas Américas (FERRARI et al., 2003).

A oxaminiquina, no entanto, possui efeitos colaterais no sistema nervoso
central, efeitos mutagénicos, carcinogénicos e baixa atividade nos casos de
esquistossomose mansénica adulta (FREZARD & MELO, 1997). Dessa forma, a
distribuicdo desse farmaco ndao é adequada, uma vez que a Unica industria
farmacéutica que a produz e comercializa mantém sua producdo reduzida,
legando ao praziquantel, praticamente, a uUnica forma de tratamento (KUSEL &
HAGAN, 1999). Este € bem tolerado por pacientes de todas as idades e com
diferentes formas clinicas de esquistossomose, incluindo casos hepatoesplénicos
avancados (FROHBERG, 1984; BASSILY et al., 1985).

Entretanto, a oxaminiquina e o praziquantel apresentam casos de
tolerancia e resisténcia. Isso porque, o uso regular de medicamentos para controle
de parasitoses possuem riscos de desenvolvimento de tolerancia e resisténcia ao
farmaco (LIANG et al., 2001). Por essa razéo € urgente a necessidade de melhoria
dos farmacos ja existentes ou a busca de novos compostos esquistossomicidas,

presentes, por exempo, em plantas medicinais.

Este trabalho se destinou, portanto, a avaliar a acao anti-S. mansoni, para
a linhagem BH, do 6leo essencial (OE), fragdes aquosa (FAEE) e organica (FOEE)
de C. verbenacea e do composto isolado artemetina por meio de ensaios in vitro e
in vivo. Também procurou avaliar a agdo de refracionamentos obtidos da amostra

de maior atividade in vitro contra esse helminto.
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A espécie C. verbenacea consiste em uma planta medicinal nativa do
Brasil, popularmente conhecida por “erva-baleeira” ou “salicina”. Pertence a familia
Boraginaceae e € amplamente distribuida ao longo da costa brasileira, encontrada
principalmente do litoral de Sédo Paulo a Santa Catarina (DE-CARVALHO et al.,
2004). Foi escolhida para testar sua atividade esquistossomicida em virtude de
suas propriedades anti-inflamatérias, considerando que a principal causa da
morbidade da esquistossomose mansénica se deve as reacoes inflamatérias que
ocorrem ao redor do ovos do parasito retido nos tecidos do hospedeiro (granuloma
esquistossomético) (GRYSEELS et al., 2006). Além disso, ainda nao foi relatado
na literatura estudos com C. verbenacea no combate a esquistossomose

mansonica.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose humana €é uma doenca parasitaria debilitante
provocada por trematddeos digenéticos do género Schistosoma, pertencentes a
familia Schistosomatidae.

Embora tenha sido descoberto apenas em 1851 por Theodore Bilharz, ao
confirmar a presenga do verme hoje conhecido como S. haematobium nos vasos
mesentéricos de um camponés egipcio autopsiado, ovos de Schistosoma foram
encontrados em mumias egipcias datadas de 3500 A.C., mostrando o quao é
antiga essa doenga. Theodore Bilharz assim denominou esse género uma vez que
o macho apresenta uma fenda longitudinal em seu corpo (schisto = fenda, soma =
corpo), conhecido como canal ginec6foro, onde a fémea se aloja para que a
fecundacao ocorra (COURA & AMARAL, 2004).

Estima-se que existam mais de 207 milhdes de pessoas infectadas no
mundo, sendo que dessas, 120 milhdes possuem a forma sintomatica da doenca e
20 milhdes a severa. Além disso, cerca de 800 milhdes estdao em areas de risco de
infeccao e 500 mil morrem anualmente (CHITSULO et al., 2000; PARISE-FILHO &
SILVEIRA, 2001; ENGELS et al., 2002; STEINMANN et al., 2006; KING, 2009).

De acordo com a World Health Organization (WHO), acredita-se que a
esquistossomose causa, anualmente, perdas entre 1 a 7 e 4 a 5 milhdes de
“Disability Adjusted Life Years” (soma dos anos potenciais de vida perdidos devido
a prematura mortalidade e dos anos de vida produtivos perdidos devido a
enfermidade). Por essa razdo é considerada, dentre as doengas parasitarias
negligenciadas, uma das mais prevalentes e importantes nos paises em
desenvolvimento (PARISE-FILHO & SILVEIRA, 2001; WHO, 2004; UTZINGER &
KEISER, 2004)

Essa enfermidade ocorre em cerca de 76 paises e territérios e esta
presente em regides tropicais e subtropicais concentrando-se, principalmente, na
Africa sub-saariana. Atinge geralmente criancas em idade escolar, adolescentes e
adultos jovens o que gera um impacto negativo sobre o desempenho escolar além
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da debilidade causada pelas infec¢cdes nao tratadas minarem o desenvolvimento
social e econ6bmico nas é&reas fortemente afetadas (TANNER, 1989; PARKER,
1992; WOOLHOUSE, 1998; CHITSULO et al., 2000; STEINMANN, 2006).

As espécies de Schistosoma que infectam humanos sao classificadas em
responsaveis por provocar severos danos no figado e/ou intestino (como S.
mansoni - presente no meio oeste africano, Caribe, Brasil, Venezuela e Suriname -
S. japonicum - China, Indonésia e Filipinas -, S. mekongi - Cambodja e Laos, S.
malayensis - Malasia Peninsular -, S. mattheei - Africa do Sul, Zimbabue, Nigéria,
Zaire, Botsuana, Mocambique e Zambia -, e S. guineansis - meio oeste e florestas
tropicais africanas) e no trato urindrio (como S. hematobium e S. intercalatum -
ambas espécies sdo encontradas no meio oeste e florestas tropicais africanas).
Espécies de Schistosoma sp. que ocorrem em mamiferos e aves podem infectar
humanos, porém sem completar seu ciclo evolutivo, causando apenas dermatites
devido a penetragao da larva infectante na pele (WEBBE, 1981; CHANDIWANA et
al., 1987; WHO, 2011).

A esquistossomose mansOnica, causada pela espécie S. mansoni, ocorre
em 52 paises e territorios, esta presente principalmente na América do Sul,
Caribe, Africa e Leste do Mediterraneo onde constitui em um grave problema de
ordem sdécio-econdmica e de saude publica (Parise-Filho & Silveira, 2001). E
conhecida popularmente por barriga d’agua, xistosa, doenga ou mal do caramujo e
bilharziose. De acordo com King (2009), ocorre a morte de 280.000 pessoas

infectadas por ano.
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Figura 1. Distribuicdo mundial das esquistoSsomoses. Fonte: Utzinger et al,, 2011.

No Brasil, cerca de 43 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de
infeccao e 7 milhdes estdo infectadas, sendo o pais mais afetado por esse tipo de
esquistossomose das Américas (LAMBERTUCCI, 2010; WHO, 2010).

Atualmente, no pais, a transmissdo ocorre em 19 estados desde o Rio
Grande do Norte até a Bahia, alcangando o interior do Espirito Santo e Minas
Gerais. Precisamente, esta presente nos estados do Ceara, Piaui e Maranhao, no
Nordeste; Para, na regiao Norte; Goias e Distrito Federal, no Centro-Oeste; Séao
Paulo e Rio de Janeiro, no Sudeste; Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
na regido Sul. As prevaléncias mais elevadas sdo encontradas nos estados de

Alagoas, Pernambuco, Sergipe, Minas Gerais, Bahia, Paraiba e Espirito Santo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

No estado de Sdo Paulo, 170 municipios registraram casos autoctones,
sendo as regides de maior prevaléncia o Vale do Paraiba, o Vale do Ribeira,
Litoral Norte e Baixada Santista, alguns municipios da regido metropolitana de
Sao Paulo - incluindo a capital - e o municipio de Campinas, este ultimo de grande
importancia epidemioldgica (SUCEN, 2004; CASTAGNA, 2010). Em Campinas, os
primeiros casos autoctones apareceram em 1960. De 1998 a 2005 foram
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identificados 2098 casos, com maior prevaléncia na regido sul do municipio. A
transmissao se da pelo hospedeiro intermediario encontrado na regido, a B.
tenagophila (SES & SUCEN, 1982; ANARUMA-FILHO et al., 2007).

Prevalence (%)

| Rk
5-15
W -5

D non andsmic

Figura 2. Distribuicdo da esquistossomose mansbnica nos estados brasileiros.
Fonte: Ministério da Saude, 2011.

A espécie S. mansoni foi descrita pela primeira vez em 1902 por Manson,
ao encontrar ovos contendo um espiculo lateral em pacientes nas Antilhas
admitindo ser uma nova espécie de Schistosoma que posteriormente foi
classificado por Sambon, em 1907. A presenca dessa mesma espécie foi
confirmada pela primeira vez no Brasil por Piraja da Silva, na Bahia, em 1908
(COURA & AMARAL, 2004).

A introdugdo da esquistossomose mansénica no Brasil provavelmente
ocorreu com o trafico de escravos africanos. Os fluxos migratérios foram
responsaveis pela disseminagao do litoral para o interior, coincidindo com regides
onde havia o hospedeiro intermediario (PARAENSE, 1986; AMARAL & PORTO,
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1994; COURA & AMARAL, 2004). De acordo com Paraense (1966; 1981), dez
espécies e uma subespécie de Biomphalaria sao descritas no Brasil, sendo que
trés delas sdo hospedeiros intermediarios naturais (B. glabrata, B. tenagophila, B.
straminea) e duas sao consideradas potenciais hospedeiros, pois ja foram

infectadas experimentalmente (B. amazonica e B. peregrina).

No Brasil as principais espécies, por ordem de importancia, envolvidas na
transmissdo da doenca sado: B. glabrata (existente em 16 estados — Alagoas,
Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Séo
Paulo e Segipe — além do Distrito Federal), B. straminea (encontrada em 23
estados - Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Parana, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Santa Catarina, Sergipe e Tocantins — e também o Distrito
Federal) e B. tenagophila (presente em 11 estados - Bahia, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo,
Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina — e Distrito Federal) (MINISTERIO
DA SAUDE, 2005).

2.2 Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni e patologia

O ciclo evolutivo do S. mansoni é complexo envolvendo uma fase de
reproducdo assexuada, nos hospedeiros intermedidrios, e uma fase sexuada,
pelos vermes adultos nos hospedeiros definitivos. Em condi¢des favoraveis o ciclo
completo ocorre em 80 dias (KATZ & ALMEIDA, 2003).

Os ovos do S. mansoni sdo eliminados com as fezes do hospedeiro
definitivo. Na agua, ocorre a eclosdo da larva ciliada livre-natante, denominada
miracidio, que vai em direcdo ao hospedeiro intermediario por meio de estimulos
fisicos - gerados pelo ambiente - e quimicos - gerados pelo molusco - infectando-
0os. Neste hospedeiro se transformam em esporocisto primario que, por
multiplicagdo assexuada, geram numerosos esporocistos secundarios. Apos 4 a 6

semanas cada esporocisto secundario se transforma em cercaria, outra larva livre-

35



REVISAO DA LITERATURA

natante, que abandona o molusco hospedeiro e, atraida pela luz, nada na
superficie da agua (XAVIER et al.,, 1998; YAZDANBAKHSH & DEELDER, 1998;
KAPP et al., 2003; KATZ & ALMEIDA, 2003; UTZINGER et al., 2003; MINISTERIO
DA SAUDE, 2005; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).

O contato humano com &guas que contenham cercaria, devido a
atividades profissionais (como o cultivo de arroz irrigado), domésticas (tais como
lavagem de roupas e loucas), de lazer e banhos, faz com que o hospedeiro
definitivo se infecte. A infeccdo do hospedeiro definitivo ocorre quando as
cercarias penetram ativamente na pele por acdo mecéanica e enzimatica e, entao,
transformam-se em esquistossdmulo. Este, por sua vez, penetra nos vasos
sanguineos, é levado pela circulacao para o coragao e pulmdes e, apés 48 horas,
para o sistema porta-hepatico, onde se tornam adultos machos e fémeas.
(XAVIER et al., 1998; YAZDANBAKHSH & DEELDER, 1998; MCKERROW &
SALTER, 2002; KATZ & ALMEIDA, 2003; UTZINGER et al., 2003; MINISTERIO
DA SAUDE, 2005; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).

Os vermes adultos acasalados migram para as veias mesentéricas, onde
ocorrera oviposicao. Parte dos ovos atravessa a parede intestinal, alcanca a luz e
€ eliminado ao meio externo com as fezes. Enquanto isso, outra parte dos ovos é
retida nos tecidos, principalmente os do figado, formando ao redor desses uma
reagdo granulomatosa, causa principal da morbidade da doenca (XAVIER et al.,
1998; YAZDANBAKHSH & DEELDER, 1998; KATZ & ALMEIDA, 2003;
UTZINGER et al., 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2005; RIBEIRO-DOS-SANTOS

et al., 2006). A figura 3 mostra o ciclo evolutivo de S. mansoni.

36



REVISAO DA LITERATURA

/ ove \
Adultos nas veias Miracidio
mesentéricas do

intestino
*

Circulagdo porta

Foto: Tarsila Ferraz Frezza

) Hospedeiro . L
Adultos machos e ffmeas  Definitivo - Esporocisto primario
: .- Sangue
"_v’ela hepa’uca_ Venoso _
Veia cava posterior = Hospedeiro
Coracdo intermediario - ;
Artéria pulmonar Biomphalaria sp.
Esquistossomulo Esporocisto secunddrio
(no pulmao)
Coracgéo direito
Vénula . .
. Cercaria
Infeccdo
percutanea

vela cava inferior

veias hepaticas

figado

veia porta hepatica

o sangue proveniente dos
intestinos, estdmago e estfago
& coletado pelo sistema porta

Figura: JORGE (2011).

Figura 3. Ciclo evolutivo de S. mansoni. Adaptado de WEB ATLAS OF MEDICAL PARASITOLOGY
(2011) e JORGE (2011).

37



REVISAO DA LITERATURA

A reacao granulomatosa é causada por antigenos soluveis liberados pelos
ovos de S. mansoni retidos nos tecidos. Primeiramente ocorre uma intensa
migracao de macréfagos, neutréfilos e eosindéfilos em torno do ovo, o que leva a
fibrose da regido. Quando ha um grande numero de areas fibrosadas em 6rgaos
como figado e intestino, podem ocorrer hipertensao portal, varizes esofageanas e
retais, hemorragias e 6bito. As caracteristicas mais marcantes da patologia da
esquistossomose mansoOnica sdo a hipertensao portal, hepatoesplenomegalia e
ascite (STADECKER, 1992).

A patogenia depende de varios fatores como a carga parasitaria, linhagem
do parasito, imunidade, estado nutricional e idade do hospedeiro definitivo. As
infeccbes mais graves acometem geralmente os adolescentes e as mais brandas,
os adultos. (XAVIER et al., 1998; YAZDANBAKHSH & DEELDER, 1998; KATZ &
ALMEIDA, 2003; UTZINGER et al, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2005;
RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).

Humanos consistem no principal reservatério desta doenca, porém,
roedores silvestres, primatas, marsupiais, carnivoros silvestres e ruminantes ja
foram encontrados naturalmente parasitados no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,
2005).

2.3 Medidas de controle para a esquistossomose mansénica

Um dos maiores problemas nos paises onde a esquistossomose
mansénica é endémica, é o controle. O rapido crescimento das cidades e também
a falta de recursos impedem que as atividades sanitarias, como suprimentos
seguros de agua e rede de esgoto adequada, cheguem as areas peri-urbanas.
Dessa forma, se toda a populacéo tivesse acesso a infra-estrutura adequada, a
esquistossomose mansénica estaria erradicada (PARISE-FILHO & SILVEIRA,
2001).

Como tentativa de controle dessa parasitose, medidas isoladas ou
combinadas poderiam ser usadas tais como controle do hospedeiro intermediario
com moluscicida, melhoria das condicbes de saneamento basico e abastecimento

de agua, educacao sanitaria para a populacdo exposta, tratamento individual ou
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em massa nas areas de alta prevaléncia, protecao individual contra a penetracao
de cercarias e o desenvolvimento de uma vacina (COURA & AMARAL 2004).

No entanto, essas medidas apresentam empecilhos tais como a larga
disseminacao do hospedeiro intermediario, além de seus mecanismos de escapes
aos moluscicidas, aliados aos altos custos e baixa eficacia que esse tipo de
controle possui; altos custos associados a implementacao de condicées sanitarias
e suprimento de 4gua adequados, ao lado do intenso contato da populacao rural
com colecdes naturais de aguas doces poluidas; o longo tempo requerido para
que haja uma educacéao sanitaria; tratamentos individuais ou em massa podem ser
eficientes para reduzir a morbidade, mas nao impedem reinfeccbes nem o
surgimento de tolerancia e resisténcia ao tratamento; o uso de protecao individual
€ improvavel, exceto para grupos especificos de pessoas expostas; finalmente,
ainda nao existe vacina efetiva para tratamento da esquistossomose (COURA &
AMARAL 2004; TENDLER & SIMPSON, 2008).

2.4 A quimioterapia da esquistossomose mansoénica

Uma vez que ha relatos de hematuria (provocada provavelmente por S.
haematobium) em papiros onde as praticas médicas eram registradas, datados de
1950-1900 A.C., sabe-se que o tratamento contra a esquistossomose ja era feito
desde entdo com um composto denominado "msdmt", identificado como um
antiménio (CIOLI et al., 1995; TONKAL & MORSY, 2008). Mais de dois mil anos
depois, Christopherson (1918) inicia a quimioterapia "moderna" contra a
esquistossomose mansdnica ao relatar o tratamento bem sucedido da doenca em
sua forma urinaria (provocada pelo S. haematobium), novamente com um
antiménio, o tartaro emético (PARISE-FILHO & SILVEIRA, 2001).

Compostos antimoniais de varios tipos foram os medicamentos
disponiveis mais usados até a Segunda Guerra Mundial (BRINDLEY, 1994).
Entretanto, apesar desses atuarem com eficacia para as espécies S. mansoni, S.
haematobium e S. japonicum seu uso clinico foi interrompido por causa dos

severos efeitos colaterais e toxicos que levava, por vezes, na interrupcdo do
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tratamento pela pouca tolerdncia do paciente ao medicamento (CUNHA,1982;
CIOLI et al., 1995; NOVAES et al., 1999).

Antes dos compostos antimoniais cairem em desuso, pesquisas feitas na
década de 1920 com a emetina e a 2,3-deidroemetina, farmacos empregados no

tratamento de amebiases, mostraram atividade contra S. japonicum.

Apesar da emetina ter apresentado boa eficacia, as concentragdes
necessarias para atuar contra essa espécie representavam duas vezes a
requerida para tratamento das amebiases estando no limite da toxicidade. A 2,3-
deidroemetina era menos téxica e apresentava modestos efeitos colaterais
comparados a emetina, porém acabou em desuso devido a sua complicada
administracdo uma vez que requeria a internacdo do paciente por cerca de um
més, periodo em que receberia injecdes diarias desse farmaco (BLANC &
NOSNY, 1968; CIOLI et al., 1995).

Apos a Segunda Guerra Mundial, houve a descoberta de novos farmacos
menos toxicos, mais ativos, livres de metais e administrados por via oral (CUNHA,
1982; CIOLI et al., 1995). A partir de entao o cloridrato de 1-N-b-dietil-amino-etil-
amino-4-(hidroximetil)-9-tioxantona, a lucantona (Miracil D®), descrita pela primeira
vez em 1932, foi o primeiro farmaco esquistossomicida administrado por via oral a
ser introduzido na pratica médica, sendo eficaz tanto para S. mansoni como para
S. haematobium. Os efeitos colaterais da lucantona geralmente eram limitados a
nauseas e vomitos, contudo efeitos graves no coragao e sistema nervoso central
foram relatados (KIKUTH & GONNERT, 1948).

Em 1955, foi introduzido o composto organofosforado 2,2,2-tricloro-1-
hidroxietilfosfonato de dimetilo como um inseticida de nome genérico triclorfon
(LORENZ et al., 1955), que depois foi alterado para metrifonato. Mais tarde, em
1962, foi considerada a possibilidade de se estender o uso desse composto em
helmintos e, estudos preliminares em humanos, mostraram evidéncias de
atividade terapéutica para esquistossomose, ancilostomose, ascaridiase, tricuriase
e oncocerciase (CERF et al.,, 1962; DAVIS & BAILEY, 1969; SALAZAR-MALLEN

et al., 1969). No entanto, esse composto sé se mostrou realmente eficaz para o
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tratamento da esquistossomose urinaria (JEWSBURY et al., 1977). Assim, ainda
hoje, o metrifonato (Bilarcil®) é usado para tratamento dessa esquistossomose,
porém, a necessidade de ser administrado em trés doses constitui no maior
empecilho do uso desse farmaco (KORTE et al., 1986; WHO, 1993; CIOLI et al.,
1995; BERGE et al., 2011).

No comeco da década de 1960, foi relatada a atividade esquistossomicida
de um antimicrobiano de largo espectro, o nitrofuran, que, assim como seus
derivados, apresentava efeito anti-S. japonicum. Contudo, a atividade sub-6tima,
alta toxicidade, efeitos carcinogénicos e mutagénicos fizeram com que esse
composto deixasse de ser utilizado, assim como seus derivados, que em alguns
casos nem chegaram a ser utilizados para tratamento da esquistossomose
humana (WERBEL, 1970; ROBINSON et al., 1970; HULBERT et al., 1973).

Um periodo de intenso progresso para a terapia contra as
esquistossomoses ocorreu apos a introdugdo do niridazol 1-(5-nitro-2-
tiazolil)imidazolidina-2-ona), em 1964, (LAMBERT & STAUFFER, 1964) e da
hicantona (1-N-b-dietil-amino-etil-amino-4-(hidroximetil)-9-tioxantona), em 1965
(ROSI et al, 1965). O niridazol (Ambilhar®) apresentava baixa agdo para S.
japonicum, moderada para S. mansoni e era altamente eficaz para S.
haematobium, enquanto que a hicantona (Etrenol®) apresentava-se eficaz para S.
mansoni e S. haematobium. No entanto, esses farmacos possuiam certos
inconvenientes como o fato do niridazole ndo poder ser administrado em dose
Unica, além dos inumeros efeitos colaterais que ocorriam com o uso de ambos os
farmacos e que, por vezes, eram considerados graves como a alta toxicidade no
sistema nervoso central, rins e figado, efeitos mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos. Dessa forma, esses fadrmacos ndo foram mais utilizados na terapia
medicamentosa das esquistossomoses, tanto pelos graves efeitos colaterais,
como por nao serem considerados seguros o suficiente para utilizacdo em larga
escala nas regiées endémicas (FONTANILLES, 1969; CIOLI et al., 1995).

No final da década de 1960 foi descrita uma série de derivados 2-

aminometil-tetra-hidroquinolinicos que apresentavam acao esquistossomicida,
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sendo o composto mais promissor, 0 2-N-isopropilaminometil-7-nitro-l,2,3,4-
tetrahidroquinolina, designado UK-3883. A hidroxilacdo do grupo 6-metil deu
origem ao UK-4271, posteriormente chamado de oxaminiquina (Mansil®/Vansil®) e
descrito pela primeira vez por Richards & Foster, em 1969 (RICHARDS &
FOSTER, 1969; CIOLI et al, 1993, 1995). Sua estrutura quimica esta
representada na figura 4.

Oxaminiquina
Figura 4. Oxaminiquina: estrutura quimica.

Ensaios pré-clinicos demonstraram o potencial esquistossomicida da
oxaminiquina para S. mansoni, principalmente para os vermes machos (FOSTER
& CHEETHAM, 1973). Ensaios clinicos feitos no Brasil com a dose Unica de 15 a
20 mg/kg, administrada via oral, mostraram indice de cura de até 90%, além de
boa toleréncia pelos pacientes. Com esses resultados foi possivel que esse
farmaco pudesse ser aplicado extensivamente e usado nos programas brasileiros
de controle da esquistossomose mansénica (ALMEIDA-MACHADO, 1982;
FOSTER, 1987; CIOLI et al., 1993).

Estudos posteriores indicaram algumas desvantagens no em seu uso.
Como esse farmaco nao tem especificidade celular, 0 que resulta em toxicidade
periférica indesejada, ha o surgimento de efeitos colaterais no sistema nervoso
central (DAVIS, 1993; SOYEZ et al., 1996). Também foi detectada baixa atividade
no periodo que vai da 3% a 92 semana de infec¢do, coincidindo com a fase de
producdo de ovos (FREZARD & MELO, 1997) além do relato de pacientes
infectados por S. mansoni resistentes ao tratamento (CIOLI et al., 1992).

Sobre o0 mecanismo de agdo da oxaminiquina, que ainda nao é
completamente elucidado, acredita-se que esteja relacionado a sua conversao

enzimatica por meio de uma quinase ou sulfotransferase para um éster, o qual
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pode alquilar o DNA do S. mansoni. Além disso, possui efeito anticolinérgico o que
aumenta a motilidade do S. mansoni, ao mesmo tempo em que inibe a sintese de
acidos nucléicos (CIOLI et al., 1993).

Ap6s a descoberta da oxaminiquina, a atividade esquistossomicida da
tubercidina (7-deazaadenosina) foi descrita pela primeira vez por Jaffee et al.
(1971). Foi proposta a administracdo desse composto juntamente com o
nitrobenziltioinosina S-monofosfato (NBMPR-P), em virtude da diminuicdo da
toxicidade. No entanto, a dificuldade de administracdo em humanos desses dois
compostos, fizeram com que o uso da tubercidina na terapéutica das
esquistossomoses fosse inviavel (EL-KOUNI et al., 1983; CIOLI et al. 1995;
RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006).

No comeco da década de 1970, deram-se inicio a estudos com derivados
de pirazinoisoquinolinicos como antiparasitarios (ANDREWS, 1981). Apds a
sintese de varios compostos, 0 mais promissor revelou ser o 2-ciclohexilcarbonil-
1,2,3,6,7,1Ib-hexahidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolina-4-ona, chamado de
EMBAY-8440 e, posteriormente, de praziquantel
(Biltricide®/Cysticide® Cesol®/Distocid®/Pyquiton®) (CIOLI et al, 1995), cuja
estrutura quimica esta representada na figura 5. Esse farmaco, descoberto em
1975 (ANDREWS et al.,, 1983; DAY et al., 1992), foi inicialmente usado contra
cestddeos e restringia-se ao uso veterinario (THOMAS & GONNERT, 1977).

Praziquantel

Figura 5. Praziquantel: estrutura quimica.
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Os primeiros estudos com animais infectados com Schistosoma sp. foram
feitos em 1977, quando foi detectada a acdo esquistossomicida (GONNERT &
ANDREWS, 1977) além do amplo espectro de atuacdo para vermes desse
género. Estudos posteriores mostraram que o praziquantel atuava contra as
espécies S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. matheei, além de
outras espécies de trematddeos (Opisthorchis sinensis, O. viverrini, Paragonimus
spp., Fasciolopsis buski, Heterophyes heterophyes e Metagonimus yokogawaii) e
cestédeos (Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis nana, H. diminuta,
Diphyllobotrium latum e D. pacificum) (WEBBE & JAMES, 1977; WEGNER, 1984;
BOUREE, 1991; UTZINGER et al., 2001; MAINARDES, 2004; SHUHUA, 2005;
JEZIORSKI, GREENBERG, 2006; LIMA, 2006; SHAOHONG et al., 2006).

Ensaios pré-clinicos também demonstraram a eficacia para tratamento de
infeccbes com 5 a 6 semanas e falhas entre a 12 e 52 semanas de infecgéao
(GONNERT & ANDREWS, 1977; WEBBE & JAMES, 1977; XIAO et al., 1985;
SABAH et al., 1986).

Os primeiros estudos clinicos ocorreram em 1978, em cooperagdo com a
WHO, em regides endémicas para S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum e
S. intercalatum (KATZ et al., 1979; DAVIS et al., 1979; ISHIZAKI et al., 1979). Em
1984, os indices de cura reportados foram de 75-85% para S. haematobium, 63-
85% para S. mansoni; 80-90% para S. japonicum, 89% para S. intercalatum e 60-
80% para infec¢gées concomitantes com S. mansoni e S. haematobium (WEGNER,
1984). Foi comprovado, também, que o praziquantel era bem tolerado por
pacientes de todas as idades e com diferentes formas clinicas de
esquistossomose, incluindo casos hepatoesplénicos avancados (FROHBERG,
1984; BASSILY et al.,, 1985), ocorrendo efeitos colaterais brandos nos pacientes
(CIOLI et al., 1995). Outros estudos mostraram a baixa toxicidade e auséncia de
riscos mutagénicos (FROHBERG, 1984; KRAMERS et al., 1991).

Com essas triagens ficou clara a identificagdo do praziquantel como
farmaco de escolha no tratamento das esquistossomoses (CIOLI & PICA-
MATTOCCIA, 2002). Além disso, foi o primeiro anti-helmintico a atender os
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requisitos da WHO (SILVA et al.,, 2005; SPERA, 2005). Desde entdo, nenhum
outro avanco terapéutico foi alcancado (CIOLI, 1995).

O mecanismo de acao do praziquantel ndao € completamente elucidado,
porém € provavel que a acao anti-helmintica se deva a inibicao da bomba Na+/K+
do Schistosoma sp., aumentando a permeabilidade da membrana do helminto a
cations, principalmente o célcio, o que leva a intensificacao da atividade muscular
seguida de contracdo e paralisia. Como conseqiéncia, 0 verme separa-se dos
tecidos do hospedeiro. Também causa a despolarizacdo da membrana
tegumentar do verme, reducao do nivel de ATP e da captura da glicose. Em S.
mansoni provoca mudancas estruturais no tegumento, seguida pela vacuolizacao
e erosao da superficie 0 que resulta na exposicdo dos antigenos que sao
reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro e que leva a morte do parasito
(DAY et al., 1992; ISMAIL et al., 1999; NOVAES et al., 1999; MAINARDES, 2004,
JIRAUNGKOORSKUL et al., 2006; TALLIMA & RIDI, 2007). Apds a descoberta do
praziquantel, pouco avanco foi obtido na terapéutica da esquistossomose

mansonica.

Em 1976, o uso do amoscanato (4-isotiocianato-4’-nitrodifenilamina)
contra helmintoses foi descrito por Striebel (1976). Nessa época foi demonstrado
seu amplo espectro de agdo atuando contra a maioria das espécies de
Schistosoma, filarias e nematddeos gastrointestinais (BUEDING et al.,, 1976). O
amoscanato foi testado em humanos infectados com S. japonicum, obtendo
indices de cura de até 92%. No entanto, esse farmaco caiu em desuso devido a
toxicidade hepéatica (HUBEI NITHIOCYAMINUM COODINATION RESEARCH
GROUP, 1980; CIOLI et al., 1995).

Ainda em 1976 foi sintetizado um derivado de ditioletiona chamado
oltipraz (BARREAU et al., 1977), ativo contra S. mansoni, S. intercalatum e S.
haematobium (LERQY et al., 1978; GENTILINI et al., 1980; KATZ et al., 1984).
Ensaios pré-clinicos demonstraram a eliminagdo de S. mansoni (BUEDING et al.,
1982) e ensaios clinicos apresentaram indices de cura entre 80 e 95% para essa
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espécie. Dos efeitos colaterais observados, o de maior gravidade revelou ser a
foto-onicdlise, o que levou a retirada do farmaco em 1984 (CIOLI et al., 1995).

Também em 1976, a acao esquistossomicida dos "alkilaminoalkanethio-
sulfuric acids" foi descrita pela primeira vez por Nelson & Pellegrino (1976).
Ensaios pré-clinicos com S. mansoni demonstraram acao preferencial por fémeas
adultas (PENIDO et al., 1999). No entanto, ndo existem ensaios clinicos até o

momento.

Em 1978, uma triagem feita com derivados de benzodiazepinas
mostraram que alguns membros desse grupo apresentavam forte acéao
esquistossomicida, especialmente o (+)-5-(-o-clorofenil)-1,3-diidro-3-metil-7-nitro-
2H-1,4-benzodiazepina-2-ona) que foi chamado de Ro 11-3128 (STOHLER,
1978). Em estudos pré-clinicos demonstrou ser efetivo para S. mansoni e S.
haematobium (BRICKLE & ANDREWS, 1995). Estudos clinicos confirmaram a
atividade esquistossomicida, porém alguns efeitos colaterais, como a forte acao
sedativa, desencorajaram o desenvolvimento desse composto (PAX et al., 1978;
BAARD et al., 1979).

Na década de 1980, o uso de derivados da artemisinina (extraido de
Artemisia annua) como anti-Schistosoma sp. foi feito pela primeira vez por
chineses que demonstraram que a administracdo desse composto em animais
infectados experimentalmente por S. japonicum, provocava redugédo da carga de
vermes (CHEN et al., 1980).

Inicialmente esses derivados eram, e ainda sao, utlizados
extensivamente no controle da maldria. Os varios derivados da artemisinina, tais
como artemisione, arteeter, &cido artelinico e outros, sdo genericamente
conhecidos por "artemisininas" e foram descobertos na década de 1970
(KRISHNA et al., 2008).

Em 1982, foi também demonstrado que as fases larvarias de S.
japonicum eram susceptiveis a artemisininas (LE et al., 1982). Estudos posteriores
confirmaram ag¢ado esquistossomicida para o artesunato e o artemeter, com indices
de cura de até 99% para o artemeter (LE et al., 1983; LE et al., 1982). Em 1984,
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foi demonstrada a eficacia desses derivados para os estagios juvenis de infeccao
por Schistosoma sp., periodo em que os tratamentos feitos por praziquantel
falham, podendo o artemeter e artesunato serem potenciais candidatos a
farmacos profiladticos para as esquistossomoses (YUE et al., 1984; LU et al.,
2010). Estudos subsequientes estenderam a ac¢ao dos derivados da artemisinina
para outras espécies de Schistosoma sp. que parasitam humanos, como 0s
ensaios feitos no Brasil, em 1991, que demonstraram reducao da carga parasitaria
em camundongos infectados por S. mansoni e tratados com artemeter (ARAUJO
et al., 1991). Desde entdo, progressos notaveis tem ocorrido no estudo da acao
anti-Schistosoma sp. com as artemisininas, em especial o artemeter e o
artesunato (CIOLI et al., 2002; XIAO et al., 2000; LU et al., 2010).

Ensaios clinicos com o artemeter ja foram realizados na Costa do Marfim
(Africa), demonstrando incidéncia menor de infeccdo por S. mansoni e S.
japonicum (UTZINGER et al., 2001; XIAO et al., 2000). Em relagéo a toxicidade foi
demonstrado em testes clinicos que as artemisininas sao bem toleradas, quando
administrados oralmente (NOTPRASERT et al., 2003).

O mecanismo de agao da artemisinina e seus derivados no Schistosoma
sp., ainda nao foram totalmente esclarecidos. Sabe-se que o artemeter provoca
alteragbes bioquimicas em tais vermes dentre as quais, as mais notaveis séo a
diminuicdo de glicogénio e a inibicao de enzimas glicoliticas. A lactato
desidrogenase também é reduzida em Schistosoma sp., apos a administragéo do
artemeter (XIAO et al., 1998; XIAO et al.,, 1999). Esses dados podem fornecer
pistas que um dos alvos da artemisinina e seus derivados sejam as enzimas
glicoliticas (LU et al., 2010). Outro derivado da artemisinina, o artesunato, faz com
que o endoperoxido do farmaco reaja com a por¢dao heme liberada da digestao da
hemoglobina, gerando radicais livres. Proteinas alquiladas por esses radicais,
supostamente, causariam danos nos vermes agindo dessa mesma maneira para
outros parasitos como Plasmodium sp. e Haemonchus sp. (MESHNICK et al.,
1996; PANDEY et al., 1999; ROBERT et al., 2005; COSTA et al., 2007).
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Em algumas regides do mundo ha superposicdo de areas endémicas de
malaria e esquistossomose onde infeccdes concomitantes podem ocorrer. Assim,
€ sugerido que nessas regides, o uso de derivados da artemisinina com o intuito
de tratar casos de malaria, possa exercer influéncia na diminuicao da taxa de
morbidade da endemia esquistossomaética (LESCANO et al., 2004).

Ap6s os primeiros estudos da atividade esquistossomicida das
artemisininas, outro farmaco teve a acao anti-Schistosoma sp. pesquisada, a
ciclosporina A, cuja acao anti-helmintica foi descoberta por Bueding et al., em
1981. Foi observada reducao no numero de vermes e supressao na formacao de
granulomas em camundongos infectados por S. mansoni além de seu efeito
profilatico em infecgdes para esse verme (BOUT et al., 1986).

Em 1984, uma série de derivados de acridina demonstraram atividade
esquistossomicida. Estudos in vivo demonstraram sua efetividade contra S.
mansoni, S. japonicum e S. haematobium (STOHLER & MONTANOVA, 1984).
Ensaios em primatas demonstraram haver cura do hospedeiro para alguns desses
derivados, como o denominado RO 15-5458/000 (COELHO & PERERIRA, 1991).
E fato que os derivados de acridina constituem numa importante classe de
compostos para o desenvolvimento de novos farmacos com atividades
anticonvulsivantes, antidepressivos, analgésicos, antiinflamatorios, antiagregantes
plaguetarios, antimalaricos, antimicrobianos, antifungicos, vasodilatadores,
antitumorais, antivirais e também anti-Schistosoma sp. (ROLLAS &
KUGUKGUZEL, 2007).

No final da década de 1990, foi sugerido o uso da Myrh (uma resina
aroméatica obtida do caule de uma espécie de Bursearacae, a Commiphora molmol
- também denominada C. myrrha) no combate a esquistossomose provocada
pelas espécies S. mansoni e S. haematobium. No Egito, foram produzidas
capsulas gelatinosas dessa resina, chamadas de Mirazid® (GREENE, 1993;
MASSOUD, 1999; BADRIA et al., 2001; ABDUL-GHANI et al., 2009).

Ensaios pré-clinicos e clinicos, no entanto, demonstraram que a eficacia

do Mirazid® era dependente da linhagem do parasito, podendo-se obter resultados
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hora significativos, hora modestos. Por essa razdo, o uso dessa resina no

tratamento da doenca é discutivel.

Atualmente, as pesquisas mais recentes na procura de um composto ou
farmaco de acao esquistossomicida, vém sendo feitas com inibidores de protease
cisteina, como por exemplo, o K11777, tido com um potente esquistossomicida e
diminuidor da patogenia na esquistossomose experimental (ABDULLA et al.,
2007); RNAI, na tentativa de desenvolver farmacos ou compostos que atuem
como silenciadores de enzimas, como por exemplo, o composto 4-fenil-1,2,5-
oxadiazol-3-carbonitrila-2-oxido ou furoxan, que atua na tioredoxina-glutationa
redutase de S. mansoni (KUNTZ et al., 2007; SAYED et al., 2008); trioxolanos ou
ozonoides secundarios (1,2,4-trioxolanos), que compreendem numa classe de
endoperoxidos sintéticos, relativamente baratos e faceis de sintetizar, analogo as
artemisininas e com atuacao nas infecgbes experimentais por S. mansoni e S.
japonicum (CAFFREY, 2007; XIAO et al., 2007); mefloquina (um anti-malarico)
que mostrou efeito esquistossomicida para vermes jovens e adultos de S. mansoni
(VAN-NASSAUW et al., 2008; KEISER et al., 2009); acido araquidbénico que
apresentou propriedades esquistossomicidas para S. mansoni e S. haematobium
(EL-RIDI et al., 2010) e com a miltefosina (um anti-leishmaniose) que reduziu a
carga parasitaria de camundongos infectados por S. mansoni (EISSA et al., 2011).

Até o momento ndo ha ensaios clinicos com esses compostos.

Também sao feitas pesquisas com plantas medicinais, que recentemente
tem ganhado bastante destaque. De acordo com a WHO, pesquisas com essas
plantas para combate as esquistossomoses sao encorajadas, j@ que ha o
reconhecimento dessa organizagcdo que o0 conhecimento tradicional sobre
produtos da biodiversidade consiste num importante instrumento no
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos para o combate de doencas
que acometem a populagédo de paises em desenvolvimento (WHO, 2002).

A tabela 1. mostra os diferentes medicamentos anti-Schistosoma ja
utilizados para o tratamento da esquistossomose humana, além de sua acao para

outros parasitos.
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Tabela 1. Farmacos e compostos com acao

esquistossomicida ja testados em

humanos.
ANO FARMACO/COMPOSTO ESPECIE OUTROS
PARASITOS
1918 - 1927 Téartaro Emético - Compostos S. mansoni, S. haematobium, Protozoarios:
Antimoniais S. japonicum Leishmania sp.
1920 Emetina e 2,3-deidroemetina S. japonicum Protozarios:
Entamoeba sp.
1932 Lucantona S. mansoni, S. haematobium -
1955 Metrifonato S. haematobium Nematddeos
1964 Niridazol S. haematobium, S. mansoni, Protozoarios:
S. japonicum Trichomonas sp. e
Entamoeba sp.
1965 Hicantona S. mansoni, S. haematobium, -
S. rodhaini
1969 Oxaminiquina S. mansoni -
S. mansoni, S. japonicum, S. Outros
1975 Praziquantel haematobium, S. Trematddeos e
intercalatum, S. mekongi Cestodeos
1976 Amoscanato S. mansoni, S. japonicum Nemat6deos
1976 Oltipraz S. mansoni, S. haematobium, -
S. intercalatum
1978 Benzodiazepinas S. mansoni, S. haematobium -
1980 Artemisinina e derivados S. mansoni, S. japonicum, S. Protozoarios:
haematobium Plasmodium sp.
1998 Myrh S. mansoni,S. haematobium -

Fonte: CIOLI et al., 1995; HARDER, 2002; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2006; ABDUL-GHANI et al.,2009.

2.5 Desenvolvimento de tolerancia e resisténcia aos farmacos

esquistossomicidas e a busca por novas alternativas

Atualmente, a oxaminiquina e o praziquantel sdo os uUnicos farmacos

empregados no tratamento da esquistossomose mansoénica na Africa e nas

Américas (FERRARI et al., 2003). No entanto, a distribuicdo da oxaminiquina ndo
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€ adequada, uma vez que a Unica industria farmacéutica que a produz e
comercializa mantém sua producdo reduzida, legando ao praziquantel,
praticamente, a Unica forma de tratamento da esquistossomose mansénica
(KUSEL & HAGAN, 1999).

Desde a década de 1950, sabe-se que linhagens diferentes de S. mansoni
apresentam diferencas na resposta a tratamentos feitos com os mesmos farmacos
(KATZ, 2008). Nessa época foi demonstrado que a do Egito era menos
susceptivel ao tratamento com Miracil D® do que a da Libéria (GONNERT &
VOGEL, 1955).

Os primeiros casos de resisténcia a farmacos esquistossomicidas
ocorreram com a oxaminiquina e a hicantona, no Brasil (KATZ et al., 1973).
Posteriormente, estudos no Quénia (onde doses mais altas de oxaminiquina sao
requeridas em comparacdo ao Brasil) sugeriram a existéncia de vermes
resistentes antes mesmo do uso extensivo de quimioterapicos esquistossomicidas
(COLES et al., 1987). Em 1987, Kinoti propbés que o S. mansoni poderia
desenvolver resisténcia a doses terapéuticas de determinados farmacos, quando a
grande variacdo na suscetibilidade a farmacos encontrada no parasito, mesmo

naqueles provenientes de uma mesma regido, ja era conhecida.

Em 1994, Fallon & Doenhoff demonstraram experimentalmente que doses
subterapéuticas de praziquantel sobre varias geragdes de parasitos produziam

vermes menos sensiveis ao farmaco.

A resisténcia ao praziquantel foi, de fato, reportada pela primeira vez em
1995 no Egito e em Senegal (FALLON et al., 1995; ISMAIL et al., 1996).

Tanto a oxaminiquina como o praziquantel apresentam, portanto, casos de
tolerancia e resisténcia em virtude do uso regular desses medicamentos para o
controle da parasitose (LIANG et al., 2001). E relatado que diferentes cepas tém
se mostrado mais ou menos susceptiveis a tratamentos, sejam oriundas de uma
mesma regido geografica, ou de diferentes individuos numa mesma comunidade
(PARISE-FILHO et al., 2001; KATZ, 2008).
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Dessa forma, a resisténcia se torna um problema quando a quimioterapia
€ utilizada em massa, caso da China e Egito — os Unicos paises a utilizarem
quimioterapia em massa para controle da esquistossomose mansonica - visando
erradicar a parasitose apenas com uso de medicamentos, ainda mais quando as
taxas de cura n&o atingem 100%. Isso porque, a “chave” desse processo consiste
na porcentagem de vermes sobreviventes a quimioterapia que irdo contribuir para
a resisténcia da préxima geracao (ISMAIL et al., 1999; LIANG et al., 2001). Assim,
a resisténcia contribui para baixas taxas de cura e rapidas reinfeccoes logo apos o
tratamento (STELMA et al., 1995). O uso extensivo do farmaco, dessa maneira,
aumentou a preocupacao sobre o desenvolvimento de Schistosoma sp. resistente
ao tratamento (FALLON & DOENHOFF, 1994).

Assim, de acordo com a World Health Organization (WHO), em relacao a
esquistossomose mansénica, existe a necessidade constante de pesquisas nas
seguintes areas: desenvolvimento de vacina, ferramentas simples de aplicagdo em
campo para o diagnostico (como testes para antigenos circulantes na saliva, por
exemplo) e a busca continuada por farmacos (WHO, 1998).

Segundo Cioli et al. (1995), a necessidade de novos farmacos é evidente,
jA que embora existam esforcos em pesquisas, até a presente data, ndo ha
vacinas eficazes contra doencgas parasitarias. Assim, o tratamento medicamentoso
antiparasitario continua sendo o método mais eficaz. (DATE et al., 2007). Faz-se
necessario, portanto, ou a melhoria dos farmacos que ja existem para o
tratamento da esquistossomose mansénica, ou o desenvolvimento de novos
medicamentos. Ainda segundo esse autor, o custo do desenvolvimento de
compostos seguros e efetivos é extremamente alto, chegando-se ao desanimo

quanto ao sucesso na introducéo de novos esquistossomicidas no futuro.

Sendo assim, pesquisas com plantas medicinais consistem numa
alternativa bastante viavel. O uso das plantas medicinais também pode constituir
numa alternativa terapéutica muito Util tanto pela sua eficacia como pela relativa
facilidade para aquisicdo dessas plantas no Brasil, devido a grande diversidade
da flora nativa (MATOS, 1994).
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2.6 As plantas medicinais

Desde os primérdios da civilizacdo, a procura pelo tratamento das
principais doencas que acometem a humanidade tem sido uma preocupacao
constante da populagdo. Basicamente, os recursos terapéuticos utilizados eram
retirados da natureza, ou seja, de plantas, animais e minerais (MACIEL et al.,
2002; VIEGAS et al., 2006; CALIXTO & SIQUEIRA-Jr., 2008). No entanto, apenas
no século XIX, iniciou-se a procura pelos principios ativos das plantas medicinais,
criando-se 0s primeiros medicamentos com as caracteristicas que sao conhecidas
até o presente (CALIXTO & SIQUEIRA-Jr., 2008).

O conhecimento sobre plantas medicinais simbolizou, muitas vezes, o
Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje,
um tergo da populagdo mundial necessita de medicamentos essenciais e, dessa
forma, recorrem a fitoterapia como Unica fonte de tratamento. Assim, as
observacgdes populares sobre o uso e a eficacia das plantas medicinais contribuem
de forma relevante para a divulgacao das suas virtudes terapéuticas, baseadas
em informacdes que foram acumuladas durante séculos (MACIEL et al., 2002;
WHO, 2003).

Nesse sentido, paises com rica biodiversidade, como é o caso do Brasil -
que possui mais de 50.000 espécies de plantas superiores catalogadas,
compreendendo 20 a 22% do total existente no planeta -, possuem conhecimentos
tradicionais abundantes em relagdo ao uso de plantas medicinais. Estima-se que
as populagdes indigenas brasileiras dominem a aplicagdo medicinal de 1300
plantas nativas (ANTHONY et al., 2005; REIS et al., 2007).

E observado que nas regides mais pobres e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras-livres,

mercados populares e também encontradas em residéncias (MACIEL et al., 2002).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, criada no Brasil
em 2005, com os objetivos de melhorar a atencdo a saude, usar de modo
sustentavel a biodiversidade brasileira, promover fortalecimento da agricultura

familiar, gerar emprego e renda e da perspectiva de inclusdo social e regional
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(MINISTERIO DA SAUDE, 2005), aumentou o interesse por pesquisas com

plantas medicinais.

Em 2009, o Ministério da Saude divulgou uma lista com 71 plantas de
interesse do Sistema Unico de Saude (SUS), com o objetivo de orientar estudos e
pesquisas que possam subsidiar a elaboracdo da relacdo de fitoterapicos
disponiveis para uso da populacao brasileira. Nesta lista esta a Cordia verbebacea
(“erva-baleeira’/ “salicina”) (SOUZA et al., 2009).

Conforme Calixto & Siqueira-dr (2008), o mercado brasileiro de
medicamentos pode ser considerado expressivo, uma vez que o Brasil encontra-
se num processo de crescimento, aumento do PIB e distribuicdo de renda,
podendo causar aumentos significativos nesse mercado. Além disso, ocupa o 9°
lugar no mercado mundial de medicamentos, tendo sido comercializados em 2006,
mais de 8 bilhdes de dblares nesse setor (IMS, 2006). Entre marco de 2006 a
fevereiro de 2007, houve um crescimento de 12% da industria farmacéutica
brasileira (IMS, 2007). Apesar disso, a industria farmacéutica nacional, ainda é
incipiente, sendo considerada uma industria de transformacdo (CALIXTO &
SIQUEIRA-Jr., 2008).

O estudo das plantas medicinais nos paises tropicais é interessante, ja
que as espécies de plantas tropicais possuem 3 a 4 vezes mais constituintes
quimicos que as de regides temperadas. Além disso, a descoberta de novos
medicamentos a partir de uma planta medicinal faz com que esforcos de
conservacao sejam direcionados para aquele local, o que é muito importante em
se tratando de regides de florestas tropicais (RODRIGUES & WEST, 1995).

As florestas tropicais sao étimas fontes de recurso ja que, segundo Mors
et al. (2000), essas contém mais do que a metade das 500.000 espécies de
plantas catalogadas no mundo, sendo que dessas, apenas 1% tem suas
propriedades medicinais estudadas. No Brasil, com exce¢do da Amazénia, poucos
estudos com plantas medicinais de outras regides sao reportados como as de
Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Cerrado (FIGUEIREDO, 1997).
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Funari & Ferro (2005), consideram que com a expansao mundial que o
mercado de produtos derivados de plantas vem conquistando (como por exemplo:
fitoterapicos, suplementos alimentares, cosméticos, repelentes de insetos e
corantes), e que 25% dos farmacos empregados atualmente nos paises
desenvolvidos advém direta ou indiretamente de produtos naturais (YUNES &
CALIXTO, 2001), vé-se que os paises detentores de grande biodiversidade podem
participar dos mercados bilionarios como o de suplemento alimentares e o

farmacéutico.

O uso de plantas medicinais no combate a esquistossomose ocorreu pela
primeira vez, de fato, com a introducdo da emetina e a deidroemetina na
terapéutica clinica. Esses compostos sao alcaldides extraidos da Rubiaceae
Cephaelis ipecacuanha, popularmente conhecida por "ipeca". A tabela 2 mostra
extratos ou compostos estudados nos ultimos dez anos, com comprovada agao

anti-S. mansoni.

Tabela 2. Extratos e compostos de plantas com comprovada acdo anti-S.
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mansoni.
Nome cientifico Nome popular Partes Extrato/Composto Observacoes Referéncias
utilizadas da
planta
Abrus precatorius Olho-de-cabra Caule e raiz Extrato Aquoso Teste in vitro - MOLGAARD
(Fabaceae) esquistossémulo et al.,, 2001
Ozoroa insignis Folhas e raiz Extrato Aquoso Teste in vitro - MOLGAARD
(Anacardiaceae) - esquistossémulo et al., 2001
Elephantorrhiza goetzei Caule Extrato Aquoso Teste in vitro - MOLGAARD
(Mimosaceae) - esquistossémulo et al., 2001
Commiphora molmol Mirra Caule Myrrh _ SHEIR et al.,
(Bursearacae) 2001; EL BAZ
et al., 2003;
BARAKAT et
al., 2005
Nigella sativa Aleprive Sementes Oleo essencial, Teste in vivocom MAHMOUD et
(Ranunculaceae) Extratos linhagem egipcia al., 2002;
Aquoso, Etandlico e (6leo) e invitro  MOHAMED et
Cloroformico com miracido, al., 2005; EL-
cercarias e SHENAWY et
adultos (extratos) al., 2008
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Allium sativum
(Liliaceae)

Clerodendrum
umbellatum
(Verbenaceae)

Curcuma longa
(Zingiberaceae)

Zanthoxylum naranjillo
(Rutaceae)

Croton floribundus
(Euphorbiaceae)

Dryopteris sp.
(Dryopteridaceae)

Piper tuberculatum
(Piperaceae)

Baccharis
dracunculifolia
(Asteraceae)

Cratylia mollis
(Leguminosae)

Chenopodium
ambrosoides
(Chenopodiaceae)

Conyza dioscorides
(Compositae)

Sesbania sesban
(Fabaceae)

Zingiber officinale
(Zingiberaceae)

Ageratum conyzoides
(Asteraceae)

Allium cepa
(Liliaceae)

Alho

"Umbel

Clerodendrum"

Acafrao

Espinho-cinza

Capixingui

Samambaia

Pimenta

Alecrim do
campo

Camaratuba

Erva-de-Santa-

Maria

Conizia

Sesbania

Gengibre

Mentrasto

Cebola

Folhas

Folhas

Folhas

Folhas

Rizoma

Inflorescéncia

Folhas

Sementes

n.c.*

Rizoma

Folhas

Folhas
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Extrato Aquoso,
Extrato Bruto Seco

Extrato Aquoso

Curcumina

Fracdo de
Etilacetato

Acido cariénico

Floroglucinol

Piplartina

Oleo Essencial

Cramoll 1,4

Extrato metandlico

Extrato metandlico

Extrato metanélico

Extrato Aquoso

Oleo Essencial

Extrato Bruto Seco

Teste in vivo -
Linhagem
Egipcia

Teste in vivo -
Linhagem de
Camardes

Teste in vitro -
Linhagem LE

Teste in vitro -
Linhagem LE

Teste in vitro -
cercarias

Teste in vitro -
Linhagem LE

Teste in vitro -
linhagem BH

Teste in vitro -
Linhagem LE

Teste in vivo -
Linhagem BH

Teste in vivo -
linhagem egipcia

Teste in vivo -
Linhagem
Egipcia

Teste in vivo -
Linhagem
Egipcia

Teste in vivo

Teste in vitro -
Linhagem LE

Teste in vivo -
Linhagem
Egipicia

RIAD et al.,
2007;
MANTAWY et
al., 2011

JATSA et al.,
2009

MAGALHAES
et al., 2009

BRAGUINE et
al., 2009

MEDINA et
al., 2009

MAGALHAES
etal., 2010

MORAES et
al., 2010

PARREIRA et
al., 2010

MELO et al,,
2011

KAMEL et al.,
2011

KAMEL et al.,
2011

KAMEL et al.,
2011

SANDERSON
et al., 2002;
MOSTAFA et
al, 2011

MELO et al,
2011

METWALLY,
2006;
MANTAWY et
al,, 2011
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Anagollis arvensis
(Myrsinaceae)

Solanum nigrum
(Solanaceae)

Calendula officinalis
(Asteraceae)

Baccharis trimera
(Asteraceae)

Phyllantus amarus
(Euphorbiaceae)

"Scarlet n.c.
Pimpernel"
"Black Night n. c.
Shade"
Caléndula n. c.
Carqueja Folhas

Quebra-pedra Folhas

Teste in vitro e
in vivo - cercarias
de Linhagem
Egipcia

Extrato Metanélico

Teste in vitro e
in vivo - cercarias
de Linhagem
Egipcia

Extrato Metanélico

Teste in vitro e
in vivo - cercarias
de Linhagem
Egipcia

Extrato Metanélico

Teste in vitro -
Linhagemm BH

Extrato
Diclorometanico

Teste in vitro -
Linhagem BH

Fragbes 1,3 e 4
obtidas do extrato
etandlico

KAMEL et al.,
2010

KAMEL et al.,
2010

KAMEL et al.,
2010

ALLEGRETTI
et al.,, 2011

ALLEGRETTI
et al., 2011

*n. c. - Nao citado.

2.7 Cordia verbenacea

A Cordia verbenacea DC (também referida por outros nomes cientificos:

C. salicina, C. curassavica, C. cylindristachia, Lithocardium fresenii, L. salicinum e

L. verbaceum) é uma planta medicinal nativa do Brasil, popularmente conhecida

por “erva-baleeira” ou “salicina”. Pertence a familia Boraginaceae e € amplamente

distribuida ao longo da costa brasileira, encontrada principalmente do litoral de
Sao Paulo a Santa Catarina (DE-CARVALHO et al., 2004). Espécies do género
Cordia sdo encontradas nas regides tropicais e subtropicais da Asia, sul da Africa,
Australia, Guiana e América do Sul (FICARRA et al., 1995). A figura 6 mostra essa

espécie.
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Figura 6. C. verbenacea: (A) Exemplar e (B) Inflorescéncia. Fonte: cPQBA-Unicamp.

Varios compostos sdo encontrados nas suas partes aéreas, incluindo
taninos, flavonoides, mucilagens além de éleos essenciais. Essas partes, folhas e
inflorescéncias, tém sido utilizadas na medicina popular, na forma de extratos
alcodlicos e infusbes por causa de sua atividade anti-ulcera, anti-microbiana, anti-
inflamatéria, anti-reumatica e pelas suas propriedades tbnicas e analgésicas
(SERTIE et al., 1990; DE-CARVALHO et al., 2004; PASSOS et al., 2007).

Devido a diversidade de grupos quimicos encontrados em extratos dessa
planta que supostamente apresentam atividades biologicas, essa constitui num
importante material para investigacdo farmacéutica (MICHIELIN et al., 2009). Nos
ultimos anos, as acdes dos diferentes extratos de C. verbenacea vém sendo

amplamente discutidas.

Estudos pré-clinicos evidenciaram que o extrato hidroalcodlico apresenta
acado anti-inflamatéria, seja administrado por via oral ou topica. Também foi

confirmada a acéo protetora da mucosa gastrica (SERTIE et al., 2005).

A acgédo anti-oxidante do extrato etandlico foi recentemente investigada
(MICHIELIN et al., 2011), além de sua atividade para bactérias Gram-positivas

(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Enterococcus faecalis), e Gram-
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negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), obtendo-se inibicdo do
crescimento de tais bactérias (MECCIA et al.,, 2009; MICHIELIN et al., 2009) e
atividade anti-tlceras (ROLDAO et al., 2008).

Ja foi reportado que o extrato metandlico obtido das folhas, possui efeitos
na formagcdo de edemas e diminui a miotoxicidade induzida pelo veneno de

Bothrops jararacussu (TICLI et al., 2005).

Ensaios in vivo em camundongos demonstraram que o0 extrato

diclorometanico tem agao antiedematogénica (BAYEUX et al., 2002).

O ébleo essencial de C. verbenacea possui atividade anti-microbiana, pois ja
foi relatada a inibicdo do crescimento de algumas bactérias Gram-positivas em
culturas in vitro além de agao anti-alérgica. Este 6leo é composto principalmente
de mono e sesquiterpenos, dos quais 0s principais constituintes sao pineno, trans-
cariofileno e aloaromadendreno. Outros constituintes incluem humuleno,
espatulenol, gurjuneno e epoxicariofileno (DE-CARVALHO et al., 2004). O
isolamento bio-guiado do 6leo essencial, levou a identificagdo de dois compostos
ativos com acgéo anti-inflamatéria, o alfa-humuleno e o trans-cariofileno (PASSOS
et al., 2007).

Devido a acao anti-inflamatéria do 6leo essencial, foi possivel desenvolver

®), um antiinflamatério de uso

o primeiro fitomedicamento brasileiro (o “Acheflan
topico. O bleo essencial também revelou ter acao anti-alérgica (PASSOS et al.,

2007), além de ser larvicida para Aedes aegypti (SANTOS et al., 2006).

Compostos isolados das folhas dessa planta, como o flavonoide artemetina
e o0 composto polifendlico rosmarinico, contribuem para os efeitos anti-
inflamatorios sistémicos, diminuicdo na formacdo de edemas e da miotoxicidade
(SERTIE et al., 1990).

A atividade anti-parasitaria de extratos de C. verbenacea (nesse caso, do
metandlico) ja foi pesquisada para Leishmania sp. (BRAGA et al., 2007) e, no
presente trabalho, estudada para S. mansoni. Devido as suas propriedades anti-

inflamatorias (tendo em vista que as reagdes inflamatorias ao redor dos ovos do
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parasito no figado constituem na principal patogenia da esquistossomose

mansoénica), essa espécie foi escolhida para estudos in vitro.

A tabela 3. mostra resumidamente as atividades farmacoldgicas

comprovadas de C. verbenacea.

Tabela 3. Atividades comprovadas dos diferentes extratos e compostos isolados

de C. verbenacea.

Nome Cientifico

Tipo de Amostra
(Extrato ou Composto)

Atividade

Referéncia

Cordia verbenacea

Extrato Hidroalcodlico

Extrato Etandlico

Extrato metanélico

Extrato diclorometanico

Oleo essencial

Anti-inflamatoria,
Protetor da mucosa
gastrica

Antimicrobiana,
Antioxidante, Anti-
Ulceras

Diminuicao de
miotoxicidade, Anti-
pasasitaria
(Leishmania sp.)

Antiedematogenica

Anti-alérgica, Agao
larvicida (Aedes

SERTIE et al., 2005;

CARVALHO et al., 2004;
ROLDAO et al., 2008;
MECCIA et al., 2009;

MICHIELIN et al., 2009

TICLI et al., 2005;
BRAGA et al., 2007

BAYEUX et al., 2002

CARVALHO et al., 2004;
SERTIE et al., 2005;

SANTOS et al., 2006;
PASSOS et al., 2007,
Meccia et al., 2009

aegypti), Anti-
microbiana, Anti-
inflamatéria, Protetor
da mucosa gastrica
SERTIE et al., 1990

Artemetina Anti-inflamatéria

Rosmarinico Diminuicao de edemas SERTIE et al,, 1990

€ miotoxicidade

2.8 Bioensaios

O aumento da prevaléncia de helmintos parasitos resistentes aos
antihelminticos convencionais, tem sido um estimulo para diferentes programas
que exploram abordagens alternativas para controle das parasitoses (JACKSON &
COPP, 2000).

Dado ao interesse mundial em explorar atividades antihelminticas de
plantas e seus produtos, € compreensivel um crescente interesse em encontrar a
melhor forma de se “medir” a sua bioatividade. O tempo e os custos financeiros

envolvidos nos testes faz com que as técnicas de triagem, ou “screening”, tenham
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que ser sensiveis, preferencialmente com baixo custo e reproduziveis (JACKSON
& COPP, 2000).

Os compostos bioativos de plantas geralmente contém um grande namero
de metabdlitos secundarios, que podem atuar individualmente ou em combinacao,
para produzir efeitos diretos ou indiretos nos parasitos. Dessa forma, a primeira
fase da triagem, portanto, deve reduzir o nimero de candidatos para a préxima
fase, que consiste na descoberta dos compostos ativos, sendo esse um processo
mais complexo e caro. Essa fase € muito importante, ja que entender a natureza
dos compostos ativos, seu modo de acdo e seus alvos nos parasitos, vao
determinar sua aplicabilidade (JACKSON & COPP, 2000).

Ensaios in vivo e in vitro, podem ser usados para triagem. Os testes in
vitro constituem numa triagem primaria, j& que um grande numero de plantas
podem ser examinadas, contudo, podem apenas demonstrar o efeito potencial de
uma determinada planta ou extrato (CABARET et al., 2002, ATHANASIADOU &
KYRIAZAKIS, 2004; KETZIS et al., 2006 ).

Os parametros mais comumente analisados durante um teste in vitro para
helmintos sdo o desenvolvimento das larvas em vermes adultos e a viabilidade
dos adultos, em que sdo observadas a motilidade, oviposicao, alteracoes

tegumentares e em 6rgaos internos, acasalamento e morte desses individuos.

E importante lembrar, no entanto, que os testes in vitro irdo,
inevitavelmente, mostrar uma série de aspectos positivos que poderao ser
diferentes nas condi¢bes fisico-quimicas do organismo do hospedeiro, podendo
apresentar pouca ou nenhuma atividade in vivo (JACKSON & COPP, 2000).

Nos testes in vivo, a avaliagdo da atividade do extrato deve seguir alguns
critérios quantitativos como quantidade/porcentagem de vermes dentro do sistema
porta hepatico e nas visceras, propor¢cdo entre machos e fémeas, reducdo do
numero de vermes e de ovos eliminados para o ambiente externo ou retidos nos
tecidos (CABARET et al., 2002; ATHANASIADOU & KYRIAZAKIS, 2004; KETZIS
et al., 2006).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Analisar a acdao das amostras derivadas de C. verbenacea e da
artemetina em adultos de S. mansoni, in vitro e in vivo, visando a obtencao de

uma nova alternativa terapéutica para a esquistossomose mansoénica.
3.2 Objetivos especificos
- Obter as amostras derivadas de C. verbenacea;

- Analisar in vitro a acao dessas amostras e da artemetina sobre
a viabilidade de casais adultos de S. mansoni por meio de
alteracbes na motilidade, tegumento, estruturas internas,
acasalamento, oviposi¢cao, contragdo muscular e mortalidade,
bem como determinar suas DLs 50 e/ou 90.

- Analisar in vivo a agao das amostras de maior atividade in vitro,
avaliando as alteracées na postura dos ovos e sua acédo na
sobrevida dos vermes adultos;

- Analisar a acao dessas na formagao de granulomas no figado,
intestino, baco e pulmdes de camundongos infectados com o
helminto, por meio de observagdes histoldgicas;

- Analisar a acdo dessas sobre as alteragcbes morfoldgicas no
tegumento de machos e fémeas do verme, por meio de

microscopia eletrénica de varredura.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material Vegetal

A C. verbenacea utilizada foi cultivada no campo experimental do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP)
situado na cidade de Paulinia-SP. Uma exsicata da espécie esta depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Campinas, sob o niumero UEC 112744

Fernando de Oliveira (identificador).
4.2 Fitoquimica
4.2.1. Obtencao do Oleo Essencial (OE) de C. verbenaceae

O d6leo essencial (OE) foi obtido a partir de 400 kg das folhas frescas por
arraste a vapor em um sistema de destilacdo composto por uma dorna de inox
acoplada a um condensador de serpentina de ago inox com capacidade para 450
L. Apods 1 hora e 30 minutos de extracao, o OE foi recolhido em vaso separador

de aco inox, separado em funil de separacao e estocado em freezer.

4.2.2 Obtencao do Extrato Etandlico (EE) e Fragcoes Aquosa (FAEE)
e Organica (FOEE)

Parte das folhas umidas resultantes da extracdo do OE (10 kg) foram
extraidas com etanol 96% (70 L) por agitacdo mecénica (80 rpm) durante 6 horas
a temperatura ambiente, seguido de filtracdo a vacuo. O solvente foi evaporado
em evaporador rotativo até a observacdo de formacdo de em duas fases. As
frac6es aquosa - FAEE (menos densa) - e organica - FOEE (mais densa) - foram
separadas e evaporadas a vacuo em rotoevaporador, analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e submetidas aos ensaios de atividade

anti-S. mansoni.
4.2.3. Fracionamento da FOEE em Coluna Seca

A FOEE (1,15 g) foi fracionada em coluna seca utilizando como suporte
membrana de acetato de celulose (didmetro de 1,5 cm) empacotada com silica gel
60 Merck (0,063 — 0,200mm) até 40 cm de altura, utilizando diclorometano e
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metanol (CH2Cl2:MeOH 95:5) como eluente. Apo6s término da eluigéo, a coluna foi
cortada em 4 fracdes de 10 cm e as fragdes foram transferidas individualmente
para frascos do tipo “snap-cap” e ressuspendidas em acetato de etila, analisadas
por CCD e em seguida, as fracdes semelhantes foram agrupadas e filiradas a
vacuo, lavando-se os residuos das silicas com acetato de etila. Ap6s evaporacao
do solvente em rotaeporador foram obtidas as seguintes fragdes: F1-2, F3 e F4-5.
As fracdes foram analisadas por CCD e submetidas aos ensaios de atividade anti-

S. mansoni.
4.2.4. Fracionamento da F3 em Coluna Seca

A F3 (0,25 g) foi fracionada em coluna seca de modo analogo ao descrito
acima e apdés término da eluicdo, a coluna foi cortada em 9 fracbes de 5 cm e as
fracOes transferidas individualmente para frascos adequados e ressuspendidas em
acetato de etila, analisadas por CCD e em seguida, as fracbes semelhantes
foram agrupadas e filtradas a vacuo, lavando-se o0s residuos das silicas com
acetato de etila. Apds evaporacao do solvente em rotaeporador foram obtidas as
fracbes F3.5, F3.6 e F3.7-3.9. As fragbes F3.1-F3.4 foram descartadas. As
fracdes foram analisadas por CCD e submetidas aos ensaios de atividade anti-S.

mansoni.
4.3. Métodos analiticos
4.3.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O EE, FOEE e FAEE e fracbes obtidas das colunas secas
(refracionamentos) foram analisados por CCD, utilizando placas de silica gel 60
Fasa — Merck. Os eluentes utilizados nas analises foram definidos de acordo com
as caracteristicas dos compostos presentes nas amostras. As placas foram
analisadas sob luz UV (I 254 e 366 nm), seguidas de revelagdo com solucdo de

anisaldeido e aquecimento em estufa a 100°C.
4.4 Solubilizacao das Amostras

O OE, FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina foram solubilizados

em solucédo tampéao PBS 2% (Phosphate Buffered Saline), usada como veiculo,
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acrescentando 0,05% de Dimetil Sulféxido minimun (DMSO) 99,5% para a FOEE,
refracionamentos e artemetina. Foi utilizado banho de ultrassom durante o

processo de solubilizagao.
4.5 Estudos de Atividade Bioldgica

Essa etapa do projeto foi desenvolvida no Departamento de Biologia
Animal, Laboratério de Helmintologia, Instituto de Biologia, Universidade Estadual
de Campinas.

4.5.1 Obtencao da Linhagem de S. 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 B. glabrata (hospedeiro intermediario) e Mus musculus,
linhagem Swiss (hospedeiro definitivo).

4.5.2 Animais Hospedeiros

Os moluscos planorbideos foram mantidos em tanques (50 L) e
alimentados, diariamente, com folhas de alface frescas e racdo para roedores
triturada com adicao de carbonato de célcio 10% (SOUZA et al., 1987), até que
atingissem o tamanho ideal para poderem ser infectados (6 a 10 mm de diametro).

Para os ensaios in vitro foram utilizados camundongos (Mus musculus)
Swiss e para os in vivo, camundongos isogéncios Balb/c. Foram utilizadas fémeas,
com 30 dias de idade e pesando aproximadamente 20 g. Ambas as linhagens de
camundongos foram fornecidas pelo Centro Multidisciplinar para Investigacéo

Biolégica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas com tampas metalicas e
alimentados com ragao autoclavada e agua filtrada “ad libitum”. Os camundongos
Balb/c foram mantidos em ambiente isolado (Estante Ventilada ALESCO). No

manejo receberam maravalha autoclavada em duas trocas semanais.
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4.5.3 Manutencao do Ciclo Evolutivo de S. mansoni

Para a infeccdo dos hospedeiros intermediarios, foram utilizados dez
miracidios (linhagem BH) obtidos pelo método da tamisacao das fezes (coletaram-
se fezes de camundongos, infectados ha sessenta dias, dissolvendo-as na agua e
macerando-as; em seguida essas foram peneiradas utilizando-se malha de 100 e,
posteriormente, de 400 micras).

O conteudo adquirido com a tamisacao foi concentrado em uma placa de
Petri e exposto a luz e temperatura de 28 °C durante uma hora, para eclosao das
larvas. Essas foram pipetadas, colocadas em frasco do tipo “snap-cap” juntamente
com um unico exemplar de B. glabrata - utilizando-se dez individuos por molusco -
e expostas por duas horas ao calor e iluminagao.

Em cada ciclo de infeccdo foram expostos oitenta moluscos para que
fornecessem uma quantidade razoavel de individuos positivos a fim de se obter
equilibrio entre os sexos do parasito no camundongo (PELLEGRINO & KATZ,
1968). Apos o periodo de exposicao, os planorbideos foram mantidos em aquarios
de vidro (SOUZA et al., 1987).

Decorridos 35 a 40 dias de infecgédo, os hospedeiros intermediarios foram
colocados em recipiente de vidro com agua filtrada e declorada e submetidos a
calor e iluminagdo por duas horas, a fim de eliminar cercarias. Essas foram
recolhidas em placa de Petri, utilizando-se estereomicroscopio (20x), separadas e
colocadas em tubos de ensaio.

Para a infecgcdo dos hospedeiros definitivos foi utilizada a técnica de
imersao caudal em suspensao cercariana, durante duas horas de exposigao a luz
e temperatura de 28 °C (OLIVIER & STIREWALT, 1952). Para conter os
camundongos durante esse periodo, foram utilizados dispositivos de contencéo de
camundongos. As fémeas de camundongos Balb/c e Swiss foram infectadas

individualmente com setenta cercarias da linhagem BH.

Para cada ciclo de infecgdo foram utilizados 30 animais distribuidos em

seis gaiolas, com cinco camundongos em cada uma. No final do processo o
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conteudo de cada tubo de ensaio, referente a cada camundongo, foi analisado

para contar quantas cercarias ndo penetraram no animal.
4.6 Ensaios In Vitro
4.6.1 Obtencao dos Vermes Adultos

Para obtencdo dos vermes adultos, foram infectados, previamente,
camundongos Swiss com S. mansoni, linhagem BH, conforme o tépico 4.5.3. Ap6s
60 dias de infeccéo, os animais foram eutanaziados, por deslocamento cervical, e
0os vermes adultos recolhidos através da perfusdo do sistema porta-hepatico
(YOLLES et al, 1947). Com o uso de esteromicroscopio (10x) os casais de
vermes foram selecionados, em seguida, lavados em solugao estéril de NaCl 0,9%
e posteriormente em meio de cultura RPMI 1640, esterilizado por filtracao,
acrescido de penicilina/estreptomicina 0,01%.

4.6.2 Grupos Experimentais

O OE, FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina, em diferentes
concentragoes, foram aplicados em 5 réplicas (tabela 4), diretamente sobre o0 meio
de cultura onde estavam os casais de S. mansoni, para avaliagao de seu efeito na
viabilidade dos vermes.

Foram testadas 4 diferentes concentragées dessas amostras: 400 (C1);
200 (C2); 100 (C3) e 50 (C4) ug/mL, distribuidas aleatoriamente na placa de
cultura. Essas mesmas concentragdes também foram utilizadas para analisar a

acao do PZQ sobre os mesmo parametros.
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Tabela 4. Distribui¢cao d

perimentais na placa de cultura (24 pocos).

0S grupos ex
2

1 3 4 5 6
Pocos

A C1: C1: C3: C2: C4: C2:

400 pg/mL 400 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 50 pg/mL 200 pg/mL
B C4: C1: C3: C2: C3: C3:

50 pg/mL 400 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL
Cc CONTROLE C4: CONTROLE C1: Cc2: CONTROLE

50 pg/mL 400 pg/mL 200 pg/mL

D C2: C3: C4: C1: CONTROLE C4:

200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 400 pg/mL 50 pg/mL

C1 — concentragéo de 400 pg/mL, C2 — 200 pg/mL, C3 — 100 pg/mL, C4 50 pg/mL, CONTROLE — Grupo sem adigéo de
extratos, fragdes, composto ou farmaco.

Em cada pogco foram acrescentados, além das concentragbes dos

extratos a serem testadas, 2 mL do meio de cultura e 1 casal de S. mansoni.

Durante o periodo de observacgéao, as placas de cultura foram mantidas em estufa

de CO, a 37 °C. O grupo controle foi mantido sob as mesmas condigdes, porém

sem a adicao de extratos, fracbes, composto ou farmaco.

figura 7 mostra o esquema experimental dos testes in vitro.

A viabilidade dos vermes foi avaliada em intervalos de tempo crescentes e
regulares (1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 24h, 48h e 72h), ap6s a adicdo das amostras. A
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Camundongos Swiss infectados pela imersao caudal em suspenséo cercariana com 100 cercarias
de S. mansoni— linhagem BH

Vermes adultos com
60 dias

Vermes adultos obtidos pela perfusdo do sistema porta-hepatico

!

Placa de cultura com 24 pogos
Meio RPMI
Penicilina/estreptomicina

Controle negativo

(sem adicdo de 1 casalde OE, FAEE, FOEE,
amostras/farmacos) > verme por ¢ refracionamentos e
Controle positivo poco artemetina
(PZQ)

l

(87°C, CO» 5%)
Observagdes durante
72 horas

l

Microscopia optica
Observagdes sobre a viabilidade dos
vermes:

Mortalidade
Atividade Motora
Acasalamento
Oviposigao
Alteragdes Tegumentares,
musculares, Orgaos internos

Figura 7. Esquema experimental dos ensaios in vitro. Adaptado de MORAES, 2011a.
4.6.3 Avaliacao dos grupos experimentais

A avaliagdo do efeito do extrato aquoso, 6leo essencial, fragdo organica,
refracionamentos e artemetina, além do PZQ, foi feita utilizando-se microscopio
invertido (100x). Foram analisadas as possiveis alteracées (BARKER et al., 1966;
TOMOSKY et al., 1974; Da-SILVA e NOEL, 1995; MENDONCA-SILVA et al.,
2002; BECKMANN & GREVELDING, 2010; MORAES, 2011; MAGALHAES et al.,
2011):

a. Na atividade motora
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- atribuiu-se “+++” para movimento intenso, ou seja, quando havia
rapidos encurtamento e prolongamento do corpo, movimentos ondulatérios e
ondas peristalticas propagadas ao longo do corpo, no eixo anterior/posterior que

causavam deslocamento global do verme;

- atribuiu-se “++” para movimento intermediario e “+” para pouco
movimento, ou seja, quando o movimento ondulatério do corpo do parasito (parcial
ou de uma extremidade a outra) era apenas superficial, ndo sendo suficiente para

levar o verme ao deslocamento;

- atribuiu-se “-” para os mortos, ou seja, aqueles que apresentavam

total imobilidade;

- as redugdes na movimentagao foram consideradas leves ("++") e

significativas (entre "+" e "-");
b. Na contragdo muscular

- considerou-se que 0s vermes apresentavam-se contraidos quando
havia encurtamento do corpo, seguida de diminuicdo significativa da

movimentacao;
c. No tegumento

- considerou-se que o tegumento estava alterado quando houve
ruptura deste ou destruicdo de tubérculos nos vermes machos e "peeling" nas

fémeas;
d. Nas estruturas internas

- considerou-se que as estruturas internas estavam alteradas quando
havia protuberancias localizadas posteriormente ao ovario das fémeas (conforme

descrito por Beckmann & Grevelding, 2010, e mostrado na figura 8).
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Figura 8. Alteracao em 6rgaos internos exibidas pela fémea adulta de S. mansoni,
durante teste in vitro. Foto: Claudineide Nascimento Fernandes de Oliveira.

e. No acasalamento
- através da separacgao dos casais;
f. Na oviposigao

- através de reducdes ou aumento da postura dos ovos no decorrer

do experimento;
g. Na sobrevida

- através da porcentagem de vermes mortos com o término do

experimento.

As vantagens de se analisar visualmente (por microscopia) as alteracdes
na viabilidade dos vermes séo, segundo Noél (2008), o baixo custo, a facilidade de

observacgéo além da riqueza das informagdes que podem ser obtidas.
4.6.4 Calculo das DLs 50 e 90

As DLs 50 e/ou 90 do OE, FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina

foram calculadas por meio do programa Origin 7.
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4.7 Ensaios in vivo
4.7.1 Tratamento dos Camundongos

Os animais foram tratados por via oral, por meio de gavagem (DELGADO
et al.,, 1992), com as amostras que apresentaram melhor acdo sobre os vermes
nos ensaios ‘“in vitro”. Uma hora antes do tratamento a racao foi retirada para

facilitar a gavagem.

Os camundongos foram divididos em dois grandes grupos (um deles
recebeu tratamento apos 45 dias de infeccao e o outro apds 60) sendo que em
cada grupo, dez animais receberam uma determinada concentracdo do extrato ou
da fracdo a ser testada (grupo teste); para os outros dez a mesma concentracao,
dessa vez com PZQ e para os dez restantes, Tampao PBS (grupo controle).
Foram administrados 0,3 mL de cada solugdo do farmaco por animal. Para
tratamentos feitos aos 45 dias de infeccdo, foram testadas as concentragdes de
40, 100, 200 e 300 mg/kg e, aos 60 dias, de 40 e 200 mg/kg. A figura 9 mostra o
esquema de tratamento dos camundongos.
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Tratamento apos 45 dias de infeccao J

\\\\\

LN
o s

Tratamento ap6s 60 dias de infeccao J

—J —J —J

Figura 9. Esquema experimental de tratamento dos camundongos Balb/c.
4.7.2 Anadlise do Tratamento

Depois de 15 dias de efetuado o tratamento, periodo correspondente a
eliminagcéo dos parasitos, os camundongos foram eutanaziados por deslocamento
cervical e os vermes coletados pela perfusdao do sistema porta-hepatico (YOLLES
et al., 1947). Foram contados 0s numeros de machos, fémeas e casais

encontrados.
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Parte do figado e do pulméo foi comprimida entre placas de vidro para
verificar o deslocamento do verme do sistema porta-hepatico para outros locais.

Do intestino grosso foram retirados fragmentos para realizacdo do
oograma (os fragmentos de 1 cm foram retirados da regido do co6lon ascendente;
para tanto, contou-se 3 cm a partir do ceco - quadrante iliaco direito - retirando
sempre a mesma porcao do intestino para todos os camundongos) e tiveram
contados 0s ovos nos seus diferentes estagios de maturidade (12 a 5° estagio e
ovos mortos), a fim de saber se o extrato e a fragédo interferiram na viabilidade dos
mesmos (HERMETO et al., 1994). Para tanto, foram analisados 10 campos
aleatérios, no microscépio Optico com o aumento de 100 vezes. A classificagao
dos estagios de desenvolvimento seguiu o critério proposto por Pellegrino et al.
(1962).

As fezes dos camundongos também foram analisadas, ap6s 15 dias de
tratamento, utilizando-se 0 método quantitativo de Kato & Miura (1954) modificado

por Katz et al. (1972) para a contagem de ovos.

Para analisar se houve ganho de peso do grupo tratado em relacdao ao
grupo controle positivo e animais sadios ou grupo controle negativo, néo
infectados (eutanaziados com a mesma idade dos outros animais) o0s
camundongos foram pesados. O figado e o bago também foram pesados para

analisar a hepatoesplenomegalia em compara¢ao ao grupo controle positivo.

Todos os procedimentos acima relatados foram também realizados para
0s grupos de animais controle positivo, ou seja, aqueles que receberam somente
Tampéo PBS.

4.7.3 Observacoes Histologicas

Foram retirados fragmentos do figado (lobo caudal), intestino (mesma
regido usada na confeccdo dos granulomas), baco (metade inferior) e pulmao
direito, posteriormente fixados em formol 10%. Foram escolhidos aleatoriamente
trés camundongos para terem seus Orgdos analisados histologicamente,

correspondente a cada tratamento e concentragao.
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A coloracao foi feita pela Hematoxilina de Ehrlich e Eosina Y 0,5% e a
espessura dos cortes foi de 5 um. Os granulomas foram medidos e contados com
o auxilio do programa “Image Manager 50", contando-se 0s granulomas presentes

em aproximadamente 1cm?®.
4.8 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras que apresentaram melhor atividade nos testes in vitro e in

vivo tiveram analisadas sua acao no tegumento de S. mansoni.

Para tanto, foram feitos testes in vivo com essas amostras, utilizando a
concentragao de 300 mg/kg. Os procedimentos de infecgao, tratamento (feito apds
45 dias de infeccdo) e obtencdo dos vermes adultos foram feitos conforme os
topicos 3.2.3, 3.4.2 e 3.3.1, respectivamente.

Os vermes recuperados do sistema porta-hepatico dos camundongos
Balb/c, foram lavados em solucao estéril de NaCl 0,9%. Em seguida, foram fixados
por 24 horas em glutaraldeido 2,5%, tamponado em pH 7,2 com solucado de
cacodilato de sédio 0,1M. Posteriormente o material foi lavado durante 2 horas
com essa mesma solugcdo tampdo, trocando-a a cada 10 minutos. Apds a
lavagem, foram pds-fixados em tetroxido de 6smio a 1%, durante 2 horas, ao
abrigo da luz. Novamente, o material foi lavado em tamp&o cacodilato de sodio
durante 1 hora, trocando a solugéo a cada 30 minutos. A desidratacao foi feita em
série crescente (50% - 70% - 80% - 95% - 100%) de solucéo de etanol durante 30
minutos para cada série e secas em camara de ponto critico Balzers, modelo CPD
30.

As amostras ja secas foram montadas sobre ‘stubs’ de aluminio e
cobertas com uma fina camada (aproximadamente 20 nm) de ouro no sputter
coatter Bal-Tec/Balzers modelo SCD 50. O material foi analisado em

Ultramicroscopio Eletrénico de Varredura Jeol JSM 5800LV.
4.9 Comiteé de Etica

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica
na Experimentacao Animal da Unicamp (CEE-Unicamp), sob protocolo n° 1899-1,
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por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

4.10 Analises Graficas e Estatisticas

As analises graficas e estatisticas foram realizadas com auxilio dos

programas Excel versdo 2007 (Microsoft) e Bioestat versao 5.0.

A comparacao entre os conjuntos experimentais nos testes in vitro e in
vivo foram feitos com os testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls,
considerando significativas as diferencas com p < 0,05. Para o parametro "area"
dos granulomas foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e Tukey, também
com indice de probabilidade de p < 0,05.

Nos testes in vivo, as porcentagens de eficiéncia para vermes (reducao de
vermes) e ovos (redugao de ovos) foram obtidas por meio da férmula: Redugao de
Vermes ou Reducao de Ovos = (vermes ou ovos no grupo controle - vermes ou
0ovOsS no grupo teste/vermes ou ovos no grupo controle) x 100. A Razao Relativa
ao Sexo (R.R.S.) foi obtida da seguinte forma: R.R.S. = (vermes machos/fémeas
no grupo teste)/(vermes machos/fémeas no grupo controle). A porcentagem de
fuga dos vermes para o figado foi calculada por: Fuga para o Figado = (numero de
vermes no figado/total de vermes) x 100 (DELGADO et al., 1992).
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5. RESULTADOS
5.1 Estudos Fitoquimicos

A figura 10, presente na préxima pagina, mostra o esquema de obtencgao
do EE a partir do residuo das folhas de C. verbenacea, bem como das FAEE,
FOEE e seus refracionamentos (F1-2; F3; F4-5; F3.5; F6; F3.7-3.9), além dos

rendimentos das amostras utilizadas nos ensaios in vitro e/ou in vivo.
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C. verbenacea
Folhas frescas

|

r

, [,
Oleo Essencial 10 kg
1,2% Material vegetal Umido
-
70 L Etanal 96%
w
Agitagdo mecanica
(80 rom) por 6 h
~

Filtracho a waciuo

¥ v
Extrato Etandlico Residuo da planta Descarte
EE
T Ty oy
[,
Secagem em
rotaevaporador
|
! | ]
Fragdo Aquosa (FAEE) Fragdo Organica (FOEE)
347,1g 102.8 ¢
S - |
+
Fracionamento da FOEE por coluna seca
(CSFO EE)
1,15 g da tracsc organica
CHL G MaOIH (95 5)
¥ 1,5 o
4 Fraghas oda 10 om
+ + *
Fragdo 1-2 Fragdo 3 Fragdo 4-5
105,0 mg 530,8 mg 461,5 mg
oy
r
Fracionamento da Fragdo por coluna seca
-
0,25 g da fra¢ao 3
CHaC MeH {(95:5)
1.5 cm
8 Fragdes de 5 cm
+ ! +
Fragdo 3.5 Fragdo 3.6 Fragdo 3.7-3.9
36,0 mg 90,6 mg 116,8 mg

Figura 10. Obtencao e rendimento (mg) das amostras de C. verbenacea.
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O EE e as FAEE e FOEE foram analisados por CCD, conforme mostra a

figura 11.

- CHcusMeoR _(79230) _ _ B
‘ ' ’ S Baixa polaridade
3 ‘ ki > Média polaridade
=
e
B

. : ? : 9 j Alta polaridade
Artemetina FOEE EER E 7EE_ FAEE

Figura 11: CCD do EE e das FOEE e FAEE. Eluente: CHCI3:MeOH (70:30v/v).
Visualizagdo em luz UV (254 e 366 nm). Revelador: solugao de anisaldeido.

O EE e as FAEE e FOEE foram analisados por CG-EM, porém esta técnica
mostrou-se inadequada para analise dessas amostras devido a presenca de
compostos de alta polaridade. Sendo assim, o monitoramento do fracionamento
quimico foi feito somente por CCD. As FAEE e FOEE, além do OE, foram
submetidas aos ensaios de atividade anti-S. mansoni, in vitro, e a FOEE foi

selecionada para dar continuidade aos estudos quimicos.

A FOEE foi fracionada em coluna seca, fornecendo trés fracdes: F1-2, F3 e
F4-5. Foi feita a andlise por CCD utilizando o eluente CHCI3:MeOH (95:05 v/v) o
que permitiu uma melhor separacao das substancias na placa, como pode ser

visto na figura 12.
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\ Baixa polaridade

> Média polaridade

-
-4
. 8 & y, .
FOEE ™~ F1.2 Alta polaridade

Artemetina FOEE

Figura 12: CCD da FOEE e das fragbes da coluna seca: F1-2, F3 e F4-5. Eluente:
CHCI3:MeOH (95:05v/v). Visualizagao em luz UV (254 e 366 nm). Revelador: solucéao de

anisaldeido.
As F1-2, F3 e F4-5 foram submetidas aos ensaios de atividade anti-S.
mansoni, in vitro, e a F3 foi selecionada para dar continuidade aos estudos

quimicos. Sendo assim, a F3 foi refracionada em coluna seca, obtendo-se as trés

fracdes: F3.5, F3.6 e F3.7-3.9, que foram analisadas por CCD (figura 13).

83



RESULTADOS

\ Baixa polaridade

> Média polaridade

| 3 j Alta polaridade
Artemetina FOEE F3  F3.5 F3.6 F3.7-3.9

Figura 13: CCD das F3, F3.5, F3.6 e F3.7-3.9. Eluente: CHCI3:MeOH (95:05v/v).
Visualizagao em luz UV (254 e 366 nm). Revelador: solugao de anisaldeido.

A artemetina (figura 14), isolada anteriormente em outros estudos
efetuados no CPQBA, foi comparada por CCD com a FOEE (figura 10) onde foi
possivel confirmar sua presenca na FOEE. As F3 e F3.6 também apresentam a
artemetina em sua composicao (figuras 12 e 13). Sendo assim, esta substancia foi

também encaminhada aos ensaios de atividades anti-S. mansoni, in vitro.
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Baixa polaridade

_/

> Média polaridade

_ j Alta polaridade
Artemetina ~"FOEE

Figura 14: CCD da artemetina isolada e da FOEE. Eluente: CHCIl3:MeOH
(95:05v/v). Visualizacdo em luz UV (254 e 366 nm). Revelador: solucdo de
anisaldeido
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5.2 Ensaios in vitro

5.2.2 Sobrevida de adultos de S. mansoni em presenca de OE,
FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina, extraidos de C. verbenacea

A mortalidade dos adultos de S. mansoni foi monitorada durante as cinco
primeiras horas ap6s a adi¢cdo da amostra testada e depois, a cada 24 horas até
completar 72 horas de observacao. Verificou-se que a morte dos vermes foi
diretamente dependente da concentragcao administrada.

Todas as amostras provocaram a morte dos vermes, porém em diferentes
porcentagens. Taxas de mortalidades mais altas foram observadas para a FOEE,
em comparacao a FAEE e OE. Por essa razao, foi submetida ao fracionamento e,
deste, as F3 e F4-5 apresentaram atividades parecidas em relacdo a mortalidade,
porém a 3 mostrou-se mais ativa, principalmente nas concentragées de 50 e 100
ug/mL. Além disso, atividade esquistossomicida parecida com a obtida pelo
praziquantel (PZQ - grupo controle positivo) foi observada para essa fragdo. Dessa
forma, a F3 foi refracionada.

Das fragbes obtidas pelo refracionamento da F3, a F3.7-3.9 demonstrou-
se mais ativa que as outras oriundas desse, porém, apresentou-se menos ativa
que as FOEE e F3.

Foi possivel analisar que a medida em que efetuou-se o refracionamento
da F3, a atividade esquistossomicida das amostras foram decrescendo,
principalmente nas concentragdes mais baixas (50 e 100 pug/mL) como mostra a
tabela 5. Em relagdo ao grupo controle negativo (sem adicdo de
amostras/farmacos) nao foi observada mortalidade.
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Tabela 5. Porcentagem de vermes mortos ao final do experimento com as
amostras derivadas de C. vebenacea.

Mortalidade (%)

0 50 100 200 400
Hg/mL

OE 20 30 30 30
FAEE 10 20 30 30
FOEE 60 90 100 100
F1-2 10 20 20 70
F3 80 90 100 100
F4-5 70 80 100 100
F3.5 20 20 20 80
F3.6 50 60 80 100
F3.7-3.9 60 80 90 100
Artemetina 40 40 60 90
PzQ 90 90 100 100

Controle negativo* -

**DMSO 0,05% -

Em negrito: amostras que apresentaram maior atividade esquistossomicida.*Controle negativo - sem adigcdo de
amostras/farmacos. **DMSO 0,05% - Controle feito com DMSO 0,05%

Nem todas as amostras testadas apresentaram acao esquistossomicida
para 100% dos vermes, caso do FAEE, OE, F1-2, F3.5 e do composto artemetina
que apresentaram mortalidade, respectivamente, de até 30, 70, 80 e 90% com a

maior concentracao (400 pg/mL).

O tempo em que houve 100% de mortalidade para os vermes também
variou conforme a amostra. Com excecao da F3.6, todas as outras apresentaram
tempo de acdo esquistossomicida parecidos ou superiores ao PZQ, como pode
ser visto na tabela 6.

87



RESULTADOS

Tabela 6. Amostras derivadas de C. verbenacea que apresentaram acao
esquistossomicida para 100% dos vermes em relagdo ao tempo.

Tempo de 100% de mortalidade (horas)

50 100 200 400

Hg/mL
FOEE . : 48 hs 48 hs
F3 - - 72 hs 24 hs
F4-5 - - 48 hs 24 hs
F3.6 - - - 72 hs
F3.7-3.9 - - - 48 hs
PZQ - - 72 hs 48 hs

F3 e F4-5 - obtidas do fracionamento da FOEE; F3.6 e F3.7-3.9 - obtidas do refracionamento da F3.

Em relacdo a mortalidade de machos e fémeas foi observado que em
todas as amostras testadas, principalmente com concentragdes mais baixas (100
a 50 pg/mL), houve acéao preferencial pelos vermes machos como pode ser visto
nas figuras 15 a 17. Ensaios feitos com o PZQ obtiveram-se esse mesmo
resultado, conforme mostra a figura 18.
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A. C. verbenacea: OE
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0a5h 24h 48h 72h 0Oa5h 24h 48h 72h
Mortalidade dos vermes machos Mortalidade dos vermes fémeas
Periodo de observacédo (horas)
B. C. verbenacea: FAEE
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g 80 -
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m
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C. C. verbenacea: FOEE
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£ s0
@
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=
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5
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72h 0a 24h 48h 72h
Sh

Oa 24h 48h
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Periodo de observacdo (horas)

W 50 pg/mL

W 100 pg/mL
200 pg/mL

= 400 pg/mL

W50 pg/mL
m 100 pg/mL
200 pg/mL

W 400 pg/mL

m 50 pg/mL

m 100 pg/mL
200 pg/mL

= 400 pg/mL

Figura 15. (A) (B) e (C): Agédo de OE, FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina
extraidos de C.verbenacea sobre a mortalidade de adultos de S. mansoni, machos e
fémeas, em relacdo ao periodo de observacdo. Nao houve mortalidade para os grupos

controles negativo (sem adi¢cdo de amostras/farmacos).
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C. verbenacea: F1-2
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C. verbenacea: F4-5

100
80
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40 B 50 pg/mL

20 B 100 pg/mL
0

Oa 24h  48h  72h Oa 24h  48h  72h 200 pg/mL

5h 5h M 400 pg/mL

Morte dos vermes machos Morte dos vermes fémeas

Periodo de observagdo (horas)

Figura 16. (A) (B) e (C): Acéo das F1-2, F3 e F4-5, obtidas do fracionamento da FOEE de
C. verbenacea, sobre a mortalidade de adultos de S. mansoni, machos e fémeas, em

relacdo ao periodo de observacdo. Nao houve mortalidade para os grupos controles
negativo (sem adi¢cdo de amostras/farmacos).
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A C. verbenacea: F3.5
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c C. verbenacea: F3.7-3.9
100 -+
— 80 -
&
5 60 -
§ W50 pg/mL
E 40
E M 100 pg/mL
= 20 - 200 pg/mL
0 — M 400 pg/mL
Oas5h 24h 48h 72h 0as5h 24h 48h 72h
Morte dos vermes machos Morte dos vermes fémeas
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Figura 17. (A) (B) e (C): Agcdo das F3.5, F3.6 e F3.7-3.9, obtidas do
refracionamento da F3, sobre a mortalidade de adultos de S. mansoni, machos e
fémeas, em relacdo ao periodo de observacao. Nao houve mortalidade para os
grupos controles negativo (sem adicao de amostras/farmacos).
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C. verbenacea: Artemetina
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Figura 18. (A) e (B): Acao da artemetina e do PZQ sobre a mortalidade de adultos
de S. mansoni, machos e fémeas, em relagdo ao periodo de observacdao. Nao

houve mortalidade para os grupos controles negativo (sem adicdo de
amostras/farmacos).
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5.2.3 Efeito de OE, FAEE FOEE, refracionamentos e artemetina,
extraidos de C. verbenacea, na atividade motora e acasalamento de adultos

de S. mansoni

Todas as amostras testadas causaram alteragcdes na atividade motora do
parasito. A porcentagem total de vermes que sofreram redugbes na atividade
motora, leves ou significativas, foi diretamente proporcional a concentracao

testada e ao tempo de observacdo, como pode ser visto nas tabelas 7 a 16.

Reducbes significativas na atividade motora de até 100% foram
observadas para as FOEE, F3 e F4-5 com as concentragdes de 200 e 400 pg/mL;
3.5 com a concentracao de 400 ug/mL, F3.6 e F3.7-3.9 com as concentracdes de
100, 200 e 400 pg/mL. Apesar dessas duas ultimas fragdes terem apresentado até
100% de reducdo na atividade motora para a concentracado de 100 pg/mL, essas

nao foram suficientes para provocar a morte de todos os vermes.

O grupo controle negativo (sem adicao de amostras/farmacos) nao sofreu
alteracdes na motilidade. O grupo controle DMSO 0,05% apresentou reducéao leve
na atividade motora para 75% dos vermes (tabela 18), contudo, ndo foi suficiente
para provocar mortalidade. O grupo controle positivo (com adicdo de PZQ)
apresentou redugdes significativas na movimentacao para 100% dos vermes em
todas as concentracdes testadas (tabela 17), porém essas estédo relacionadas a
morte de todos os vermes somente com as concentragdes de 200 e 400 pg/mL.
De todas as amostras testadas, a F3 foi a que se mais se aproximou do resultado
observado para o PZQ (80 e 90% de alteragdes significativas com as
concentragbes de 50 e 100 pg/mL, respectivamente, e 100% para as

concentragdes de 200 e 400 pg/mL).

As amostras também tiveram agédo sobre 0 acasalamento dos vermes. Ao
término dos experimentos a porcentagem de vermes separados foi superior a do
grupo controle negativo e DMSO 0,05% (em ambos houve 50% de separagdes em
72 horas), para todas as concentracdes (tabelas 7 a 16 e 18), com excecao da de
50 ug/mL de FAEE e OE, que tiveram porcentagem de casais separados iguais ao

do grupo controle.
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O grupo controle positivo apresentou menos casais separados (20%), em
relacdo ao grupo controle negativo, com as concentragdes de 200 e 400 pg/mL
(tabela 17).
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Tabela 7. Efeito do OE de C. verbenacea sobre o acasalamento e atividade
motora de adultos de S. mansoni.

OE Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serz::;: )3905 Leve Significativa Total***
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 20,0 30,0 50,0
48 10,0 50,0 30,0 60,0 90,0
72 10,0 20,0 50,0 30,0 60,0 90,0
100 1 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 80,0 50,0 20,0 70,0
48 10,0 80,0 80,0 20,0 100,0
72 20,0 30,0 80,0 70,0 30,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 40,0 60,0 30,0 90,0
48 10,0 100,0 70,0 30,0 100,0
72 20,0 30,0 100,0 70,0 30,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 80,0 60,0 30,0 90,0
48 10,0 100,0 70,0 30,0 100,0
72 20,0 30,0 100,0 70,0 30,0 100,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adigdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram reducdes
(leves ou significativas) na motilidade referente a cada observagédo; **** Total de vermes ao término do experimento, ap6s
72 horas de observacido; “Redugdo na atividade motora: leve - alteragdo de muita movimentag&o (+++) para intermediaria
(++), significativa - alteragdo de muita movimentagéo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma
movimentagéao (+ e -, respectivamente).
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Tabela 8. Efeito do FAEE de C. verbenacea sobre o acasalamento e atividade
motora de adultos de S. mansoni.

FAEE Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL)  observacao vermes (%)**
(horas) sepz;: )3905 Leve Significativa Total**
Por horade Total***
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 20,0 20,0 0,0 20,0
4 0,0 20,0 20,0 0,0 20,0
5 0,0 20,0 20,0 0,0 20,0
24 0,0 50,0 40,0 20,0 60,0
48 0,0 50,0 40,0 20,0 60,0
72 10,0 10,0 50,0 40,0 20,0 60,0
100 1 0,0 80,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 80,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 80,0 30,0 0,0 30,0
4 0,0 80,0 30,0 0,0 30,0
5 0,0 80,0 30,0 10,0 40,0
24 0,0 100,0 50,0 50,0 100,0
48 0,0 100,0 50,0 50,0 100,0
72 20,0 20,0 100,0 50,0 50,0 100,0
200 1 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 20,0 0,0 20,0
3 0,0 80,0 20,0 0,0 20,0
4 0,0 80,0 20,0 0,0 20,0
5 0,0 80,0 30,0 0,0 30,0
24 0,0 100,0 60,0 40,0 100,0
48 0,0 100,0 60,0 40,0 100,0
72 30,0 30,0 100,0 60,0 40,0 100,0
400 1 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 20,0 10,0 0,0 10,0
3 0,0 80,0 40,0 0,0 40,0
4 0,0 80,0 40,0 0,0 40,0
5 0,0 75,0 40,0 10,0 50,0
24 0,0 100,0 40,0 60,0 100,0
48 20,0 100,0 40,0 60,0 100,0
72 10,0 30,0 100,0 40,0 60,0 100,0

*Porcentagem em relacdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adigdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram reducdes
(leves ou significativas) na motilidade referente a cada observagédo; **** Total de vermes ao término do experimento, ap6s
72 horas de observacido; “Redugdo na atividade motora: leve - alteragdo de muita movimentagéo (+++) para intermediaria
(++), significativa - alteragdo de muita movimentagéo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma
movimentagéao (+ e -, respectivamente).
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Tabela 9. Efeito da FOEE de C. verbenacea sobre o acasalamento e atividade
motora de adultos de S. mansoni.

FOEE Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serz::;: )3905 Leve Significativa Total***
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 20,0 0,0 20,0
3 0,0 60,0 20,0 0,0 20,0
4 0,0 60,0 20,0 0,0 20,0
5 0,0 60,0 20,0 0,0 20,0
24 10,0 80,0 60,0 20,0 80,0
48 40,0 80,0 60,0 40,0 100,0
72 20,0 60,0 80,0 40,0 60,0 100,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 40,0 40,0 40,0
3 0,0 60,0 40,0 40,0 40,0
4 0,0 60,0 40,0 40,0 40,0
5 0,0 60,0 40,0 40,0 40,0
24 10,0 60,0 70,0 30,0 100,0
48 70,0 70,0 70,0 30,0 100,0
72 10,0 90,0 100,0 10,0 90,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 30,0 0,0 30,0
3 0,0 60,0 30,0 20,0 50,0
4 0,0 60,0 30,0 20,0 50,0
5 0,0 60,0 30,0 20,0 50,0
24 80,0 100,0 20,0 80,0 100,0
48 20,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 20,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 50,0 0,0 50,0
3 0,0 100,0 50,0 30,0 80,0
4 0,0 100,0 50,0 30,0 80,0
5 0,0 100,0 50,0 30,0 80,0
24 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
48 0,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adigdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram reducdes
(leves ou significativas) na motilidade referente a cada observagéo; **** Total de vermes ao término do experimento, apés
72 horas de observacido; “Redugdo na atividade motora: leve - alteragdo de muita movimentag&o (+++) para intermediaria
(++), significativa - alteragdo de muita movimentagéo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma
movimentagao (+ e -, respectivamente).

97



RESULTADOS

Tabela 10. Efeito da F1-2 (obtida pelo fracionamento da FOEE) de C. verbenacea
sobre o0 acasalamento e atividade motora de adultos de S. mansoni.

F1-2 Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducao na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serzgr)aﬁos Leve Significativa Total*™*
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 10,0 0,0 10,0
3 0,0 60,0 10,0 0,0 10,0
4 0,0 60,0 10,0 0,0 10,0
5 0,0 60,0 10,0 0,0 10,0
24 0,0 60,0 10,0 10,0 20,0
48 0,0 60,0 10,0 10,0 20,0
72 10,0 10,0 60,0 10,0 30,0 40,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 10,0 0,0 10,0
3 0,0 60,0 10,0 0,0 10,0
4 0,0 60,0 10,0 0,0 10,0
5 0,0 60,0 20,0 0,0 20,0
24 0,0 60,0 30,0 10,0 40,0
48 0,0 60,0 50,0 10,0 60,0
72 20,0 20,0 60,0 50,0 20,0 70,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 50,0 0,0 50,0
3 0,0 60,0 50,0 0,0 50,0
4 0,0 60,0 50,0 0,0 50,0
5 0,0 60,0 50,0 0,0 50,0
24 0,0 60,0 80,0 10,0 90,0
48 0,0 60,0 80,0 20,0 100,0
72 20,0 20,0 60,0 80,0 20,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 40,0 0,0 40,0
3 0,0 80,0 40,0 0,0 40,0
4 0,0 80,0 40,0 0,0 40,0
5 0,0 80,0 40,0 0,0 40,0
24 0,0 80,0 40,0 10,0 50,0
48 10,0 100,0 40,0 60,0 100,0
72 60,0 70,0 100,0 30,0 70,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢cdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragao de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).
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Tabela 11. Efeito da F3 (obtida pelo fracionamento da FOEE) sobre o acasalamento e
atividade motora de adultos de S. mansoni.

F3 Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serz::;: )3905 Leve Significativa Total***
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 10,0 0,0 10,0
3 0,0 100,0 10,0 0,0 10,0
4 0,0 100,0 10,0 0,0 10,0
5 0,0 100,0 20,0 0,0 20,0
24 10,0 100,0 40,0 20,0 60,0
48 40,0 100,0 60,0 40,0 100,0
72 30,0 80,0 100,0 20,0 80,0 100,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 100,0 20,0 0,0 20,0
5 0,0 100,0 30,0 0,0 30,0
24 10,0 100,0 30,0 70,0 100,0
48 40,0 100,0 10,0 90,0 100,0
72 40,0 90,0 100,0 10,0 90,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 100,0 20,0 0,0 20,0
24 60,0 100,0 0,0 100,0 100,0
48 20,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 20,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 30,0 10,0 40,0
4 0,0 100,0 50,0 10,0 60,0
5 0,0 100,0 50,0 10,0 60,0
24 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
48 0,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢cdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apdés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragio de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,

respectivamente).
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Tabela 12. Efeito da F4-5 (obtida pelo fracionamento da FOEE) de C. verbenacea
sobre o0 acasalamento e atividade motora de adultos de S. mansoni.

F 4-5 Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serzgr)aﬁos Leve Significativa Total*™*
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 60,0 0,0 0,0 0,0
24 30,0 100,0 0,0 20,0 20,0
48 20,0 100,0 0,0 50,0 50,0
72 20,0 70,0 100,0 0,0 80,0 80,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 10,0 0,0 10,0
3 0,0 40,0 20,0 0,0 20,0
4 0,0 40,0 20,0 0,0 20,0
5 0,0 40,0 20,0 0,0 20,0
24 40,0 100,0 30,0 50,0 80,0
48 20,0 100,0 30,0 50,0 80,0
72 20,0 80,0 100,0 20,0 80,0 90,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 10,0 0,0 10,0
3 0,0 40,0 20,0 0,0 20,0
4 0,0 40,0 30,0 0,0 30,0
5 0,0 40,0 30,0 0,0 30,0
24 60,0 100,0 0,0 80,0 80,0
48 40,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 40,0 40,0 0,0 40,0
4 0,0 40,0 50,0 0,0 50,0
5 0,0 40,0 50,0 0,0 50,0
24 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0
48 0,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢cdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de
observacéo; “Reducdo na atividade motora: leve - alteragcdo de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).
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Tabela 13. Efeito da F3.5 (obtida pelo refracionamento da F 3) de C. verbenacea sobre
o acasalamento e atividade motora de adultos de S. mansoni.

F 3.5 Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serzgr)aﬁos Leve Significativa Total*™*
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 0,0 10,0 10,0
3 0,0 60,0 0,0 10,0 10,0
4 0,0 60,0 0,0 10,0 10,0
5 0,0 60,0 0,0 10,0 10,0
24 0,0 80,0 20,0 30,0 50,0
48 0,0 100,0 20,0 30,0 50,0
72 20,0 20,0 100,0 20,0 30,0 50,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 30,0 10,0 40,0
3 0,0 40,0 30,0 10,0 40,0
4 0,0 40,0 30,0 10,0 40,0
5 0,0 40,0 30,0 10,0 40,0
24 0,0 60,0 50,0 20,0 70,0
48 0,0 60,0 60,0 30,0 90,0
72 20,0 20,0 60,0 60,0 30,0 90,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
3 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
4 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
5 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
24 0,0 100,0 80,0 20,0 100,0
48 0,0 100,0 80,0 20,0 100,0
72 20,0 20,0 100,0 80,0 20,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
3 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
4 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
5 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
24 30,0 60,0 50,0 50,0 100,0
48 30,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 20,0 80,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢cdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagédo; **** Total de vermes ao término do experimento, apdés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragao de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).
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Tabela 14. Efeito da F3.6 (obtida pelo refracionamento da F 3) de C. verbenacea sobre
o acasalamento e atividade motora de adultos de S. mansoni.

F 3.6 Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serzgr)aﬁos Leve Significativa Total*™*
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 80,0 0,0 80,0
3 0,0 70,0 80,0 0,0 80,0
4 0,0 70,0 80,0 0,0 80,0
5 0,0 70,0 80,0 0,0 80,0
24 30,0 70,0 0,0 80,0 80,0
48 10,0 100,0 0,0 80,0 80,0
72 10,0 50,0 100,0 0,0 80,0 80,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 100,0 0,0 100,0
3 0,0 70,0 100,0 0,0 100,0
4 0,0 70,0 100,0 0,0 100,0
5 0,0 70,0 100,0 0,0 100,0
24 10,0 70,0 40,0 60,0 100,0
48 30,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 20,0 60,0 100,0 0,0 100,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 100,0 0,0 100,0
3 0,0 70,0 80,0 20,0 100,0
4 0,0 70,0 80,0 20,0 100,0
5 0,0 70,0 80,0 20,0 100,0
24 20,0 70,0 40,0 60,0 100,0
48 30,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 30,0 80,0 100,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 80,0 20,0 100,0
3 0,0 100,0 80,0 20,0 100,0
4 0,0 100,0 80,0 20,0 100,0
5 0,0 100,0 80,0 20,0 100,0
24 60,0 100,0 0,0 100,0 100,0
48 40,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢gdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apdés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragao de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).
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Tabela 15. Efeito da F3.7-3.9 (obtida pelo refracionamento da F 3) de C. verbenacea
sobre o0 acasalamento e atividade motora de adultos de S. mansoni.

F 3.7-3.9 Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serzgr)aﬁos Leve Significativa Total*™*
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0
2 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
3 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
4 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
5 0,0 40,0 100,0 0,0 100,0
24 10,0 100,0 40,0 60,0 100,0
48 20,0 100,0 10,0 90,0 100,0
72 30,0 60,0 100,0 10,0 90,0 100,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 80,0 80,0 0,0 80,0
3 0,0 80,0 80,0 0,0 80,0
4 0,0 80,0 80,0 0,0 80,0
5 0,0 80,0 80,0 0,0 80,0
24 10,0 100,0 70,0 30,0 100,0
48 50,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 20,0 80,0 100,0 0,0 100,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 90,0 0,0 90,0
3 0,0 100,0 90,0 0,0 90,0
4 0,0 100,0 90,0 0,0 90,0
5 0,0 100,0 90,0 0,0 90,0
24 50,0 100,0 50,0 40,0 100,0
48 30,0 100,0 10,0 90,0 100,0
72 10,0 90,0 100,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0
4 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0
5 0,0 100,0 100,0 0,0 0,0
24 50,0 100,0 0,0 100,0 100,0
48 50,0 100,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢gdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redug des (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apdés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragao de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).

103



RESULTADOS

Tabela 16. Efeito da artemetina sobre o acasalamento e atividade motora de adultos de
S. mansoni.

Artemetina Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serz;r;?os Leve Significativa Total***
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 70,0 0,0 0,0
3 0,0 40,0 80,0 20,0 100,0
4 0,0 40,0 80,0 20,0 100,0
5 0,0 40,0 80,0 20,0 100,0
24 30,0 60,0 40,0 60,0 100,0
48 10,0 60,0 20,0 80,0 100,0
72 0,0 40,0 60,0 20,0 80,0 100,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 90,0 10,0 100,0
3 0,0 100,0 90,0 10,0 100,0
4 0,0 100,0 90,0 10,0 100,0
5 0,0 100,0 90,0 10,0 100,0
24 10,0 100,0 30,0 70,0 100,0
48 20,0 100,0 20,0 80,0 100,0
72 10,0 40,0 100,0 0,0 100,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 60,0 80,0 20,0 100,0
3 0,0 60,0 80,0 20,0 100,0
4 0,0 60,0 80,0 20,0 100,0
5 0,0 60,0 80,0 20,0 100,0
24 20,0 100,0 30,0 70,0 100,0
48 30,0 100,0 20,0 80,0 100,0
72 10,0 60,0 100,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 30,0 70,0 100,0
3 0,0 100,0 30,0 70,0 100,0
4 0,0 100,0 30,0 70,0 100,0
5 0,0 100,0 30,0 70,0 100,0
24 50,0 100,0 10,0 90,0 100,0
48 10,0 100,0 10,0 90,0 100,0
72 30,0 90,0 100,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢cdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apdés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragao de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).
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Tabela 17. Efeito do praziquantel (PZQ) sobre o acasalamento e atividade motora de
adultos de S. mansoni.

PzQ Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
(ng/mL) observacao vermes (%)**
(horas) serzgr)aﬁos Leve Significativa Total*™*
0,
Por horade  Total****
observacao
0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 40,0 60,0 0,0 60,0
3 0,0 40,0 60,0 0,0 60,0
4 0,0 40,0 60,0 0,0 60,0
5 0,0 40,0 60,0 0,0 60,0
24 40,0 60,0 0,0 100,0 100,0
48 40,0 60,0 0,0 100,0 100,0
72 10,0 90,0 60,0 0,0 100,0 100,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 20,0 50,0 10,0 60,0
3 0,0 20,0 50,0 10,0 60,0
4 0,0 20,0 0,0 70,0 70,0
5 0,0 20,0 0,0 100,0 100,0
24 60,0 60,0 0,0 100,0 100,0
48 20,0 60,0 0,0 100,0 100,0
72 10,0 90,0 60,0 0,0 100,0 100,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 20,0 40,0 60,0
3 0,0 0,0 20,0 40,0 60,0
4 0,0 0,0 20,0 40,0 60,0
5 0,0 0,0 20,0 40,0 60,0
24 60,0 20,0 0,0 100,0 100,0
48 20,0 20,0 0,0 100,0 100,0
72 20,0 100,0 20,0 0,0 100,0 100,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 20,0 80,0 100,0
3 0,0 0,0 20,0 80,0 100,0
4 0,0 0,0 20,0 80,0 100,0
5 0,0 0,0 20,0 80,0 100,0
24 60,0 20,0 0,0 100,0 100,0
48 40,0 20,0 0,0 100,0 100,0
72 0,0 100,0 20,0 0,0 100,0 100,0

*Porcentagem em relagcdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagcdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adi¢cdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de
observagao; “Redugao na atividade motora: leve - alteragio de muita movimentagéo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteragdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).

105



RESULTADOS

Tabela 18. Efeito do DMSO (0,05%) sobre o acasalamento e atividade motora de
adultos de S. mansoni.

Tempo de Mortalidade (%)* Casais de Reducéo na atividade motora
DMSO observacao vermes (%)**
(horas) sepzf;: )3905 Leve Significativa Total***
Por horade  Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 25,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

0,05% 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

3 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

4 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

5 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

24 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

48 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

72 0,0 0,0 50,0 75,0 0,0 75,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 casais nos grupos testes (que receberam
amostras/farmacos) e 4 no grupo controle (sem adicdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes que sofreram redugdes (leves ou
significativas) na motilidade referente a cada observagdo; **** Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de
observagédo; “Reducdo na atividade motora: leve - alteragdo de muita movimentagdo (+++) para intermediaria (++), significativa -
alteracdo de muita movimentagdo ou intermediaria (+++ e ++, respectivamente) para pouca ou nenhuma movimentagéo (+ e -,
respectivamente).
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5.2.4 Efeito de OE, FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina,
extraidos de C. verbenacea, sobre alteracoes tegumentares, musculares e

em Orgaos internos sobre adultos de S. mansoni.

Todas as amostras testadas provocaram alteragcdes tegumentares nos
vermes, sendo essas mais freqientes nos machos e estando relacionadas ao
aumento da concentracao e ao tempo de observacao. Alteracbes nesse parametro
de até 100% foram vistas para as FOEE, F3.6 e F3.7-3.9 com a concentracao de
400 pg/mL (tabelas 19 a 28).

As alteragc6es musculares, provocadas por contragées apds a adi¢cdo das
amostras no meio de cultura, s6 nao foi observada para o FAEE e OE. As demais
amostras apresentaram-se dependentes da concentracdo para esse parametro e
esta ocorreu principalmente nos vermes machos.

O grupo controle positivo apresentou 100% de vermes contraidos para a
concentragdo de 400 pg/mL e de 90% para as demais (50, 100 e 200 pg/mL),
sendo O Qrupo que apresentou maior porcentagem de vermes contraidos,
principalmente os machos (tabela 29).

As contragbes musculares implicaram em diminuigdo significativa da
movimentacdo do verme (comparando-se os padrées de movimentagcdo das
tabelas 7 a 16 com as contragdes nas tabelas 19 a 28), porém o contrario nao foi
verdadeiro, ja que alguns vermes que apresentaram redug&o significativa do

movimento nao mostraram-se contraidos.

Alteragdes nos orgaos internos (protuberéncias localizadas ap6s o ovario
das fémeas) foi observada nos vermes submetidos ao FAEE e aos
refracionamentos da F3 ou seja, com as concentragdes de 400 pg/mL; 50, 100,
200 e 400 pg/mL e 100, 200 e 400 pg/mL, respectivamente, e ao PZQ (grupo
controle positivo), em que houve alteracao para esse parametro em 100% das
fémeas, para todas as concentragdes.

N&o foram encontradas altera¢des tegumentares, musculares e em 6rgaos

internos nos vermes do grupo controle negativo e DMSO 0,05% (tabela 30).
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Tabela 19. Efeito do OE de C. verbenacea sobre o tegumento, musculatura e
orgaos internos de adultos de S. mansoni.

OE
(ng/mL) Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 10,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 10,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 10,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 30,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 10,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 30,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 10,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 30,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo controle
(sem adigdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apds 72 horas de observagao; ****Total de vermes que sofreram alteragdes
musculares, tegumentares e em 6rgéos internos em relagao a cada periodo de observacao (porcentagem em relagéo a 10 vermes).
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Tabela 20. Efeito do FAEE de C. verbenacea sobre o tegumento, musculatura e érgaos
internos de adultos de S. mansoni.

FAEE Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(ng/mL) observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracdes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 10,0 10,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 20,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 40,0 20,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 30,0 30,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 40,0 20,0 30,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 20,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0

72 10,0 30,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo controle
(sem adigdo de amostras/farmacos); ***Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de observacdo; ****Total de vermes que sofreram
alteragdes musculares, tegumentares e em 6rgéos internos em relagao a cada periodo de observacao (porcentagem em relagéo a 10 vermes).
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Tabela 21. Efeito da FOEE de C. verbenacea sobre o tegumento, musculatura e
orgaos internos de adultos de S. mansoni.

FOEE
(ng/mL) Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracdes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 10,0 40,0 0,0 20,0 60,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0

48 40,0 60,0 0,0 30,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0

72 20,0 60,0 60,0 0,0 30,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0

100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 10,0 80,0 20,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

48 70,0 100,0 20,0 60,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

72 10,0 90,0 100,0 20,0 60,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 80,0 100,0 60,0 80,0 100,0 20,0 60,0 0,0 0,0 0,0

48 20,0 100,0 60,0 80,0 100,0 20,0 60,0 0,0 0,0 0,0

72 20,0 100,0 100,0 60,0 80,0 100,0 20,0 60,0 0,0 0,0 0,0

400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 80,0 0,0 40,0 80,0 0,0 80,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 80,0 0,0 40,0 80,0 0,0 80,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 80,0 0,0 40,0 80,0 0,0 80,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 80,0 80,0 40,0 80,0 0,0 80,0 0,0 0,0 0,0

24 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 20,0 60,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0 20,0 60,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 20,0 60,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adigao de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, ap6s 72 horas de observagéo; ****Total de vermes que
sofreram alteragbes musculares, tegumentares e em 6rgaos internos em relagdo a cada periodo de observagao (porcentagem em relacdo a 10
vermes).
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RESULTADOS

Tabela 22. Efeito da F1-2 (obtida pelo fracionamento da FOEE) sobre o
tegumento, musculatura e 6rgaos internos de adultos de S. manson.

Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
F1-2 observacao
(ng/mL) (horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 40,0 0,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 40,0 0,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
72 10,0 10,0 40,0 0,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 40,0 0,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 40,0 0,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 20,0 40,0 0,0 20,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 40,0 0,0 20,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 40,0 0,0 20,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 20,0 40,0 0,0 20,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 60,0 20,0 40,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
48 10,0 80,0 80,0 80,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 60,0 70,0 80,0 80,0 80,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relag@o a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de observacdo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagédo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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RESULTADOS

Tabela 23. Efeito da F3 (obtida pelo fracionamento da FOEE) sobre o tegumento,
musculatura e 6rgaos internos de adultos de S. mansoni.

F3 Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(ng/mL) observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracdes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 10,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
48 40,0 40,0 40,0 40,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
72 30,0 80,0 40,0 40,0 40,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 10,0 60,0 40,0 50,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
48 40,0 60,0 40,0 50,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
72 40,0 90,0 60,0 40,0 50,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 20,0 10,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 20,0 10,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 20,0 10,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 20,0 10,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
24 60,0 40,0 60,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 20,0 40,0 60,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 30,0 100,0 40,0 60,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 20,0 20,0 20,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
24 100,0 80,0 20,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 80,0 20,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 100,0 80,0 20,0 50,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de observagdo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagéo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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RESULTADOS

Tabela 24. Efeito da F4-5 (obtida pelo fracionamento da FOEE) sobre o
tegumento, musculatura e 6rgaos internos de adultos de S. manson.

F4-5 Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(ng/mL) observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0, 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
24 30,0 40,0 0,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
48 20,0 60,0 20,0 40,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 70,0 60,0 20,0 40,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 40,0 80,0 20,0 50,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
48 20,0 100,0 20,0 60,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 80,0 100,0 20,0 60,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 60,0 80,0 20,0 50,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
48 40,0 100,0 20,0 60,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 100,0 100,0 20,0 60,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0, 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
24 100,0 100,0 60,0 80,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 100,0 60,0 80,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 100,0 100,0 60,0 80,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apds 72 horas de observagédo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagédo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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RESULTADOS

Tabela 25. Efeito da F3.5 (obtida pelo refracionamento da F 3) sobre o tegumento,
musculatura e 6rgaos internos de adultos de S. mansoni.

F3.5 Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(ng/mL) observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 20,0 20,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 20,0 20,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 20,0 20,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 20,0 20,0 20,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 80,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 40,0 40,0 40,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 40,0 40,0 40,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
72 20,0 20,0 40,0 40,0 40,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 40,0 60,0 0,0 0,0 0,0
24 30,0 80,0 60,0 70,0 80,0 40,0 60,0 0,0 20,0 10,0
48 30,0 100,0 60,0 80,0 80,0 40,0 60,0 0,0 20,0 10,0
72 20,0 80,0 100,0 60,0 80,0 80,0 40,0 60,0 0,0 20,0 10,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apds 72 horas de observagédo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagédo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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RESULTADOS

Tabela 26. Efeito da F3.6 (obtida pelo refracionamento da F 3) sobre o tegumento,
musculatura e 6rgaos internos de adultos de S. mansoni.

F3.6 Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(Hg/mL)  observagido
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracdes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
24 30,0 60,0 40,0 50,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0
48 10,0 80,0 60,0 70,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0
72 10,0 50,0 80,0 60,0 70,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 20,0 20,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 80,0 20,0 50,0 0,0 0,0 0,0
24 10,0 60,0 60,0 60,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0
48 30,0 100,0 60,0 80,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0
72 20,0 60,0 100,0 60,0 80,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 20,0 60,0 60,0 60,0 80,0 40,0 60,0 0,0 20,0 10,0
48 30,0 100,0 80,0 90,0 80,0 40,0 60,0 0,0 20,0 10,0
72 30,0 80,0 100,0 80,0 90,0 80,0 40,0 60,0 0,0 20,0 10,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 40,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 100,0 100,0 100,0 40,0 40,0 40,0 0,0 20,0 10,0
24 60,0 100,0 100,0 100,0 80,0 40,0 60,0 0,0 40,0 20,0
48 40,0 100,0 100,0 100,0 100,0 40,0 60,0 0,0 40,0 20,0
72 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 40,0 60,0 0,0 40,0 20,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de observagao; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagéo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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Tabela 27. Efeito da F3.7-3.9 (obtida pelo refracionamento da F3) sobre o
tegumento, musculatura e 6rgaos internos de adultos de S. manson.

F3.6 Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(ng/mL) observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracdes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
24 10,0 20,0 20,0 20,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
48 20,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
72 30,0 60,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 10,0 0,0 0,0 0,0
24 10,0 20,0 20,0 20,0 0,0 20,0 10,0 0,0 20,0 10,0
48 50,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0 0,0 20,0 10,0
72 20,0 80,0 80,0 20,0 50,0 0,0 20,0 10,0 0,0 20,0 10,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 20,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
24 50,0 20,0 20,0 20,0 40,0 0,0 20,0 0,0 20,0 10,0
48 30,0 80,0 60,0 70,0 40,0 0,0 20,0 0,0 20,0 10,0
72 10,0 90,0 80,0 60,0 70,0 40,0 0,0 20,0 0,0 20,0 10,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 20,0 40,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 20,0 40,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 20,0 40,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 20,0 40,0 0,0 0,0 0,0
24 50,0 100,0 40,0 70,0 60,0 20,0 40,0 0,0 20,0 10,0
48 50,0 100,0 100,0 100,0 60,0 20,0 40,0 0,0 20,0 10,0
72 0,0 100,0 100,0 100,0 100,0 60,0 20,0 40,0 0,0 20,0 10,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, apés 72 horas de observacdo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagédo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagéo a 10 vermes).
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Tabela 28. Efeito da artemetina sobre o tegumento, musculatura e 6rgéos internos
de adultos de S. mansoni.

Artemetina Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(ng/mL) observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

24 30,0 40,0 0,0 20,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

48 10,0 60,0 0,0 30,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 40,0 60,0 0,0 30,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

24 10,0 40,0 0,0 20,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

48 20,0 60,0 0,0 30,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

72 10,0 40,0 60,0 0,0 30,0 40,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0

200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0

24 20,0 40,0 0,0 20,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0

48 30,0 60,0 0,0 30,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0

72 10,0 60,0 60,0 0,0 30,0 60,0 0,0 30,0 0,0 0,0 0,0

400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 60,0 20,0 30,0 0,0 0,0 0,0

24 50,0 60,0 0,0 30,0 60,0 20,0 30,0 0,0 0,0 0,0

48 10,0 100,0 20,0 60,0 60,0 20,0 30,0 0,0 0,0 0,0

72 30,0 90,0 100,0 20,0 60,0 60,0 20,0 30,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, ap6s 72 horas de observacdo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagéo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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Tabela 29. Efeito do praziquantel (PZQ) sobre o tegumento, musculatura e 6rgaos
internos de adultos de S. mansoni.

PzQ Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
(Hg/mL)  observacgido
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
24 40,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
48 40,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
72 10,0 90,0 80,0 40,0 60,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
100 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
24 60,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
48 20,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
72 10,0 90,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
200 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 0,0 0,0
24 60,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
48 20,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
72 20,0 100,0 100,0 80,0 90,0 100,0 80,0 90,0 0,0 100,0 50,0
400 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0
5 0,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0
24 60,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 50,0
48 40,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 50,0
72 0,0 100,0 100,0 80,0 90,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 50,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo controle
(sem adigdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, ap6s 72 horas de observagao; ****Total de vermes que sofreram alteragdes
musculares, tegumentares e em 6rgaos internos em relagao a cada periodo de observacado (porcentagem em relagédo a 10 vermes).

118



RESULTADOS

Tabela 30. Efeito do DMSO 0,05% sobre o tegumento, musculatura e 6rgaos
internos de adultos de S. mansoni.

DMSO Tempo de Mortalidade (%)* Alteracoes (%)**
observacao
(horas)
Tegumentares Musculares Orgaos internos
(contracoes)
Por hora de Total*** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total**** Machos Fémeas Total****
observacao

0 1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

0,05% 2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

24 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

*Porcentagem em relagdo a 10 vermes; **Porcentagem em relagdo a 5 vermes nos grupos testes (que receberam amostras/farmacos) e 4 no grupo
controle (sem adicdo de amostras/farmacos; ***Total de vermes ao término do experimento, ap6s 72 horas de observagdo; ****Total de vermes que
sofreram alteragdes musculares, tegumentares e em érgéos internos em relagédo a cada periodo de observagao (porcentagem em relagdo a 10 vermes).
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5.2.5 Efeito de OE, FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina,
extraidos de C. verbenacea, sobre a oviposicdo das fémeas adultas de S.

mansoni

Das amostras inicialmente testadas (OE, FAEE e FOEE), a que
apresentou menor quantidade de ovos por fémea foi a FOEE (havendo oviposicao
de em média 9 a 12 ovos para as concentragcbes de 100 e 50 pg/mL,
respectivamente) em comparacao ao grupo controle negativo (média de 30 ovos)
e DMSO 0,05% (média de 40 ovos), que embora nao tenha diferido
estatisticamente, h& diferenca biol6gica importante.

Para as F3 e F4-5, oriundas do fracionamento da FOEE, nao houve
oviposicao. Para o refracionamento da F3 houve também auséncia para as F3.6 e
F3.7-3.9. A artemetina, além do grupo controle positivo (PZQ), também

apresentaram esse mesmo resultado.

Foi observado que a oviposicdo nem sempre foi dependente da
concentragao testada. O FAEE, por exemplo, demonstrou menor quantidade de
ovos por fémea para a concentragdo mais baixa e mais alta (50 e 400 pg/mL). O
OE mostrou menor oviposicao com a concentracao de 100 ug/mL e a F1-2 para as
de 100 e 400 pg/mL. A F3.5 apresentou ovos apenas com a concentragao de 100
pg/mL. Por outro lado, nas fragbes em que houve oviposi¢cao, esta foi dependente
do periodo de observacgéo, tendo o pico ocorrido na 722 hora.

A tabela 31 e as figuras 19 a 22 mostram o padrédo de oviposi¢ao para as
amostras testadas.
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Tabela 31. Acdo das amostras de C. verbenacea na oviposicao de fémeas de S.
mansoni.

Oviposicdo em 72 horas ( X + D.P.*)

0 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL 400 pg/mL
OE - 26 + 30 0,8+1,78 38,8 + 86,7 73,4 £43,0
abcdefghj
FAEE - 4693 63,8 £ 52,7 43,4 £74,0 1,6 £3,0hi
FOEE - 78174 2,8+6,2 0,0+0,0 0,0+0,0jk
F1-2 - 17,4 £ 35,0 0,8+1,3 26,6 + 26,8 0,0+0,0al
F3 - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0bm
F4-5 - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0cn
F3.5 - 0,0+0,0 12,6 £ 18,9 0,0+0,0 0,0+0,00
F3.6 - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0p
F3.7-3.9 - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0dq
Artemetina - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+00er
Praziquantel - 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0fs

DMSO 0,05% 40,0£59,9¢g - - - -

Controle** 30,0+ 16,4 - - - -
iklmnopqrs

* D.P. — Desvio Padréo. ** Grupo controle negativo — sem adicdo de amostras ou farmaco. Letras iguais
correspondem a diferengas significativas (p < 0,05) entre grupos.
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Figura 19. (A) (B) e (C): Agéo do OE, FAEE e FOEE na oviposigcédo de fémeas de

S. mansoni.
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C. verbenaea: F1-2
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Figura 20. (A) (B) e (C): Acéo das F1-2, F3 e F4-5 (obtidas do fracionamento da
FOEE) na oviposicao de fémeas de S. mansoni.
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C. verbenacea: F3.5
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Figura 21. (A) (B) e (C): Agdo das F3.5, F3.6 e F3.7-3.9 (obtidas do
refracionamento da F3) na oviposicao de fémeas de S. mansoni.

124



RESULTADOS

Nimero de ovos

Nidmero de ovos

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 4

100
90 A
80
70 +
60 -
50
40 -
30
20 +
10

C. verbenacea: Artemetina

m0as5h

m24h
48h

m72h

DMSO
0,05%

50 100 200

Artemetina (pg/mL)

C. verbenacea: PZQ

DMSO
0,05%

400

m0ab5h

m 24h
48h

m72h

50 100

Praziquantel (pg/mL)

200

400

Figura 22. (A) e (B): Acao da artemetina e do PZQ na oviposi¢céao de fémeas de S.

mansoni.
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5.2.6 Calculo das DLs 50 e 90

O grupo controle positivo foi o que apresentou menores DLs 50 e 90.

Em relagdo as amostras testadas, as FOEE e F3 apresentaram as menores

concentracdes para as DLs 50 e 90, em comparacao as outras, conforme pode ser

observado na tabela 32.

Tabela 32. DLs 50 e 90 das amostras testadas in vitro.

Amostras DL 50 DL 90
Hg/mL

OE >400,0 >400,0

FAEE >400,0 >400,0
FOEE <50,0 144,1
F1-2 307,3 546,8
F3 <50,0 116,6
F4-5 <50,0 150,0
F3.5 272,0 497.5
F3.6 27,7 311,7
F3.7-3.9 <50 188,47
Artemetina 137,9 402,3

PzQ <50 70
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5.2.7 Amostras de maior atividade
As amostras com maior atividade anti-S. mansoni in vitro (FOEE e F3),
foram escolhidas para serem submetidas a ensaios in vivo. A tabela 33 mostra a
comparacao dos resultados obtidos para os diferentes parametros analisados.

Tabela 33: Atividade anti-S. mansoni das diferentes amostras testadas. As amostras com maior quantidade de
concentracbes que atingiram taxas de 100% para o parametro analisado foram consideradas mais ativas contra o

verme.
Parametros analisados
Acao Acao Alteracoes Alteracoes  Alteragcbes Separagdao  Auséncia Total
esquistossomicida esquistossomicida Tegumentares musculares em drgaos de 100% de de
para 100% dos mais rapida - 100% em 100% dos (contracées) internos dos oviposicao Concentracoes**
vermes dos vermes vermes em 100% em 100% casais de
mortos em 24 dos vermes dos vermes
horas vermes
Quantidade de concentracoes (ug/mL) que atuaram para 100% dos vermes
OE 0* 0 0 0 0 2 0 2
(200 e
400)
FAEE 0 0 0 0 0 3 0 3
(100, 200 e
400)
FOEE 2 0 1 0 0 3 2 8
(200 e 400) (400) (100,200 e (200 e 400)
400)
F1-2 0 0 1 0 0 1 1 3
(400) (400) (400)
F3 2 1 0 0 0 4 4 1
(200 e 400) (400) (50, 100, (50, 100,
200 e 400) 200 e 400)
F4-5 2 1 0 0 0 4 4 11
(200 e 400) (50, 100, (50, 100,
200 € 400) 200 e 400)
F3.5 0 0 0 0 0 3 3 6
(100,200e (100, 200 e
400) 400)
F3.6 1 0 1 0 0 4 4 10
(400) (400) (50, 100, (50, 100,
200 e 400) 200 e 400)
F3.7-3.9 1 0 1 0 0 4 4 10
(400) (400) (50, 100, (50, 100,
200 e 400) 200 e 400)
Artemetina 0 0 0 0 0 3 4 7
(100, 200 e (50, 100,
400) 200 e 400)
PzQ 2 0 3 1 4 4 14
(200 e 400) (100, 200 e (400) (50, 100, 0 (50, 100,
400) 200 e 400) 200 e 400)

*Quantidade de concentragdes que tiveram taxa de 100% para o parametro analisado. **Somatéria das concentragdes que tiveram taxa
de 100% para os parametros analisados.
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De acordo com a tabela 33 as amostras com maior atividade anti-S.
mansoni foram, em relagcdo as amostras primeiramente testadas (FAEE, OE e
FOEE), a FOEE, com até 8 concentracbes que tiveram taxas de 100% de
reducdes/alteracdes para os parametros analisados. Do seu fracionamento, em
que se obtiveram as F1-2, F3 e F4-5 essas duas ultimas demonstraram-se mais
ativas, com 11 concentracdes. As fracbes obtidas com o refracionamento da F3,

demonstraram menor atividade que esta.

Por meio dessas analises a F3 e F4-5 tiveram atividade parecida. Foi,
portanto, considerada a 3 mais ativa devido as taxa de mortalidade dos vermes
nas concentracbes mais baixas (50 e 100 pg/mL) terem sidos superiores (80 e
90%, respectivamente) em relagéao a 4-5 (70 e 80%, respectivamente).

Dessa forma para dar continuidade aos ensaios in vivo, foi escolhido uma
das fracdes testadas inicialmente, nesse caso a FOEE, e um refracionamento, a
F3, pois além de terem apresentado maior atividade contra os vermes e as
menores concentracoes para as DLs 50 e 90, também possuiram boa solubilidade
na solucdo PBS usada como veiculo.
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5.3 Ensaios in vivo
5.3.1 Acao das FOEE e F3 sobre os vermes adultos de S. mansoni

O efeito das FOEE e F3 sobre os vermes adultos de S. mansoni foi
avaliado por meio da administracdo oral de diferentes concentracdées dessas
amostras (40, 100, 200 e 300 mg/kg) em camundongos Balb/c, relacionando-as

com o PZQ e grupo controle negativo (que recebeu apenas solugcao tampao PBS).

Comparando-se os resultados obtidos para o total médio de vermes
recuperados do sistema porta hepatico, nos mesmos grupos de tratamento - ou
seja, realizados no mesmo periodo e concentracdo - foi possivel analisar que aos
45 dias de infeccdo (tabela 34 e figura 23), com 40 e 200 mg/kg, os valores
encontrados para esse parametro nao diferiram significativamente entre as fracoes
testadas, o PZQ e o grupo controle. A F3, 100 mg/kg, diferiu significativamente do
PZQ nessa mesma concentracdo (9,7 e 14,6, respectivamente, p = 0,0379).
Diferencgas significativas também foram obtidas entre a F3, 300 mg/kg, e o PZQ
(17,2 e 4,2, respectivamente, p < 0,0001) e entre esta e a FOEE (17,2 e 9,1,
respectivamente, p = 0,0025) nessa mesma concentracao.

A quantidade de vermes acasalados, ainda em relacdo aos mesmos
grupos de tratamento, foi significativamente diferente apenas entre PZQ e FOEE,
na concentracdo de 40 mg/kg (5,2 e 4,2, respectivamente, p = 0,018). O namero
de vermes machos e fémeas n&o apresentou diferencas significativas entre os

mesmos grupos de tratamento.
De acordo com esses dados, pode-se avaliar que as concentracoes:

- 40 mg/kg - ndo teve diferenga significativa entre as amostras/farmaco
testados para o total médio de vermes recuperados do sistema porta-hepatico,
porem, a FOEE apresentou menor quantidade de vermes acasalados;

- 100 mg/kg - o tratamento feito com o PZQ foi o de menor agéo
esquistossomicida;
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- 200 mg/kg - ndo teve diferenca significativa entre amostras/farmaco

testados;

- 300 mg/kg - a F3 foi a de menor atividade esquistossomicida, ja que a
quantidade de vermes recuperados foi superior e significativa em relacdo a FOEE
e ao PZQ.

Para os tratamentos efetuados no 45° dia de infeccdo, nao houve
diferenca significativa para o total de vermes recuperados, quantidade de vermes
acasalados, machos e fémeas em relacdo ao grupo controle negativo (em média
12,9 vermes/camundongo), com exceg¢ao do PZQ, para o primeiro parametro, na

concentragao de 300 mg/kg (4,2 vermes, p = 0,0026).

Entre as concentracbes testadas para as mesmas amostras, o total médio
de vermes/camundongo diferiu significativamente com a F3 nas de 100 e 300
mg/kg (9,7 e 17,9, respectivamente, p = 0,0067) em tratamento realizado apés 45
dias de infecgao. Tratamentos feitos com o PZQ diferiram significativamente entre
as concentracdes de 100 e 300 mg/kg (14,6 e 4,2, respectivamente, p < 0,0001) e
200 e 300 mg/kg (13,6 € 4,2, respectivamente, p = 0,0017) para o total de vermes
recuperados e de 200 e 300 mg/kg para a quantidade de vermes acasalados (3,5

e 1,8, respectivamente, p = 0,0255).

A quantidade de vermes machos diferiu significativamente entre as
concentragbes da FOEE de 40 e 200 mg/mL (3,4 e 9,1, respectivamente, p =
0,0417), 100 e 300 mg/mL (7,3 e 8,1, respectivamente, p = 0,0063) e de 200 e 300
mg/kg (9,1 e 8,1, respectivamente, p = 0,0017).

Assim, pode-se afirmar que as seguintes amostras/farmaco:

- FOEE - teve acado esquistossomicida parecida para todas as
concentragbes testadas, ja que ndo houve diferenga significativa entre essas e o
total de vermes recuperados do sistema porta-hepatico. A concentragdo de 40
mg/kg foi a que apresentou menor quantidade de vermes machos;

- F3 - teve maior atividade esquistossomicida na concentracdao de 100
mg/kg, uma vez que apresentou diferencga significativa para o total de vermes em
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relacdo a de 200 mg/kg; apesar de nao ter sido estatisticamente significativa a
diferenca entre as concentracbes de 100 e 300 mg/kg, pode se inferir que
biologicamente foi importante, ja que foram recuperados 9,7 e 18,6 vermes,

respectivamente;

- PZQ - a maior atividade esquistossomicida foi para a concentracado de
300 mg/kg em que foram recuperadas menores quantidades de vermes que as
demais concentracdes (sendo que para esse parametro a diferenca foi significativa
em relacéo a de 100 e 200 mg/kg) além de ter sido encontrada menor quantidade

de vermes acasalados.

Nos tratamentos realizados aos 45 dias de infeccdo, a maior porcentagem
de eficiéncia/taxa de redugao de vermes, ocorreu com o PZQ, na concentracdo de
300 mg/kg (67,4%). Das amostras testadas, obteve-se com a FOEE reducéao de
até 31% (40 mg/kg) e para a F3, de até 24,8% (100 mg/kg), sendo possivel
verificar que para a FOEE, a concentracdo mais baixa teve maior acéo
esquistossomicida e para a 3, as mais altas (200 e 300 mg/kg) nao apresentaram
reducao de vermes, ou seja, nao sao dose-dependente para esse parametro.

O tratamento que mais apresentou deslocamento dos vermes para o
figado foram os efetuados com 300 mg/kg de PZQ e FOEE (10,6 e 10,7%,

respectivamente).

A razao relativa ao sexo (R.R.S.) demonstrou que tratamentos feitos com
PZQ atuaram mais sobre as fémeas em todas as concentracdes. Nos efetuados
com a FOEE houve agéo preferencial por fémeas em todas as concentracoes,
com excegcao da de 40 mg/kg. Com a F3, houve agédo preferencial sobre os
machos nas concentragées mais baixas (40 e 100 mg/kg) e, sobre as fémeas, nas
mais altas (200 e 300 mg/kg) em tratamento realizado aos 45 dias de infeccéo.
Nos realizados aos 60 dias com essa amostra, houve agédo preferencial por

fémeas.

Nos tratamentos realizados aos 60 dias de infecgéo (tabela 35), ndo houve

diferenca significativa no total médio de vermes nos mesmos grupos de tratamento
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- Ou seja, realizados no mesmo periodo e concentracdo e também no grupo
controle negativo. Em relagdo as concentracbes testadas para a mesma
amostra/farmaco, houve diferenca significativa entre o total médio de vermes
recuperados em camundongos submetidos a tratamento com 40 e 200 mg/kg de
PZQ (15,9 e 7,6, respectivamente, p = 0,0003) além da quantidade de vermes
machos recuperados nos camundongos submetidos a F3, na concentracao de 40
e 200 mg/kg (4,5 e 7,3 mg/mL, p = 0,0004).

Porcentagens de eficiéncia/reducdes de vermes de até 38,7% foram
apresentadas pelo PZQ na concentracdo de 200 mg/kg. Das amostras testadas, a
F3 foi a que apresentou maior taxa (12,9%), na concentracdo de 200 mg/kg. As
porcentagens de eficiéncia foram menores em relagcdo aos tratamentos feitos aos
45 dias de infecgao, para as amostras testadas.

Comparando-se os dois dias de tratamento, a FOEE, 40 mg/kg, diferiu
significativamente ja que foram recuperados em média 8,9 e 11,5, aos 45 e 60
dias, respectivamente (p = 0,0302). Os grupos tratados com PZQ apresentaram
diferencga significativa para o total de vermes em ambos os dias de tratamento com
a concentracao de 200 mg/kg (13,6 e 7,6, aos 45 e 60 dias, respectivamente, p =
0,0206). Nao foram observadas diferengas significativas na quantidade de vermes
acasalados, machos e fémeas entre os tratamentos feitos aos 45 e 60 dias.
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Tabela 34. Efeito das diferentes concentracdes das FOEE e F3 sobre os vermes adultos de S.
mansoni, em tratamento feito aos 45 dias de infeccéo.

Vermes recuperados:
perfusédo do sistema porta-hepatico

45 dias
Casal Macho Fémea Total Redugéo Vermes Fugapara *R.R.S.
Concentracao Tratamento v v v v de no figado o figado
(mg,kg)g X:+ppP. Xs:ppP. XzDP X+DP.  omes o A
% X tDP.
40 PzQ 52+35a 7675 09+14 13,7+8,4 - 0,0 0,0 2,9
FOEE 42+28a 34+23c 1,3+1,2 89+55 31,0 0,7 7.3 0,9
F3 6,5+ 3,0 2,0+1,0 1,8+0,9 10,3+ 3,8 20,1 0,0 0,0 0,4
100 PzQ 29+2,0 10,6 £ 6,2 1,0+1,7 14,6 £5,8fk - 0,3 2,0 3,6
FOEE 32+19 7,3+48d 1,4+13 129+7,5 - 0,8 5,8 1,8
F3 50+23 20+1,9 2,7+20 9,7+4,41j 24,8 0,0 0,0 0,2
PzQ 35+30b 9,8+5,6 0,3+0,7 13,6 £5,5 - 0,2 8,3 11,2
200

FOEE 1,1+1,1 9,1+6,7ce 0,5+0,7 10,7 £ 6,5 17 0,6 5,3 6,2
F3 48+3,0 12,2+ 4,6 1,5+13 18,6 +6,8j - 1,0 5,1 2,8
PzQ 1,8+26b 23+29 0,1+0,3 4,2+5,1 67,4 0,5 10,6 7,9

300 ghk
FOEE 0,8+0,8 8,1+37de 0,2+0,6 9,1+38i 29,4 1,1 10,7 13,9
F3 51+1,1 10,4+ 4,9 24 +27 179+52¢gi - 0,6 3,2 1,5
0 CONTROLE** 54+22 56 +3,7 1,9+1,5 129+46h - 0,5 3,7 1,0

*R.R.S. - Razéo relativa ao sexo (indices maiores que 1,0 indicam maior agédo sobre as fémeas e, quando menores que 1,0, indicam maior agéo
sobre os machos); **CONTROLE - Grupo Controle Negativo; Letras iguais correspondem a diferengas significativas (p < 0,05) entre grupos .D.P. —
Desvio Padréo.
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Tabela 35. Efeito das diferentes concentracdes das FOEE e F3 sobre os vermes adultos de S.
mansoni, em tratamento feito aos 60 dias de infeccao.

Vermes recuperados:
perfusédo do sistema porta-hepatico

60 dias Casal Macho Fémea Total Redugéo Ver,mes no Fuga *R.R.S.
Concentragio Tratamento X:op. X:op. X:DP. X :oP. ve:jn?es %gado ?i;::jg
(mg/kg) % tDP. %
PZQ 9,2+4.2 33+17 33+04 159+6,7a - 0,0 - 1,0
40
FOEE 71+29 22+22 22+3,0 11,5+3,9 7% 0,0 - 1,0
F3 80+28 45+50b 38+1,0 16,3+5,9 - 0,0 - 1,2
PZQ 3,6+20 38+24 1,1+29 76+25a 38,7% 0,4 52 3,4
200 FOEE 9,2+54 1,0+1,7 1,0+£2,0 13,1+£9,8 - 0,0 - 1,0
F3 2,7+22 73+22b 0,8 +2,1 10,8 £5,8 12,9% 0,5 42 9,1
0 CONTROLE** 6,4 +4,6 3,2+35 3,3+3,6 124+7,8 - 0,1 0,8 1,0

*R.R.S. - Razéo relativa ao sexo (indices maiores que 1,0 indicam maior agdo sobre as fémeas e, quando menores que 1,0, indicam
maior agao sobre os machos); **CONTROLE - Grupo Controle Negativo; Letras iguais correspondem a diferengas significativas (p <
0,05) entre grupos. D.P. — Desvio Padréao.
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porta-hepatico (45 dias)
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Figura 23. Avaliagdo da agao esquistossomicida - in vivo - das FOEE e F3, comparadas com a do
grupo controle negativo (0 mg/kg - ndo tratado) e com o PZQ. (A) e (B): Vermes recuperados do
sistema porta-hepético em tratamentos realizados aos 45 dias p6s infecgdo; (C) e (D): Vermes
machos e fémeas recuperados do sistema porta-hepatico em tratamentos efetuados aos 45 e 60
dias de infeccao.
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5.3.2 Acao das FOEE e F3 sobre a oviposicao de S. mansoni
5.3.2.1 Acao das FOEE e F3 sobre OPG e Oograma

O efeito das FOEE e F3 sobre a oviposicao de S. mansoni foi avaliada por
meio da quantidade de ovos por grama de fezes (OPG) e confec¢do do oograma,
15 dias apds a administracdo do tratamento via oral, em camundongos Balb/c.
Esses dados foram relacionados com o PZQ e grupo controle negativo (que
recebeu apenas solucao tampao PBS).

Em relacdo a OPG, nao houve diferenga significativa para a quantidade
média de ovos entre 0s mesmos grupos de tratamento (ou seja, aqueles que
receberam diferentes amostras no mesmo dia e com a mesma concentracao)
tanto nos realizados aos 45 (tabela 36 e figura 24), como aos 60 dias (tabela 36 e
figura 24).

As concentragdes testadas, para as diferentes amostras e PZQ, nao
apresentaram diferencas significativas em OPG nos tratamentos feitos no 45° dia,
com excecdo da F3, cuja concentracdo de 100 e 200 mg/kg diferiram
significativamente (873,0 e 295,2 ovos/grama de fezes, respectivamente, p =
0,048).

Diferiram estatisticamente do grupo controle negativo em OPG (1003,4
ovos/grama de fezes) os tratamentos realizados nesse mesmo periodo com 40
(316,7 ovos, p = 0,0421) e 200 mg/kg (620,7, p = 0,0005) de PZQ; 100 (873,0
ovos, p = 0,0248), 200 (295,2 ovos, p = 0,0248) e 300 mg/kg (452,0 ovos, p =
0,0494) de F3; 300 mg/kg (811,3 ovos, p = 0,0494) de FOEE. Dessa forma, o
tratamento que apresentou maior eficiéncia para esse parametro, quando efetuado
no 45° dia de infeccéo, foi com 300 mg/kg de PZQ e, em seguida, 200 mg/kg de
F3, pois, além de apresentarem menor OPG e desta ser estatisticamente menor
em comparagao ao grupo controle negativo, demonstraram maior porcentagem de

reducéo de ovos (81,1 e 70,5%, respectivamente).

Nos tratamentos realizados no 60° dia de infec¢ao, ndo houve diferencas

significativas para a quantidade de ovos/grama de fezes entre 0s mesmos grupos.
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Comparando-se as concentracbes testadas para as amostras e PZQ, a OPG
diferiu significativamente entre 40 e 200 mg/kg de FOEE (625,5 e 844,
respectivamente, p = 0,0056) e de F3 (1294,6 e 335,7, respectivamente, p =
0,048). Diferiram também do grupo controle as concentracoes de 40 e 200 mg/kg
de FOEE (625,5 e 84,4, respectivamente, p = 0,0076). Sendo assim, para
tratamentos realizados nesse periodo, o que apresentou maior eficiéncia para
esse parametro foi a FOEE na concentracao de 200 mg/kg, com taxa de reducao
de ovos de 85,1%.

Entre os dois dias de tratamento, houve diferenca significativa de OPG
apenas com a F3 na concentracdo de 40 mg/kg (598,6 - 45 dias - e 1294,6 - 60
dias -, p = 0,0283). Nao houve diferenga significativa em ambos os dias nos outros
grupos de tratamento e nem para os grupos controles negativos.

Em relagdo ao oograma, realizado nos camundongos submetidos a
tratamento no 45° dia de infeccao (tabela 37 e figura 25), ndo houve diferenca
significativa para os estagios de desenvolvimento dos ovos (imaturos, maduros ou
mortos) entre os mesmos grupos de tratamento. No entanto, algumas
concentragdes, com as mesmas amostras ou PZQ, mostram-se significativamente
diferentes entre si, para o encontro de ovos viaveis ou mortos. As concentragbes
de 40 e 300 mg/kg de PZQ (35,1 e 3,0 ovos, respectivamente, p = 0,008) e FOEE
(42,3 e 10,1 ovos, respectivamente, p = 0,0235), por exemplo, diferiram
significativamente para ovos imaturos, assim como as de 200 e 300 de PZQ (14,8
e 3,0 ovos, respectivamente, p = 0,0163). Apenas as concentra¢des de 40 mg/kg
de PZQ e FOEE néo diferiram significativamente do grupo controle negativo para

0 encontro de ovos imaturos no oograma.

Para a quantidade de ovos maduros houve diferenga significativa com as
concentragbes de 40 e 200 mg/kg (38,8 e 12,6 ovos, respectivamente, p =
0,0435), 40 e 300 mg/kg (38,8 e 10,9 ovos, respectivamente, p = 0,0207) e 100 e
300 mg/kg (28,8 e 10,9, respectivamente, p = 0,0333) de PZQ; 40 e 300 mg/kg
(34,9 e 8,5 ovos, respectivamente, p = 0,017) e 100 e 300 mg/kg de FOEE (30,4 e
8,5 ovos, respectivamente, p = 0,0191); 40 e 100 mg/kg de F3 (36,8 e 13,4,
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respectivamente, p = 0,0258). A F3, 40 mg/kg, foi o Unico tratamento que nao
apresentou-se significativamente diferente para ovos maduros, em relacdo ao

grupo controle negativo.

Comparando-se 0s mesmos grupos de tratamento, houve diferenca
significativa para a quantidade de ovos mortos no realizado com a concentracao
de 100 mg/kg, entre as FOEE e F3 (2,7 e 32,3, respectivamente, p < 0,0001). Em
relacdo as concentragdes testadas para uma mesma amostra, apresentaram-se
significativamente diferentes a quantidade de ovos mortos em 40 e 100 mg/kg de
F3 (9,9 e 32,3 ovos, respectivamente, p = 0,0278) e 100 e 200 mg/kg (2,7 e 19,6
ovos, respectivamente, p < 0,0001) de FOEE. Diferiram significativamente do
grupo controle negativo (17,3 ovos) os tratamentos feitos com 100 (32,3 ovos, p =
0,0016) e 200 mg/kg de F3 (23,5 ovos, p = 0,0016).

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que, para o
parametro oograma, dentre os tratamentos realizados no 45° dia de infeccéo se

destacaram:

- O PZQ, na concentracdo de 300 mg/kg, pois apresentou pouca
quantidade de ovos imaturos (10,6%) e maior de ovos mortos (51%). Além disso,
a quantidade de ovos imaturos e maduros diferiu significativamente do grupo
controle negativo, estando em menor quantidade. Apesar da quantidade de ovos
mortos nao ter diferido estatisticamente deste grupo, a porcentagem desses foi
menor no grupo controle negativo (14,0%). Por essa razdo pode ser considerado o

tratamento mais ativo para esse parametro.

- A F3, nas concentragbes de 100, 200 e 300 mg/kg, pois apresentou
padrdo de oograma parecido com o PZQ 300 mg/kg, com menor quantidade de
ovos imaturos e maior de ovos mortos. Dessas concentragdes destaca-se a de
100 mg/kg, uma vez que apresentou maior porcentagem de ovos mortos (51,6%).
Além disso, diferiu significativamente do grupo controle em relagdo a quantidade
média dos ovos nos diferentes estagios de desenvolvimento.
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Nos tratamentos realizados aos 60 dias de infeccédo (tabela 36 e figura
26), houve diferenga significativa entre o mesmo grupo de tratamento para a
concentracao de 40 mg/kg. Assim, a quantidade de ovos imaturos do PZQ (44,4
ovos) diferiu estatisticamente (p = 0,0324) da FOEE (21,7 ovos). Ainda para esse
parametro, diferiu significativamente (p = 0,0126) do grupo controle (18,1 ovos), a
F3 (21,3 ovos).

A quantidade de ovos maduros diferiu significativamente entre 0 mesmo
grupo de tratamento para a concentracdo de 200 mg/kg, em que a quantidade de
ovos nesse estagio de maturidade apresentados pela FOEE (37,1 ovos) diferiu
significativamente (p = 0,0335) da F3 (18,0 ovos). Além disso, a quantidade
desses ovos para o PZQ (16,3 ovos) e a FOEE (37,1 ovos), diferiram
estatisticamente (p = 0,04), com essa mesma concentragao.

Comparando-se as diferentes concentracoes testadas para a mesma
amostra, ou para o PZQ, houve diferenca significativa na quantidade de ovos
maduros nos tratamentos realizados com PZQ (58,9 ovos - 40 mg/kg - € 16,3 ovos
- 200 mg/kg -, p = 0,0002) e também com F3 (27,5 - 40 mg/kg - e 15,0 ovos - 200
mg/kg -, p = 0,0002). Todos os tratamentos diferiram estatisticamente do grupo

controle negativo, com excecao da FOEE na concentracao de 200 mg/kg.

Em relacdo aos ovos mortos, ndo houve diferenga significativa entre a
quantidade desses, nos mesmos grupos de tratamento. Entre as diferentes
concentragdes testadas para uma mesma amostra, apenas a F3 apresentou
diferenca estatistica (3,3 ovos - 40 mg/kg - e 27,2 ovos - 200 mg/kg - p < 0,0001).
O grupo tratado com 200 mg/kg de FOEE, 3 e PZQ nao tiveram diferenca
significativa na quantidade desses ovos em comparacdo ao grupo controle

negativo.

Dessa forma, pode-se observar que os tratamentos realizados aos 60 dias
de infeccdo demonstraram menor atividade para o paréametro oograma. Isso
porque as amostras testadas, assim como o PZQ, apresentaram altas
porcentagens de ovos imaturos e maduros nas duas concentragdes. O tratamento

feito com 200 mg/kg de PZQ demonstrou ser mais eficiente que os outros por ter
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apresentado menor porcentagem de ovos imaturos e maduros (25,6 e 33,4%,

respectivamente) e maior de mortos (40,9%).

Comparando-se ambos os dias de tratamento para o parametro oograma,
em relacdo aos ovos imaturos, ndo houve diferenca significativa entre as
concentracbes e amostras testadas. Em contrapartida, o grupo controle negativo
diferiu significativamente (p = 0,0103) nos grupos 45 e 60 dias, estando em maior
quantidade no primeiro (46,3 e 18,1 ovos, respectivamente). Sobre 0s ovos
maduros nao houve diferenga significativa entre os dois dias e para 0s ovos
mortos houve diferenca estatistica apenas entre PZQ 200 mg/kg (5,7 e 19,9 ovos,
e tratamento realizado aos 45 e 60 dias pos infeccdo, respectivamente, p =
0,0215).

140



RESULTADOS

A.
OPG (45 dias)
w 2000 -
8
& 1500 -
p m Controle
e 1000 -
E B Praziquantel
L 500 - II do Organi
& Fragao Organica
]
2 0 . | | ' B Fracdo 3
S 0 40 100 200 300
o]
Concentragdo (mg/kg)
B. i
OPG (60 dias)
» 1500
&
N
2 1000 - B Controle
(-]
2 ;
£ B Praziquantel
& 500
'g_ Fragdo Organica
§ o M Fragdo 3
3 0 A0 200

Concentrac¢do (mg/kg)

Figura 24. Avaliacdo da acédo das FOEE e F3 - in vivo - sobre a oviposicéo de S.
mansoni, comparadas com a do grupo controle negativo (0 mg/kg - néo tratado) e
com o PZQ. (A): Ovos por grama de fezes (OPG), em tratamentos realizados aos
45 dias de infecgdo. (B) Ovos por grama de fezes (OPG), em tratamentos
realizados aos 60 dias de infeccéo.
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Tabela 36: Efeito das diferentes concentracdes de FOEE e F3 sobre a oviposi¢do de S.
mansoni - tratamentos realizados aos 45 dias de infecgao.

OOGRAMA***
45 dias OPG** Reducéo IMATURO MADURO MORTOS
Tratamento v de ovos v v v
Concentragéo X tDP. % X £D.P. (%) X £D.P. (%) X £D.P. (%)
(mg’kg)
40 PzQ 316,7+276,0 68,4 35,1 + 39,7 (45,5) 38,8 + 30,1 (50,3) 3,243 (4,15)
a a abc
FOEE 663,6 + 964,0 33,8 42,3 +41,9(52,2) 34,9 + 31,1 (43,0) 3,8+3,0(4,7)
b de
F3 598,6 + 738,6 40,3 12,6 £ 14,0 (21,2) 36,8 + 13,9 (62,0) 9,9+9,4 (16,7)
c fg a
100 PzQ 688,8 + 11267 31,3 20,0 + 9,3 (37,3) 28,8 + 22,3 (53,3) 52 +7,4(9,6)
d hi
FOEE 720,0 + 858,1 28,2 14,9 £7,1 (31,0) 30,4 + 22,4 (63,3) 2,7+3,5(5,6)
e ik bc
F3
873,0 £ 877,1 13 16,9 £ 13,8 (27,0) 13,4 £10,7 (21,4) 32,3+ 16,7 (51,6)
bc f fl abe
200 PzQ 620,7 £ 705,9 38,1 14,8 £ 14,7 (44,7) 12,6 £ 9,3 (38,0) 57+54(17,2)
d gh am
FOEE 371,7 £322,7 63 15,5 £ 14,0 (27,6) 21,1+ 14,0 (37,5) 19,6 + 20,8 (34,9)
in n c
F3
295,2 +371,4 70,5 15,2 £ 11,7 (28,2) 15,1 £ 6,5 (28,0) 23,5+ 15,9 (43,7)
bg i o d
300 PzQ 188,8 + 403,5 81,1 3,0+9,4(10,5) 10,9 £ 10,5 (38,4) 14,5 +17,2 (51,0)
h agk bhp
FOEE
811,3 + 1588,1 19,1 10,1 £10,4 (40,2) 8,5+ 6,6 (33,9) 6,5 +6,3 (25,9)
e bl dgijr
F3
452,0 + 663,9 54,9 9,3+6,5(24,1) 13,3+ 10,1 (34,5) 15,9+ 10,1 (41,3)
f m q
0 CONTROLE* 1003,4 + 901,8 - 46,3 £ 31,7 (37,7) 59,7 + 30,2 (48,4) 17,3+ 7,8 (14,0)

acdefgh

cdefhijklmn

ceiklmnopaqr

de

*CONTROLE - Grupo Controle Negativo; **OPG - Ovos por grama de fezes; ***Estagios de maturidade dos ovos: 1° a 4° estagio - ovos imaturos; 5°
estagio - ovos maduros; Letras iguais correspondem a diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05). D.P. — Desvio Padrao.

142



RESULTADOS

Tabela 37: Efeito das diferentes concentracdes de FOEE e F3 sobre a oviposi¢do de S.
mansoni - tratamentos realizados aos 60 dias de infecgao.

OOGRAMA***
60 dias
OPG** Reducgéo IMATURO MADURO MORTOS
Concentracao Tratamento v de ovos v v v
(ma ,kg)g X % X (%) X (%) X (%)
40 PzQ 1105,1 £+ 892,4 - 44,4 + 25,1 (39,9) 58,9 + 20,4 (52,9) 8,0+£5,5(7,2)
ac b f b
FOEE
625,5 +415,6 - 21,7 +£10,4 (36,4) 26,7 £ 19,0 (44,8) 11,2+ 11,8(18,8)
ab c h c
F3
1294,6 + 1336,2 - 15,7 £ 10,2 (33,7) 27,5+10,3 (59,1) 3,3+4,9(7,0)
c ei ad
200 PZQ 451,7 £ 655,1 20,5 12,5+ 11,4 (25,6) 16,3 + 15,4 (33,4) 19,9 + 12,2 (40,9)
a abc
FOEE
84,4+ 1544 85,1 25,8 £ 19,0 (28,3) 37,1 £20,4 (40,8) 28,1+ 18,2 (38,9)
ad ad
F3
335,7 £541,8 40,9 21,3+ 15,9 (33,5) 15,0 £ 14,3 (23,6) 27,2+ 11,4 (29,9)
c b deg a
0 CONTROLE* 568,2 + 465,4 - 18,1 £16,4 (17,5) 50,5 + 34,5 (55,5) ¢ 34,8 +21,9(38,2)
bd b cfghi bcd

*CONTROLE - Grupo Controle Negativo; **OPG - Ovos por grama de fezes; ***Estagios de maturidade dos ovos: 1° a 4° estagio - ovos imaturos;
5° estagio - ovos maduros; Letras iguais correspondem a diferengas significativas (p < 0,05) entre os grupos.
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Figura 25. Avaliacdo da acdo das FOEE e F3 - in vivo - sobre a viabilidade dos
ovos de S. mansoni, comparadas com a do grupo controle negativo (0 mg/kg - ndo
tratado) e com o PZQ. Tratamento realizado aos 45 dias de infeccdo. PZQ 40,
100, 200 e 300: PZQ 40, 100, 200 e 300 mg/kg; F. ORG 40, 100, 200 e 300: FOEE
40, 100, 200 e 300 mg/kg; FRA 3 40, 100, 200 e 300: F3 40, 100, 200 e 300
mg/kg.
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Figura 26. Avaliagdo da acdo das FOEE e F3 - in vivo - sobre a viabilidade dos
ovos de S. mansoni, comparadas com a do grupo controle negativo (0 mg/kg - ndo
tratado) e com o PZQ. Tratamento realizado aos 60 dias de infeccdo. PZQ 40,
100, 200 e 300: PZQ 40, 100, 200 e 300 mg/kg; F. ORG 40, 100, 200 e 300: FOEE
40, 100, 200 e 300 mg/kg; FRA 3 40, 100, 200 e 300: F3 40, 100, 200 e 300
mg/kg.
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5.3.2.2 Acao das FOEE e F3 nas reacoes granulomatosas
provocadas pelos ovos de S. mansoni

A acao das FOEE e F3 sobre as reacdes granulomatosas produzidas em
resposta aos ovos de S. mansoni retidos nos tecidos foi avaliada por meio de
observacgdes histologicas dos principais érgaos acometidos pelos granulomas:

figado, intestino, baco e pulmao.

Foi observado que a FOEE diferiu significativamente do grupo controle
negativo (12,6 granulomas por cm?) em relacio a quantidade média de
granulomas, nos tratamentos realizados aos 45 dias de infecgéo (tabelas 38 e 39),
em todos os 6rgaos analisados (figura 27), com as concentracoes de 40 (figado:
6,0 granulomas por cm?; intestino: 1,3; baco e pulmao: 0,0; p = 0,0493), 100
(figado: 7,0 granulomas por cm?; intestino: 2,0; bago e pulmao: 0,0; p = 0,0493) e
300 mg/kg (figado: 3,0 granulomas por cm?; intestino: 1,3; bago e pulmao: 0,0; p =
0,0278). A F3 e o PZQ nao apresentaram diferencas significativas entre o grupo

controle.

Aos 60 dias de infecgdo (tabelas 37 e 38; figuras 28), a FOEE diferiu
significativamente do grupo controle (13,6 granulomas por cm?), para esse mesmo
parametro, com ambas as concentracdes (40 mg/kg: 12,6 granulomas por cm?, p =
0,045; 200 mg/kg: 8,6, p = 0,0178). Os demais tratamentos apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao controle com a concentragcdo de 200 mg/kg
(PZQ: 3,0 granulomas por cm?, p = 0,0013; F3: 9,3, p = 0,0035).

Em relagcdo as medidas dos granulomas, nos tratamentos realizados aos
45 dias de infecgdo, diferencas estatisticas entre o grupo tratado e o controle
(51310,3 mm?) foram encontradas com a FOEE na concentracdo de 40 mg/kg
(40721,1 mm?; p < 0,001) e 200 mg/kg (28749,4 mm?; p < 0,05) e a F3, 200 mg/kg
(25,996 mm? p < 0,01). Nos tratamentos realizados no 60° dia de infecgao,
diferiram significativamente do grupo controle e PZQ (45662,2; p < 0,05) e a F3
(35185,2; p < 0,05), na concentracao de 40 mg/kg.
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De acordo com esses resultados, pode-se afirmar que a FOEE foi a que
se mostrou mais ativa em relacdo a diminuicdo da quantidade de granulomas
hepéaticos e nos demais tecidos, nos tratamentos realizados no 45° dia de
infeccao, ja que foi o Unico grupo a diferir significativamente do controle negativo,
apresentado menor quantidade dessas reagbes nos 6rgaos analisados. Aos 60
dias de infecgédo, os tratamentos realizados com a concentragdo de 200 mg/kg
mostraram-se mais eficazes que a de 40 mg/kg, ja que todos os grupos tratados
demonstraram menor quantidade significativa de granulomas nos 6érgaos
analisados que o grupo controle negativo, destacando-se o PZQ para os
granulomas hepéticos, a F3 para os intestinais, a FOEE para os esplénicos e a F3
para os pulmonares.

Assim pode-se afirmar que as FOEE e F3 apresentaram atividade na
formagdo dos granulomas, principalmente quando administradas aos 45 dias de

infec¢do, diminuindo sua quantidade e tamanho.

Analisando-se os resultados em conjunto, pode-se afirmar que o melhor
tratamento para as reacdes granulomatosas foi o efetuado com 200 mg/kg de
FOEE (prancha 1), pois apresentou menor quantidade de granulomas que o grupo
controle negativo - em todos os 6rgdos analisados e em ambos os dias de
tratamento - e, apesar de nédo diferirem estatisticamente nos realizados aos 45
dias, essas diferengcas foram consideradas biologicamente importantes. Além
disso, também apresentou granulomas menores que o grupo controle negativo.

Foi também possivel observar diferengas nas reagdes granulomatosas
entre os dois dias de tratamento para todos os grupos, uma vez que aos 60 dias
esses foram encontrados em maior quantidade, porém, apresentando menor area,

em relacao aos granulomas hepaticos.
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Tabela 38: Acao das FOEE e F3 sobre o granuloma hepatico.

45 dias 60 dias
Concentracao Quantidade de Area dos Granulomas Quantidade de Medida dos
(mg/kg) Granulomas (mm?) Granulomas Granulomas (mm?)
Yt D.P. Yi D.P. Yi D.P. Yi D.P.
40 PzQ 5,6 +5,0 45662,2 + 34184,0 13,3+2,8 28892,8 + 12474,1 f
FOEE 6,0+3,0a 40721,1 + 26688,6 d 126 +3,0a 34804,2 + 16841,1
F3 10,0 £ 2,6 35185,2 + 16966,3 12,6 £2,0 30874,9 + 18327,8 e
100 PzQ 6,0+ 0,6 44329,3 + 22207,8 - -
FOEE 70+£10b 27820,0 £ 11785,2 - -
F3 7,6 £4,0 45509,3 + 20598,2 - -
200 PzQ 6,0 + 4,1 51776,5 £31569,0 e g 3,0+£52d 33756,9 £ 11190,2
FOEE 5629 28749,4 £ 122750 e f 86+3,7b 30313,8 £ 14362,7
F3 7,3+0,5 25996,6 £ 10253,9g h 93+49c¢ 36908,2 + 11127,1
300 PzQ 9,6 +2,5 40431,5 +21281,8 - -
FOEE 3,0+52¢ 41852,0 + 19867,5 - -
F3 56 +4,9 34398,8 + 23388,2 - -
0 CONTROLE* 126+4,0abci 51310,3 £ 28405,2d fh 13,6 +2,0abcdi 42773,8 £ 240659 e f
*CONTROLE - Grupo controle negativo:

Letras iguais correspondem a grupos que diferiram significativamente (p < 0,05) entre si. D.P.- Desvio
Padréo.
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Tabela 39. Acado das FOEE e F3 sobre a quantidade de granulomas no intestino, baco e

pulmao.
45 dias 60 dias
Granulomas Granulomas
Intestino Baco Pulmao Intestino Baco Pulméo
Concentracao v v v v v v
(mg/kg)g X tDP. X tDP. X tDP. X tDP. XtppP. X+DP
40 PZQ 3,0+£26 0,3+1,7 1,0+2,8 19,3+0,5 1,6+28 23+25
FOEE
1,3+1,1a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 16,3+11,5a 0,0+00a 30+26a
F3
2,6 +37 0,0 £0,0 0,0 £0,0 15,0 + 3,6 4,0+4,0 20+1,0
100 PZQ 6,6 £2,6 8,017 16+29 - - -
FOEE
20+34b 0,0+£00b 0,0+£00b - - -
F3
6,3 +4,0 0,0+6,6 0,0+£0,0 - - -
200 PZQ 3,0£2,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0 11,3+6,5d 06+1,1d 1,0+1,0d
FOEE
1,3£0,5 0,0+£0,0 0,0+£0,0 13,3+£8,0b 00+00b 1,0£20b
F3
10,6 £2,3 0,0+£0,0 4,0 £6,0 80+£50c¢c 1,3x23¢c 0,0+£0,0c
300 PZQ 8,6 £ 10,7 0,3+0,5 0,0+£0,0 - - -
FOEE
13x1,1¢c 0,0+£0,0c 0,0+£0,0c - - -
F3 10,6 £2,3 0,0+£0,0 4,0 £6,0 - - -
0 CONTROLE 15,0+ 4,5 0,6 £0,5 0,3+0,6 18,3+£1,5 10,0+ 2,0 10,6 £9,8
abci abci abci abcdi abcdi abcdi

*CONTROLE - Grupo controle negativo: Letras iguais correspondem a grupos que diferiram significativamente (p < 0,05) entre o grupo
controle. D.P. — Desvio Padrao.
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Figura 27: (A) e (B): Média de granulomas hepaticos, intestinais, esplénicos e
pulmonares em tratamentos realizados aos 45 dias de infecgéo..
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Figura 28: (A) e (B): Média de granulomas hepaticos, intestinais, esplénicos e
pulmonares em tratamentos realizados aos 60 dias de infecgéo.
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Prancha 1. Granulomas hepaticos. Tratamentos realizados aos 45 dias de
infeccdo com 200 mg/kg de PZQ, FOEE ou F3. (A): figado de animal sadio. (B):
figado do grupo controle infectado e ndo submetido ao tratamento. (C): figado
submetido a tratamento com PZQ. (D) e (E): figados submetidos a tratamento com
FOEE e F3, respectivamente, mostrando granulomas menores em comparagao
aos grupos PZQ e controle. Escala: ~ 1%@em

151



RESULTADOS

5.3.3 Relacao entre a quantidade de vermes recuperados do sistema
porta-hepatico, OPG e quantidade de granulomas hepaticos.

Relacionando-se os parametros vermes recuperados do sistema porta-
hepatico, OPG e a quantidade dos granulomas hepaticos pode-se observar que
nos tratamentos realizados aos 45 dias de infecgao (figura 29):

- 0 grupo PZQ na medida em que se aumentou a concentracao testada,
aumentou também a quantidade média de granulomas hepéaticos, ou seja, de ovos
retidos no figado (40 mg/kg: 5,6 granulomas por cm? 100 e 200 mg/kg: 6,0 e 300
mg/kg - 9,6), porém diminuiu a quantidade de ovos eliminados para o ambiente
com as fezes (40 mg/kg: 316,7 ovos/grama de fezes; 100 mg/kg: 688,8; 200
mg/kg: 620,7 e 300 mg/kg: 188,8). Conforme os trés parametros analisados nesse
topico acredita-se que o melhor tratamento para o PZQ foi o realizado na
concentracdo de 300 mg/kg, pois apesar de apresentar maior quantidade de
granulomas que as demais, teve menores OPG e vermes recuperados por
perfusdo do sistema porta-hepatico.

- com a FOEE, a concentracdo mais ativa para diminuicado da quantidade
de granulomas hepaticos (300 mg/kg) foi a que apresentou maior OPG sendo
possivel inferir que poucos foram os ovos retidos no tecido hepatico, tendo sido a
maioria eliminados com as fezes. De acordo com os resultados obtidos para esses
parametros pode-se avaliar que a concentracdo de 200 mg/kg representou o
melhor tratamento para esta fragdo, isso porque teve uma das menores
quantidades de granulomas, menor OPG e quantidade de vermes recuperados
parecida (nao diferindo significativamente) com as outras.

- com a F3, as concentragdes mais altas (200 e 300 mg/kg) foram as que
apresentaram maior quantidade de vermes recuperados por perfusdo do sistema
porta-hepatico. Em contrapartida, tiveram menor OPG. Como a quantidade de
granulomas foi parecida (ndo diferindo significativamente) em comparagdo as
concentragbes testadas, pode-se afirmar que o melhor tratamento com essa
fracdo e para esses trés parametros foi a de 200 mg/kg, ja que apresentou a
menor OPG.
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Praziquantel
controle
PZ0 300
PZ0 200
PZ0 100
PZ0 40
1 10 100 1000 10000
PZQ 40 PZQ 100 PZ0Q 200 PZQ 300 controle
WVvermes 137 14.6 136 4.2 137
M Granuloma 56 ] ] 06 126
WOPG 3167 * 6888 6207 % 1888 % 1003 .4
B. C. verbenacea: FOEE
controle N S S
Forg 300 |
forg 200
forg 100 !
forg40 |
1 10 100 1000 10000
 forg40 | forg100 | forg200 | forg300 | controle |
| EVermes BS 129 10.7 91 137
| mGranuloma - 7o 56 3 % 126
| mOPG | 6636 720 3717 B113 % | 10034
C. C. verbenacea: F3
controle
fra3 300
fra3 200
fra3 100
fras40 |
1 10 100 1000 10000
" #ra340 | ra3100 | #ra3200 | fra3300 | controle
W \Vermes 103 97 * 186 * 179 * 137
W Granuloma 10 7.6 73 56 126
HOPG 598.6 E73 2952 452 1003.4

Figura 29. (A) (B) e (C): Relagéo entre os tratamentos (efetuados aos 45 dias de infecgao) e suas
concentragbes testadas, com a quantidade de vermes recuperados do sistema porta-hepatico,
ovos por grama de fezes e granulomas hepaticos. PZQ 40, 100, 200 e 300 - PZQ nas
concentragées de 40, 100, 200 e 300 mg/kg; f org 40, 100, 200 e 300 - FOEE nas concentragdes
de 40, 100, 200 e 300 mg/kg; fra 3 40, 100, 200 e 300 - F3 nas concentragdes de 40, 100, 200 e
300 mg/kg; OPG - ovos por grama de fezes; Granuloma - quantidade média de granulomas
hepaticos por cm?; Vermes - quantidade média de vermes recuperados do sistema porta-hepatico;
controle - grupo controle negativo. * p < 0,05 em relagéo ao grupo Controle.

153



RESULTADOS

Para os tratamentos realizados aos 60 dias e infeccao (figura 30) pode-se

observar que:

- 0 grupo PZQ apresentou menores quantidades de vermes recuperados
pela perfusdo do sistema porta-hepatico, reagdes granulomatosas no tecido
hepatico e ovos por grama de fezes na concentracao de 200 mg/kg, tendo sido

esta a mais ativa para esses parametros, neste dia de tratamento.

- a FOEE, na concentracdo de 200 mg/kg, teve quantidade parecida de
vermes recolhidos do sistema porta-hepatico em comparacdao a de 40 mg/kg
(valores nao significativos estatisticamente), menor quantidade de granulomas
hepaticos (estatisticamente nao significativo, porém biologicamente importante) e
de ovos por grama de fezes, sendo considerada a concentracdo mais ativa para
esses paramteros, neste dia de tratamento.

- a F3, na concentracdao 200 mg/kg, apresentou menor quantidade de
vermes recuperados no sistema porta-hepatico, granulomas hepaticos e ovos por
grama de fezes, sendo esta também a concentracdo mais ativa para esses

parametros, neste dia de tratamento.
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Tratamentos realizados 60 dias pds infeccdo

controle
fra3 200
fra3 40

|
[
[
[
faorg 200 |
[
[
I

forg 40
PZ0 200
PZ0 40 |
1 10 100 1000 10000
PZ0 40 PZ0 200 forg 40 forg 200 fra3 40 fra3 200 controle
WVermes 158 76 115 13.1 16.3 108 12.4
W Granuloma 13.3 3 * 126 * 86 * 126 93 x 136
OPG 1105.1 451.7 6255 * 844 * 12946 335.7 568.2

Figura 30. Relacédo entre os tratamentos (efetuados aos 60 dias de infecgcédo) e
suas concentracdes testadas, com a quantidade de vermes recuperados do
sistema porta-hepatico, ovos por grama de fezes e granulomas hepaticos. PZQ -
PZQ; f org - FOEE; fra 3 - F3; OPG - ovos por grama de fezes; Granuloma -
quantidade média de granulomas hepaticos por cm<; Vermes - quantidade média
de vermes recuperados do sistema porta-hepatico. * p < 0,05 em relacado ao grupo
Controle.

Para os dois dias de tratamento, a concentracao de 200 mg/kg mostrou-se
mais ativa que as demais para os trés parametros aqui analisados. Ainda sobre
esses parametros o0s tratamentos realizados aos 45 dias de infecgcao
apresentaram-se mais ativos para a maioria deles, mesmo que certas quantidades
de vermes, granulomas ou ovos nao tenham diferido significativamente entre as
concentragbes, tratamentos ou grupo controle. Apesar disso, o tratamento
efetuado 60 dias pds infecgdo com 200 mg/kg de FOEE demonstrou reducgéo
acentuada na OPG em comparacao as amostras testadas.
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534 Acao das FOEE e F3 sobre o peso corporal e

hepatoesplenomegalia.

A acao das FOEE e F3 sobre ganho ou perda de peso dos camundongos
e a hepatoesplenomegalia foram analisadas apés 15 dias da administracdo do
tratamento. Dessa forma, os camundongos foram pesados, em seguida
eutanaziados, retirados o figado e baco que foram também pesados

separadamente.

Aos 45 dias de infeccdo (tabela 40 e figura 31) houve diferenca
significativa entre: o PZQ e a F3, em relacdo ao peso corporal médio dos
camundongos, com as concentracdes de 200 (23,4 e 20,8 g, respectivamente, p =
0,0142) e 300 mg/kg (23,6 e 21,7, respectivamente, p = 0,0177); FOEE e F3 na
concentracao de 300 mg/kg (23,7 e 21,7, respectivamente, p = 0,0066).

Diferiram significativamente do grupo controle negativo - infectado porém
nao tratado -, com peso médio de 22,7 g, a F3 nas concentracdes de 100 (21,2 g,
p = 0,0229) e 200 mg/kg (20,8 g, p = 0,0452). Essa mesma fracdo, nessas
mesmas concentracoes, também diferiu significativamente (100 - p = 0,0174 - e
200 mg/kg - p = 0,0295) do grupo de camundongos sadios nao infectados (peso
médio de 23,4 g). Ndo houve diferenca significativa para o peso corporal médio
dos camundongos entre os demais tratamentos e os grupos controles (infectados
e sadios) assim como ndo foi estatisticamente significativa a comparagao entre o

peso médio dos camundongos infectados, mas nao tratados com os sadios.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos com os tratamentos
efetuados nesse periodo, pode-se inferir que com a F3 houve a perda de peso dos
camundongos. Os demais tratamentos ndo provocaram alteracdes significativas

no peso corporal em relagdo aos grupos controles.

O peso médio do figado e do baco dos camundongos submetidos aos
tratamentos apds 45 dias de infeccdo, além do grupo controle infectado néo
tratado, diferiu significativamente dos camundongos sadios, indicando ocorréncia

de hepatoesplenomegalia em todos 0s grupos.
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Tratamentos realizados nesse mesmo periodo com a concentracao de 100
mg/kg apresentaram diferenga significativa em relacdo ao peso médio do baco
entre os grupos tratados com PZQ (0,6 g) e FOEE (0,4 g, p = 0,0404) e entre essa
eaF3(0,7 g, p=0,0056).

Comparando-se os grupos tratados com o controle infectado e nao
submetido a tratamento, houve diferenga significativa para o peso do bago apenas
com a FOEE, na concentracdo de 40 mg/kg (0,5 e 0,7 g, respectivamente, p =
0,0222).

Conforme esses resultados, pode-se observar que a FOEE apresentou-se
mais ativa para diminuicdo da esplenomegalia, uma vez que o peso do baco,
embora nem sempre estatisticamente significativo, foi menor em comparacao a
maioria dos tratamentos e suas respectivas concentragbes. Além disso, a
concentracao de 100 mg/kg diferiu significativamente entre os feitos no mesmo

grupo, sendo menor que 0s demais.

Para os tratamentos realizados apés 60 dias de infeccao (tabela 41 e
figura 32), houve diferenga significativa (p = 0,0136) no peso médio dos
camundongos entre o mesmo grupo de tratamento com a concentragédo de 200
mg/kg de FOEE (24,4 g) e 3 (22,2 g). Os feitos com 40 mg/kg apresentaram
diferenga significativa em relagdo aos camundongos sadios e esses, por sua vez,
diferiram estatisticamente do grupo controle infectado e ndo tratado.

Assim, pode-se afirmar que para o parametro peso corporal 0s
tratamentos mais ativos, realizados aos 60 dias de infeccédo, foram os efetuados
com a concentragdo de 200 mg/kg, pois nado apresentaram-se diferentes
estatisticamente do grupo de camundongos sadios. Em especial, a FOEE foi a que
mais se aproximou do peso dos camundongos sadios (24,4 e 24,5 g,

respectivamente).

O peso médio do figado dos camundongos tratados nesse mesmo dia
com 200 mg/kg de PZQ (1,7 g) e FOEE (2,0 g) diferiram significativamente (p =
0,0175) entre si. Os demais tratamentos (com excecao da F3, 200 mg/kg) e o
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grupo controle infectado, mas n&o tratado, diferiram significativamente dos

camundongos sadios.

Em relacdo a hepatomegalia pode-se afirmar que os tratamentos mais
ativos, quando realizados aos 60 dias pos infecg¢ao, foram os feitos com a F3 (1,6
g) e o PZQ, pois ndao houve diferenca significativa para o peso médio do figado

entre esses e 0s camundongos sadios.

Houve diferenca significativa para o peso médio do bago nos tratamentos
realizados com a concentragao de 40 mg/kg entre o PZQ (0,9g)eaF3(1,09,p =
0,0152), com 200 mg/kg de PZQ (0,6 g) e FOEE (0,9 g, p = 0,0187) e destae a F3
(0,6 g, p = 0,0069).

Dessa forma, aos 60 dias de infeccdo, a esplenomegalia foi menor nos
tratamentos realizados com 200 mg/kg em especial o PZQ (40 mg/kg - 0,9 g -
enquanto que 200 mg/kg - 0,6 g; p = 0,0008).

Comparando-se os dois dias de tratamento, houve diferenca significativa
em relagao ao peso médio dos camundongos nos tratamentos realizados com 200
mg/kg de FOEE (22,5 g - aos 45 dias - e 24,4 g - aos 60 dias-, p = 0,0325) e para
0 peso do bago nos feitos com 40 mg/kg de PZQ (0,7 g - aos 45 dias - € 0,9 - aos
60 dias -, p = 0,0048).

De um modo geral percebe-se aumento de peso corporal, bago e figado
(nem sempre significativos) para a maioria dos tratamentos realizados aos 60 dias
de infeccdo, em comparacgao aos de 45 dias.
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Tabela 40. Acado das FOEE e F3 sobre o peso corporal, do figado e bago dos
camundongos em tratamento feito aos 45 dias de infecgao.

45 dias Peso (g)
Camundongo Figado % Peso Baco % Peso
figado/Peso baco/Peso
corporal corporal
Concentracao v v v
(mg/kg) X tD.P. X tDP. % X tDP. %
40 PzQ 23,2+1,7 1,9+0,2 8,1 0,7+ 0,1 3,0
a a
FOEE
22,7+2,0 1,7+0,3 7.4 0,5+0,2 2,2
F3 b b
21,4+26 1,8+0,1 8,4 0,8+0,2 3,7
c c
100 PzQ 23,5+1,4 1,8+0,1 7,6 0,6 0,1 2,5
d de
FOEE
20,6 +7,4 1,6+0,6 7,7 04 + 0,2 1,9
F3 e df
21,2+0,7 1,8+0,1 8,4 0,7 £ 0,1 3,3
ab f fg
200 PzQ 234+14 1,8+0,1 7,6 0,7 £0,0 2,9
c g h
FOEE
225+1,4 1,8+0,1 8,0 0,6 +0,1 2,6
F3 h i
20,8 £ 2,1 1,6 £0,2 7,6 0,6 +0,1 2,8
cde j
300 PzQ 23,6 £1,6 1,8+0,2 7,6 0,7 0,1 2,9
f i k
FOEE
23,7+1,8 1,7+0,2 7,1 0,6 +0,1 2,5
F3 g i 1
21,7+0,8 1,6 +0,4 7,3 0,8 £0,3 3,6
fg k m
0 CONTROLE 22,7+1,8 1,9+0,2 8,3 0,7 £0,2 3,0
ad | bn
0 SADIO 23,4+1.3 1,3+0,0 55 0,2 £0,1 0,4
be abcdefg aceghij
hijkl kimn

CONTROLE - grupo controle negativo (infectado porém "tratado" apenas com solugdo PBS); SADIO - grupo controle néo
infectado; Letras iguais indicam diferengas significativas (p< 0,05) entre si. D.P. — Desvio Padréo.
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Tabela 41. Acado das FOEE e F3 sobre o peso corporal, do figado e bago dos
camundongos em tratamento feito aos 60 dias de infecgao.

60 dias Peso (g)
Camundongo Figado % Peso Baco % Peso
figado/Peso baco/Peso
corporal corporal
Concentracao v v
(mg/kg)g X tD.P. X tDP % X tDP. %
40 PzQ 24,0 £1,4 1,9 £0,2 7.9 0,9 £0,2 3,7
b c bghi
FOEE
23,9 +1,6 2,0 £0,1 8,3 1,0 £0,2 41
c d i
F3
23,3 + 2,1 2,0 £0,2 8,5 1,0 £0,2 4,2
d e gk
200 PzQ 23,6 +2,1 1,7 £0,2 7.2 0,6 £0,1 25
a abc
FOEE
24,4 +1.3 2,0 £0,2 8,1 0,9 £0,1 3,6
a ab ade
F3
22,2 +1,9 1,6 +0,1 7.2 0,6 £0,1 2,7
a df
0 CONTROLE 23,6 +1,3 1,9 £0,2 8,0 0,8 £0,2 3,3
e f hi
0 SADIO 24,5 +0,3 1,4 +£0,2 5,7 0,3 £0,07 1,2
bcde bcdef cefijkl

CONTROLE - grupo controle negativo (infectado porém "tratado" apenas com solugdo PBS); SADIO - grupo controle néo
infectado. Letras indicam diferengas significativas (p < 0,05). D.P. — Desvio Padréo.
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Peso corporal, figado e baco dos camundongos - 45 dias
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Figura 31. Peso médio corporal, do figado e do bago de camundongos
submetidos a diferentes tratamentos, aos 45 dias de infecgéo.

Peso corporal, figado e baco dos camundongos - 60 dias
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Figura 32. Peso médio corporal, do figado e do bago de camundongos submetidos a
diferentes tratamentos, aos 60 dias de infecgéo.
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5.3.5 Acao das FOEE e F3 sobre o tegumento de adultos de S.

mansoni apos ensaios in vivo.

A avaliacdo da atividade das FOEE e F3 sobre o tegumento de S.
mansoni foram feitas por meio de microscopia eletrénica de varredura, apés
recuperacao dos mesmos por meio de perfusdo do sistema porta-hepatico de
camundongos infectados ha 45 dias e tratados com 300 mg/kg das fracdes. As
imagens obtidas foram comparadas com as dos vermes recuperados de animais
do grupo controle negativo (n&o tratado — pranchas 2 e 3) e positivo (tratados com
PZQ) nessa mesma concentragao.

Foi possivel observar alteragdes destruicdo de tubérculos com perda de
espinhos, formacdo de vesiculas, erosdao além da adesdao de células do
hospedeiro, em especial de leucécitos, nos tegumentos dos vermes machos
recuperados de camundongos tratados com as FOEE e F3 (pranchas 4 e 5). As
fémeas recuperadas de camundongos tratados com a F3 apresentaram erosao do
tegumento (prancha 6).

As alteracdes observadas com as fragdes foram mais extensas que as
demonstradas pelo PZQ. Nesse caso, observou-se apenas a adesao de células do

hospedeiro (leucdcitos) no tegumento dos machos (pranchas 7 e 8).
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0055 35X 10kv !

0042 50X-10 kv

250X 10 kV:

Prancha 2. Grupo controle negativo (ndo recebeu tratamento). (A) S. mansoni: vermes
acasalados. (B) verme macho. (C) ventosas oral e ventral do verme macho. (D) ventosa
oral do verme macho. (f) - verme fémea; (cg) - canal ginecé6foro; (m) - verme macho; (vv)
- ventosa ventral; (vo) - ventosa oral; (ps) - papilas sensoriais.
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0045 35X 10kV e 0047 700X 10 k¥

0044 1100X 10 kV

Prancha 3. Grupo controle negativo (ndo recebeu tratamento). (A): S. mansoni: verme
fémea. (B): ventosa oral (vo) e ventral (vv) da fémea. (C): tegumento do verme macho.
(D): tegumento do verme fémea. (1) - tubérculos; (es) - espinhos.
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0022 35X 10KV AR — 250X 10 kv

Prancha 4. Acédo da FOEE de C. verbenacea sobre o tegumento dos machos adultos de S.
mansoni. (A): vermes acasalados. (B): ventosa oral e ventral do macho. (C): tegumento do verme
macho do grupo controle. (D) (E) (F): tegumento do verme macho submetido a tratamento com
FOEE. (m) - verme macho; (f) - verme fémea; (vo) - ventosa oral; (vv) - ventosa ventral; (dt) -
destruicdo do tubérculo; (pes) - tubérculo apresentando perda de espinhos; (ch) - células do
hospedeiro aderidas ao tegumento; (l) - leucécito do hospedeiro aderido ao tegumento; (v) -
formacgao de vesiculas no tegumento; (a) - formagéao de uma abertura no tegumento.
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0071 35X 10 kv 0072 190X 10 k¥

7
&' S
0080 “350X10.kV-

Prancha 5. Acdo da F3 de C. verbenacea sobre o tegumento dos machos adultos de S.
mansoni. (A): verme macho. (B): ventosa oral e ventral do macho. (C): tegumento do
verme macho do grupo controle. (D) (E) (F): tegumento do verme macho. (vo) - ventosa
oral; (vv) - ventosa ventral; (dt) - destruicdo do tubérculo; (v) - formacao de vesicula; (l) -
adesdo de leucdcitos do hospedeiro ao tegumento; (ch) - adesdo de células do
hospedeiro; (v) - formacao de vesicula; (et) - erosdo do tegumento.
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0077 140X 10 kv

0044 1100X 10 kv 0076 430X 10 k¥

Prancha 6. Acao da F3 de C. verbenacea sobre o tegumento de fémea adulta de
S. mansoni. (A): verme fémea. (B): tegumento da fémea do grupo controle. (C):
tegumento da fémea submetida a tratamento com F3. (vv) - ventosa ventral; (et) -

erosdo do tegumento.
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L0001

35X 10 kY

0004 35X 10 kv

Prancha 7. Acdo do PZQ sobre o tegumento de adultos de S. mansoni. (A): verme
macho. (B): ventosa oral e ventral do verme macho. (C): vermes acasalados. (m) -
verme macho; (f) - verme fémea; (vo) - ventosa oral; (vv) - ventosa ventral.
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Prancha 8. Acdo do PZQ sobre o tegumento de machos adultos de S. mansoni.
(A): tegumento do verme macho do grupo controle. (B) e (C): tegumento do verme
macho. (l) - leucdcitos do hospedeiro aderidos ao tegumento.
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6. DISCUSSAO
6.1 Estudos fitoquimicos

Através da analise por CCD da FOEE e das F3 e F3.6, observou-se a
presenca de um composto de coloracao amarelo-marrom na parte superior da

placa, que absorveu no UV (254 nm), com caracteristica de ser um flavondide.

Em trabalhos anteriores realizados pelo CPQBA, com as folhas secas de
C. verbenacea, foi isolada a artemetina, um composto da classe dos flavonoides
metoxilados. Na figura 33 esta apresentada a estrutura da artemetina.

OCH; O

Artemetina
Figura 33. Estrutura quimica da artemetina.

Os flavonoides sao substancias amplamente distribuidas na natureza que
contribuem para a coloragéo de flores, frutos e folhas das plantas. Alguns efeitos
farmacoldgicos ja foram relatados para os flavonoides como agao anti-inflamatoria,
imunomoduladora, antioxidante, diurética, antiespasmodica, antimicrobiana,

anticancerigena e antioxidante (ALONSO, 1998).

Existe uma controvérsia em relacdo a atividade anti-inflamatéria da
artemetina. Sertié et al. (1988) constataram que o extrato bruto hidroalcodlico de
C. verbenacea reduziu o edema de pata induzido pela carragenina em
camundongos, sugerindo ser o principio ativo responsavel pela atividade anti-
inflamatoria desta erva. Estudos posteriores com flavonoides isolados desta planta
demonstraram, no entanto, que a artemetina ndo é a principal substancia

responsavel por esta acdo, pois a atividade especifica deste composto foi 54
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vezes menor que a observada no extrato bruto (SERTIE et al., 1990). Da mesma
forma, Oliveira (2002) observou que a fragao rica em artemenitina néo reduziu o
edema de pata induzida por carragenina em camundongos, excluindo, portanto, a

participacao deste composto na atividade anti-inflamatéria de C. verbenacea.

Neste trabalho observou-se que a artemetina induziu a parada na
oviposicao pelas fémeas de S. mansoni nos testes in vitro, sugerindo ser um dos
compostos responsavel por essa atividade. A acao da artemetina anti-S. mansoni,

bem como na oviposicao deste verme, ainda nao foi relatada pela literatura.
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6.2 Ensaios in vitro

Na busca por novos farmacos para a terapéutica experimental da
esquistossomose mansénica, o uso de triagens in vitro é importante, pois visa
encontrar uma substancia lider ou guia que possa ser posteriormente usada em
ensaios pré-clinicos, reduzindo os custos desse processo. Por essa razdo, quando
sao testadas empiricamente substancias em que ndao ha um prévio conhecimento
sobre a acao em determinados alvos, o teste in vitro fornece um parametro inicial
para que se possa, posteriormente, partir para uma abordagem seletiva,
permitindo uma investigacdo biol6gica de compostos quimicamente derivados
daquele, guia, que anteriormente demonstrou ter alguma atividade sobre o
organismo em estudo. Através dessa triagem inicial, varios parametros podem ser
observados, visando a avaliagdo da viabilidade do organismo-alvo (KATZ, 2008).

6.2.1 Sobrevida de adultos de S. mansoni em presenca de OE,
FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina, extraidos de C. verbenacea

Nesse estudo, foi observada a sobrevida de adultos de S. mansoni, apos a
adicao das amostras de C. verbenacea, durante 72 horas de observagcao. Até a
presente data, ndo foram relatados ensaios com essa espécie de planta contra a
esquistossomose mansoénica. Dessa forma, os resultados in vitro indicaram que
C. verbenacea apresenta atividade esquistossomicida, uma vez que foi capaz de
matar até 100% dos vermes nas concentragdes mais altas (400 e 200 pg/mL) e
até 80% nas mais baixas (100 e 50 pg/mL). Sendo assim, as amostras de maior

atividade para esse parametro foram as FOEE e F3.

Testes in vitro realizados com extratos brutos de plantas brasileiras tais
como Piper crassinervium e P. gaudichaudianum (pimentas) e de seus compostos,
como a amida piplartina, na sobrevivéncia de adultos de S. mansoni, linhagem BH,
indicaram mortalidade de 100% desses para a concentracdo de 100 ug/mL, apds
120 horas de observacdo. Ensaios feitos com a concentracdo de 50 pug/mL de
extrato bruto de Potomorphe umbellata (agaricoba) e das pimentas Piper

fuligineum, P. diospyrifolium, P. crassinervium e P. gaudichaudianum
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apresentaram mortalidade de 100%, nas mesmas condi¢cdes, com excecao dessa
ultima espécie, em que houve 75% (MORAES, 2011b).

Ensaios in vitro feitos com o PZQ, com o objetivo de analisar a sobrevida
dos vermes incubados por 8 dias frente a diferentes concentracdes do farmaco,
demonstraram indices de mortalidade de 25% com 40 e 80 pg/mL para a linhagem
de Porto Rico (PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 2004). No presente trabalho,
observou-se taxas de 90%, para a linhagem BH, com a concentragao de 50 e 100

ug/mL, apés 3 dias de observacgéao.

Comparando-se essas taxas obtidas com as espécies de plantas descritas
anteriormente (e que vem atualmente sendo estudadas no Brasil contra
esquistossomose mansénica) e o PZQ, pode-se observar que a mortalidade para
as FOEE e F3 de C. verbenacea, foi alta nas concentracdes proximas ou idénticas

as testadas pelos autores (50 e 100 pg/mL).

Em relagdo a susceptibilidade entre machos e fémeas, neste trabalho,
para todas as amostras analisadas, houve acéo preferencial destas pelos vermes
machos. Os ensaios feitos com o PZQ também demonstraram agao preferencial
por machos. Outros estudos in vifro com esse farmaco apresentaram essa
atividade, quando testados em casais de S. mansoni atestando que,
principalmente quando estdo acasalados, os machos tendem a ser mais
susceptiveis que as fémeas. Pica-Mattoccia & Cioli (2004) observaram que a acao
do PZQ, tanto in vitro como in vivo, é dependente de alguns fatores tais como a
idade do verme (sendo menos eficiente para as formas imaturas), do sexo deste e
se esta ou ndo acasalado (isso porque fémeas provenientes de infecgdes

unissexuais demonstraram in vitro e in vivo pouca susceptibilidade ao PZQ).

Segundo esses mesmos autores, a baixa sensibilidade das fémeas ao
referido farmaco pode ser considerada algo intrinseco desse sexo, pois esse fato
pode ser observado tanto em ensaios in vitro como in vivo, ou seja, fora e dentro

do hospedeiro.
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Imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura demonstraram
maiores danos no tegumento de machos (linhagem Porto Rico) do que de fémeas,
quando submetidos a 100 ug/mL de PZQ, in vitro, havendo extensas vacuolizacao
e degeneracao indicando que o tegumento desses sdo mais sensiveis a acao do
medicamento (SHAW & ERASMUS, 1983; HARNETT & KUSEL, 1986). Cercarias
machos de S. mansoni também mostraram ser mais susceptiveis ao PZQ em
testes in vitro. Apesar desse fendbmeno ndo ter sido ainda completamente
esclarecido, acredita-se que essa susceptibilidade dependente do sexo do
parasito pode ser explicada por diferengas existentes no canal de calcio de
machos e fémeas, uma vez que a alteracdo no influxo desse ion no parasito
quando submetido ao PZQ, consiste num dos principais mecanismo de acao do
farmaco (LIANG et al., 2010).

Finalmente, estudos in vitro realizados com compostos de plantas
medicinais, como a piplartina (extraida de P. tuberculatum), ndao demonstraram
acao preferencial por um dos sexos do parasito da linhagem BH (MORAES et al.,
2010). Por outro lado, ja foi relatado que o artesunato (derivado da artemisinina e
extraido de Artemisia annnua) apresenta acao preferencial por fémeas, in vitro,
nas concentragdes de 5, 10, 20 e 40 mg/L, para a linhagem Porto Rico (MITSUI et
al., 2009). Estudos feitos com extratos do rizoma de gengibre (Zinziber officinale)
indicaram agédo preferencial por vermes machos, especialmente com a
concentragéo de 100 mg/L (SANDERSON et al., 2002). Dessa forma, variagdo na
susceptibilidade de machos e fémeas tem sido observadas em diversos
compostos esquistossomicidas, no entanto, esse fendmeno ainda nédo foi
completamente elucidado (POPIEL & ERASMUS, 1982; FALLON et al., 1994;
SANDERSON et al., 2002).
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6.2.2 Efeito de FAEE, OE, FOEE, refracionamentos e artemetina,
extraidos de C. verbenacea, na atividade motora e acasalamento de adultos

de S. mansoni

A reducao da atividade motora dos adultos de S. mansoni, apés a adicao
das amostras testadas e durante 72 horas de observagcao, foi classificada
qualitativamente como leve ou significativa. Apesar de subjetivo esse critério é
empregado por varios autores para analisar os testes in vitro (XIAO et al., 2007;
MAGALHAES et al., 2010; PARREIRA et al., 2010; MORAES et al., 2010).

Em S. mansoni o controle da atividade motora ocorre por diversos
neurotransmissores ou neuromoduladores, tais como: os pertencentes ao grupo
de mediadores do tipo amina (serotonina, dopamina, noradrenalina, adrenalina,
acetilcolina); aos do tipo aminoacidos (glutamato, y-acido aminobutirico - GABA) e
aos neuropeptideos (peptideos da familia FMRF-amidas - FaRPs) (FRIPP, 1967;
BENNETT & BUEDING, 1971; GIANUTSUS & BENNETT, 1977; GUSTAFSSON,
1987; MAIR et al., 2000; MENDONGCA-SILVA et al., 2004).

Cada um desses neurotransmissores/neuromoduladores atuam de formas
diferentes na motilidade aumentado-a (serotonina), diminuindo-a (acetilcolina) ou
mantendo-a constante (dopamina, noradrenalida, adrenalina, glutamato, GABA e
FaRPs). Assim, a partir da movimentagdo que o verme adquire apds a adi¢cao de
uma amostra a ser testada, ocorrem evidéncias farmacoldgicas da presencga
desses neurotransmissores no meio de incubacéo (NOEL, 2008). Alguns autores
sugerem que certos farmacos esquistossomicidas (oxaminiquina, metrifonato,
hicantona, lucantona e imidazolidinas) atuam nos receptores de acetilcolina dos
vermes. Outros sugerem que certos derivados benzodiazepinicos atuam nos
receptores de GABA (ADEWUNMI & OJEWOLE, 1985; CAMACHO et al., 1994;
MENDONCA-SILVA et al., 2004).

No presente estudo, todas as amostras testadas provocaram alteragbes
no padrao da atividade motora dos vermes, fazendo com essa diminuisse.

Considerando os relatos na literatura, € possivel que as alteracdes na atividade
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motora de adultos de S. mansoni na presenca das amostras de C. verbenacea,

estejam associadas a neurotransmissores/neuromoduladores.

Estudos realizados no Brasil com piperaceas (pimentas) e samambaias
(Dryopteris sp.) sobre S. mansoni, in vitro, linhagens BH e LE respectivamente,
demonstraram diminuicées na motilidade do verme, em paralelo a concentracao
do composto (MORAES et al., 2010; MAGALHAES et al., 2010). Neste trabalho as

alteracbes na motilidade também foram proporcionais a concentracao testada.

Ensaios feitos com PZQ demonstraram alteracdes significativas de
movimentacdo com a concentragdo de 10 pM (MAGALHAES et al., 2009, 2010;
MORAES et al., 2010) sendo que o mesmo foi encontrado no presente trabalho
em todas as concentracdes testadas.

O estudo in vitro da agdo de amostras com atividade anti-S. mansoni
sobre a motilidade e, por conseqliéncia, musculatura do verme é importante, pois
esta pode servir como alvo terapéutico. De acordo com Noél (2008) o sistema
muscular dos helmintos representa uma fonte fértil em alvos para farmacos anti-
helminticos, uma vez que ja foi relatado o sucesso de certos medicamentos que
tenham tal sistema como alvo sobre varias espécies de helmintos, caso da
ivermectina, por exemplo. Esse farmaco atua nos receptores de acetilcolina dos
vermes (nematddeos gastrintestinais de ruminantes), provocando sua paralisia e
desprendimento da mucosa gastrica sendo, por fim, levado passivamente ao meio
externo com as fezes (SANGSTER et al., 2005).

Neste estudo, além da avaliagdo das amostras de C. verbenacea sobre a
atividade motora de adultos de S. mansoni, também foi analisada a atividade
dessas sobre o acasalamento dos vermes. Foi constatado que todas as amostras
testadas  apresentaram  atividade sobre o0s casais, separando-0s
proporcionalmente a concentracdo destas no meio de cultura. A separagéo, nestes

casos, ocorreu antes mesmo de se observar a agao esquistossomicida.

O mesmo processo foi relatado em trabalhos feitos por Moraes et al.
(2011) com os compostos piplartina, piperina, além dos extratos de P.
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tuberculatum, P. crassinervium, P. diospyrifolium, P. fuligipeum e P.
gaudichaudianum e por Magalhdes et al. (2009, 2010) com a aspidina, acido
flavaspidico, metileno-bis-aspidinol, obtidos de Dryopteris sp., € curcumina, obtida
de Curcuma longa (acafrao). Nesses, os extratos e compostos tiveram acao sobre
a separacao dos casais dependente da concentragcdo, aumentado o numero de
vermes separados com o0 aumento dessa, com excecao da aspidina, em que a

menor concentragcao proporcionou a separacao de maior quantidade de vermes.

Sabe-se que, particularmente nos vermes machos de S. mansoni, entre o
tegumento e as células subtegumentares, encontra-se uma regiao de musculatura
lisa, tipicamente organizada em camadas circulares e longitudinais, com algumas
fibras adicionais radialmente dispostas. Essa musculatura longituidinal seria
importante para a motilidade do verme enquanto que a musculatura circular teria
como fungdo primordial a manutengdo do didmetro do canal gineco6foro e,
portanto, do pareamento do casal de verme (NOEL, 2008). As amostras testadas
podem, dessa maneira, ter afetado a musculatura dos vermes, provocando a sua

separacao.

Em relagédo aos testes realizados com PZQ, a medida em que aumentou-
se a concentracdo, houve diminuicdo da quantidade de vermes separados. Além
disso, esse farmaco apresentou menor porcentagem de vermes separados (entre
20 e 60%) em relacdo as amostras testadas (entre 60 e 100%) e essa s6 ocorreu
antes da acgdo esquistossomicida nas concentracbes mais baixas (50 e 100
png/mL). Resultado parecido foi encontrado por Magalhaes et al. (2009, 2010) que
demonstraram que com a concentracdo de 10 pM, ndo ocorre alteracdo no

acasalamento dos vermes.

Uma possivel explicacdo para esse fenbmeno seria a reducdo da
motilidade, seguida de contracdo e paralisia que os casais de vermes apresentam
apo6s serem submetidos ao PZQ, principalmente nas concentracbes mais altas.

Assim, por causa dessa imobilidade os vermes ndo conseguiram separar-se.

A separacdo dos casais de S. mansoni € importante, pois analises feitas

por microscopia eletronica revelaram degeneracdo do vitelario de fémeas adultas
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quando separadas do macho, o que pode ocasionar em alteragdo na producao de
células vitelinicas e, por consequéncia, em diminuicdo da producdo de ovos
(POPIEL et al., 1984).
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6.2.3 Efeito de FAEE, OE FOEE, refracionamentos e artemetina,
extraidos de C. verbenacea, sobre alteracoes tegumentares, musculares e

em Orgaos internos sobre adultos de S. mansoni.

A superficie do S. mansoni constitui em um complexo sincicial que
representa a principal rota de absorcao de nutrientes (glicose, aminoacidos e
outros), excrecao de metabdlitos (acido latico e outros) e protecao ao ataque do
sistema imunoldgico do hospedeiro. Dessa forma, o tegumento representa um
alvo crucial de acao dos farmacos com ja conhecida acao esquistossomicida e aos
seus novos candidatos (HOCKLEY & McLAREN, 1973; SHUHUA et al., 2000).

No presente trabalho a destruicdo do tegumento foi mais presente nos
vermes machos do que nas fémeas. De acordo com os resultados anteriormente
discutidos acerca da sobrevida dos vermes (tépico 5.1.1) em que houve maior
mortalidade de machos e, observando que a destruicdo do tegumento foi maior
nesses, pode-se inferir que as amostras de C. verbenacea possuem um ou mais
compostos que apresentam atividade contra adultos de S. mansoni,

principalmente para os vermes machos.

As quatro concentragdes (50, 100, 200 e 400 pg/mL) testadas para
todas as amostras provocaram destruicdo tegumentar nos vermes (em especial
para as FOEE, F3.6 e F3.7-3.9), o que pode indicar que as amostras derivadas de
C. verbenacea tenham como alvo-terapéutico o tegumento desses. Magalhaes et
al. (2009) obteve com a curcumina danos tegumentares apenas na concentracao
mais alta: 100 uM. Mitsui et al. (2009) também relatou danos (formagédo de
vesiculas) no tegumento dos vermes machos com concentragdes de 20 e 40 mg/L
de artesunato enquanto que as de 5 e 10 mg/L n&o provocaram lesdes. Moraes et
al. (2010) obteve danos no tegumento dos vermes com concentracdes mais
baixas (a partir de 9,5 uM) de piplartina e mais altas (até 472,7 uM), sendo que
danos mais extensos foram observados a partir da concentracao de 315,1 uM.

Em relacdo ao teste realizado com PZQ, houve destruicao tegumentar
na maioria dos vermes analisados, mais frequentes nos machos, estando de

acordo com varios autores que testaram a acado deste farmaco in vitro e que
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comprovam a acao dependente do sexo do parasito (FETTERER et al., 1980;
ANDREWS, 1981; ARAGON et al., 2009; PICA-MATTOCCIA & CIOLI, 2004).

A anadlise empregada para avaliar in vitro o efeito das amostras testadas
sobre S. mansoni trata-se de um critério qualitativo e subjetivo, porém empregado
por diversos autores (XIAO et al., 2007; BRAGUINE et al., 2009; MAGALHAES et
al., 2009, 2010; NEVES et al., 2010; MORAES et al., 2010; MELO et al., 2011). A
microscopia de luz, no entanto, ndo permite detalhar os danos apresentados pelos
vermes. Por essa razao foi feito o estudo do tegumento do verme submetido a
amostras de C. verbenacea pela Microscopia Eletrdnica de Varredura, como pode

ser visto no tépico 5.2.1.

Em relacdo as alteragdes musculares foi observado que de todas as
amostras testadas, apenas a FAEE e o OE nao apresentaram vermes contraidos,
porém apresentaram reducao na atividade motora. Conforme visto anteriormente
(topico 5.1.2) essas amostras provocaram diminuicdo na atividade motora dos
vermes, sendo estas significativas para até 60% dos vermes com a FAEE e em
até 30% para o OE. Dessa forma, pode-se inferir que, especialmente a FAEE,
induziu uma paralisia flacida em parte dos vermes, ou seja, ocorreu perda
significativa da movimentagdo ou até mesmo a imobilizacdo, porém nao houve
contragdo e sim perda do tébnus muscular (BARKER et al., 1966; HILLMAN &
SENFT, 1973; TOMOSKY et al.,, 1974; MELLIN et al., 1993; PAX & BENNETT,
1991;). Paralisias flacidas podem ser provocadas por acetilcolina, podendo entédo
o FAEE e OE conter compostos que atuem em receptores para esse

neurotransmissor existentes no verme.

Corroborando a hipétese de que as amostras testadas possuem acao in
vitro preferencial por vermes machos, a maioria dos vermes que sofreram

contracdes foram os individuos pertencentes a esse sexo.

Em relagdo ao ensaio feito com PZQ, as concentragbes de 50, 100 e
200 pg/mL tiveram maior numero de machos contraidos e apenas na de 400
pug/mL, todos os vermes apresentaram-se contraidos. Pica-Mattoccia & Cioli
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(2004), descreveram contracdes de S. mansoni, proporcionais a concentracao de
PZQ a que foram submetidos (entre 0,1 e 1 pg/mL).

De acordo com dados obtidos da literatura, esse farmaco promove um
rapido influxo de calcio, seguido de contracdo, paralisia e destruicdo do
tegumento. Acredita-se que o influxo desse ion se deve pela ativacdo dos
receptores de adenosina - conhecidos moduladores dos canais de calcio -
existentes no parasito, pelo farmaco (PAX et al., 1978; BECKER et al., 1980;
FETTERER et al, 1980; CAFFREY, 2007; DOENHOFF et al., 2008). Outros
compostos podem também provocar contragbes em S. mansoni, caso dos
derivados de benzodiazepinas, como o Ro 11-3128, que também promove influxo
de célcio, contragcdes musculares, paralisias e destruicao tegumentar. Entretanto,
de acordo com estudos feitos com compostos inibidores dos canais de calcio que
blogueiam a agao do PZQ, existe a hipétese de que ambos atuem em receptores
de calcio diferentes (PICA-MATTOCCIA et al., 2007; PICA-MATTOCCIA et al.,
2008; DOENHOFF et al., 2008). Assim como no caso de farmacos com
comprovada atividade esquistossomicida, é dificil explicar 0 mecanismo de acao
das amostras de C. verbenacea que levem a contragcao do parasito.

Algumas amostras (FAEE, F3.5, F3.6 e F3.7-3.9) provocaram
alteracbes nos oOrgaos internos nas fémeas, ocorrendo a formacao de
protuberancias localizadas ap6ds o ovario. Essa mesma alteragao ja foi relatada em
ensaios in vitro com o imatinib, medicamento empregado no tratamento de certos
tipos de cancer. Beckmann & Grevelding (2010) relataram que esse farmaco
induziu o aparecimento desse tipo de alteragdo morfologica nas fémeas com as
concentragbes de 10, 50 e 100 uM. De acordo com esses autores, o uso da
microscopia confocal a laser permitiu verificar alteragdes no formato dos ovarios e

dos odcitos.

O PZQ induz alteragbes nos ovarios e na diferenciagdo das células
vitelinicas. Na espécie S. japonicum pode ser encontrado em grande quantidade
nas glandulas vitelinicas, sugerindo que esse tecido seja mais susceptivel a acdo
desse farmaco (XIAO et al, 1981; SHAW & ERASMUS, 1988). Estudos in vitro
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realizados com um composto inibidor de proteina-quinase, a Herbimicina A,
indicaram que esse atua na atividade mitética das glandula vitelinicas, sugerindo
que certos candidatos a farmacos tenham como alvo o sistema reprodutor das
fémeas (KNOBLOCH et al., 2007).

Conforme os resultados obtidos no presente estudo, acredita-se que o
FAEE e as F3.5, F3.6 e F3.7-3.9 de C. verbenacea apresentem compostos que

poderiam ter acdo no aparelho reprodutor das fémeas.
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6.2.4 Efeito da FAEE, FOEE, refracionamentos e artemetina,
extraidos de C. verbenacea, sobre a oviposicao das fémeas adultas de S.

mansoni

Das amostras derivada de C. verbenacea primeiramente testadas, a
FOEE destacou-se em relacdo a oviposicdo pois esta foi ausente nas
concentragcoes de 200 e 400 pug/mL. Dos refracionamentos da FOEE, destacaram-
se as F3 e F4-5 e, do refracionamento da F3, as F3.6 e F3.7-3.9, ndo
apresentando oviposicdo em nenhuma concentracdo testada. Dessas amostras,
as fémeas de S. mansoni submetidas as F3.6 e F3.7-3.9 apresentaram alteracoes
nos Orgaos internos, definidas como protuberancias localizadas apés o ovario,
corroborando a hipotese de que algumas fracdes de C. verbenacea podem conter
compostos que alterem o sistema reprodutor feminino dos vermes e, assim, sua

oVviposicao.

Ensaios in vitro realizados por Magalhaes et al. (2009) com a curcumina
detectaram oviposicdo, mesmo com a concentragdo mais alta (10 uM). Moraes et
al. (2010) mostraram que a piplartina a reduz na medida em que se aumenta a
concentragdo do composto no meio de cultura. Mitsui et al. (2009) relataram
decréscimo na postura de ovos pelas fémeas em 7 dias de observagao de teste in
vitro com artesunato. Nesse caso, foi observado que as concentragdes de 20 e 40
mg/L apresentaram picos de oviposicdo no segundo e terceiro dia,
respectivamente. A partir do quarto dia as fémeas nao ovipuseram, enquanto que
as do grupo controle (que ndo entraram em contato com amostras ou farmacos)
apresentaram maior eliminagdo de ovos no segundo dia, diminuicdo a partir do
terceiro e parada no sétimo.

No presente trabalho o pico de oviposi¢ao ocorreu no terceiro dia para o
grupo controle, DMSO e para a maioria das concentragdes e amostras testadas (a
excecao foi 0 OE, com pico no segundo dia de observagéo, para 50 e 100 pg/mL).
Ensaios in vitro evidenciaram que a oviposicao é caracterizada por trés etapas:

uma fase inicial em que as fémeas produzem poucos ovos, um periodo de maxima
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oviposicao e, finalmente, uma reducao progressiva no numero de ovos eliminados
(BARTH et al., 1996; EL-RIDI et al., 1997)

Quando testou-se a acdo do composto isolado da FOEE de C.
verbenacea, a artemetina, a oviposicao cessou, indicando ser, possivelmente, o

responsavel por esse resultado

Em virtude dos resultados obtidos com a artemetina sobre a
mortalidade dos vermes (obteve-se taxas de 40% com as concentragcdes de 50 e
100 pg/mL; 60% com a de 200 pg/mL e 90% com a de 400 pg/mL) em que foi
constatada baixa atividade esquistossomicida em relacdo as outras fracoes
testadas € possivel inferir que, apesar desse composto induzir paradas na
oviposicao, ele pode nao ser o principal responsavel por matar o verme. Outra
possibilidade é que, quando isolado, seu potencial esquistossomicida diminua,
necessitando da sinergia de outros componentes (presentes na FOEE e

refracionamentos - em especial a F3) para provocar maiores taxas de mortalidade.

As amostras que ndao promoveram a oviposicao das fémeas em todas
as concentracdes apresentaram 100% de casais de vermes separados até o fim
do experimento, sugerindo também que a parada na postura dos ovos pode ser

decorrente dessa separacéo.

Os resultados obtidos com o PZQ demonstraram auséncia de
oviposicdo em todas as concentragdes testadas. Ensaio in vitro realizado com
PZQ por Moraes (2011b) indicou reducao desta (em relagdo ao grupo controle
negativo — sem adicdo de extratos ou farmacos) na ordem de 0,44%, para

concentragédo de 1 pg/mL.

A auséncia de oviposi¢ao nos testes in vitro € importante, uma vez que,
utilizando esse tipo de triagem para descobrir substancias candidatas a farmacos
esquistossomicidas e, sabendo que a patologia da esquistossomose mansénica
estda associada a presenca dos ovos do parasito nos tecidos do hospedeiro, a
descoberta desses compostos podem auxiliar na eliminagdo do principal agente
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patogénico além de interromper sua transmissdo (GRYSEELS et al., 2006;
WILSON et al., 2007; KATZ, 2008).
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6.2.5 DLs 50 e 90

O calculo das DLs 50 indicou que as fracbes organica, 3 e 4-5
apresentaram doses letais para 50% dos vermes, em 72 horas, < 50 pg/mL ,
assim como o PZQ. Em compensacéao as DLs 90 requeridas para essas amostras,
nesse mesmo periodo, foram superiores a este medicamento (70; 144,1; 116,6 e
150,0 ug/mL para PZQ, fracbes organica, 3 e 4-5, respectivamente).

Pesquisa realizada in vitro com o OE de Ageratum conyzoides, erva
conhecida popularmente no Brasil como mentrasto, apresentou DLs 50 de 198,8 e
75,7 ug/mL nos periodos de 24 e 120 horas, respectivamente, para adultos de S.
mansoni da linhagem LE (MELO et al., 2011).

Hagan et al. (2004) determinaram que a DL 50 para o PZQ em estudos
in vivo € de 75 mg/kg para linhagens do verme sensiveis ao farmaco e de 200
mg/kg para as nao sensiveis. Pica-Mattoccia & Cioli (2004), por sua vez, definiram
que a DL 50 para a linhagem Porto Rico, in vivo, classificada como sensivel ao
PZQ, é de 80,9 mg/kg, em tratamentos realizados com 5 concentracées do
farmaco (12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg) em 5 dias consecutivos, administrados
apos 49 dias de infeccdo, e de 2456,0 mg/kg, com 0 mesmo esquema de

tratamento, efetuado, porém, apos 28 dias de infecgéo.

O estudo das DLs é importante, pois sua fungdo é medir a capacidade
de um agente de produzir mais ou menos efeito sobre determinados organismos,
quando em condi¢gbes padronizadas de uso. As DLs consistem, portanto, numa
manifestacdo toxica que pode ser medida (HODGE & STERNER, 1949). Dessa
forma, para o S. mansoni, quando menor as DLs 50 e 90, melhor a agéo
esquistossomicida do candidato a farmaco, pois em menores concentragdes sao

capazes de produzir maior mortalidade.
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6.3 Ensaios in vivo

Quando se testa um composto visando avaliar sua agao
esquistossomicida deve-se pensar que nem sempre ha correspondéncia entre os
testes in vitro e os in vivo. Katz (2008) cita diversos exemplos de farmacos anti-S.
mansoni que nao apresentam correlacao entre os resultados obtidos com esses
dois tipos de ensaios. Relata, por exemplo, que os diaminodifenoxialcanos
apresentaram alta atividade em camundongos infectados experimentalmente,
porém teve baixa acao in vitro. O oposto ocorreu com a glucosamida em que se
observou alta atividade in vitro e baixa in vivo. Diz ainda que a hicantona e o UK
3883 (que originou a oxaminiquina) ndo apresentaram atividade in vitro, porém,
quando administradas em camundongos e a humanos deram origem a metabdlitos
hidroximetilados que passaram a ter agao contra os vermes in vitro (RAISON &
STANDEN, 1955; BUEDING & PENEDO, 1957; BRENER, 1960; PELLEGRINO et
al., 1962; CIOLI et al., 1995).

Dessa forma, ainda de acordo com esse autor, duas fases sucessivas
devem ser consideradas na avaliacao da atividade terapéutica de novos agentes
esquistossomicidas: triagens e ensaios pré-clinicos. Os ensaios pré-clinicos visam
obter o maior numero de informacdes possiveis antes de se estabelecer os

ensaios clinicos.

O presente estudo testou, portanto, a acdo de C. verbanea de duas
formas, in vitro e in vivo, tanto para realizar uma triagem inicial com os diferentes
frac6es e OE da planta como para, posteriormente, verificar a agdo dessas no S.

mansoni dentro do organismo do hospedeiro definitivo.

Nesse trabalho, as triagens in vitro indicaram que as amostras de maior
atividade anti-S. mansoni foram as FOEE e F3, principalmente, por terem
apresentado maior taxas de mortalidade além de baixas DLs 50 e 90. Por essa
razdo foram escolhidas para dar continuidade aos testes pré-clinicos, in vivo,

realizados em Camundongos fémeas, Balb/c.

188



DISCUSSAO

Em testes pré-clinicos certos parametros devem ser analisados tais como
a distribuicao do parasito no sistema porta-hepatico poés tratamento dos
camundongos; redug¢do do numero de vermes recuperados nesse sistema; fuga
dos helmintos para o figado; proporcao entre o numero de S. mansoni machos e
fémeas; reducdo do numero de ovos nas fezes; estudo do oograma - visando
inferir se houve parada na postura dos ovos - e das reagdes granulomatosas
(PELLEGRINO & KATZ, 1968). Nos proximos tépicos os resultados serdo
abordados seguindo esses parametros de avaliacao.

6.3.1 Acao das FOEE e F3 sobre os vermes adultos de S. mansoni

De acordo com Schubert (1948) e Standen (1963), uma das agdes de
farmacos anti-S. mansoni consiste em alterar a distribuicio dos vermes no
organismo do hospedeiro. Em infeccdbes maduras (quando a totalidade dos
vermes atingiram a maturidade sexual e iniciaram a postura dos ovos) é de 60-
70% nos vasos mesentéricos, 20-30% na veia porta e 0-20% nas veias intra-
hepaticas.

Conforme Pellegrino & Katz (1968), compostos ativos contra o parasito
podem produzir um deslocamento total ou parcial dos vermes para o figado.
Entretanto, o encontro de vermes no figado ndo é, necessariamente, uma
comprovagdo da atividade esquistossomicida de um farmaco, pois em alguns
casos, a migracado dos vermes das veias mesentéricas e porta para o figado é
reversivel e, em outros, irreversivel, quando ocorre morte do verme (MELHORN et
al., 1981).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicaram que houve deslocamento
dos vermes para o figado nos grupos tratados com as fragées de C. verbenacea e
com o PZQ. No entanto, a proporcdo dos vermes encontrados nas veias
mesentéricas, porta e no figado estdo de acordo com a estimada por Schubert
(1948) e Standen (1963).

Foi possivel observar que com a menor concentracao (40 mg/kg), testada
aos 45 dias de infeccdo, apenas a FOEE apresentou deslocamento do S.
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mansoni para o figado. O deslocamento para os grupos tratados com PZQ sé
ocorreu a partir da concentragao de 100 mg/kg e, para a F3, a partir de 200 mg/kg.
A maior porcentagem de vermes encontrados nesse 6rgao ocorreu com a maior
concentracao (300 mg/kg) de FOEE (10,7%) e de PZQ (10,6%). Esses resultados
indicam que o PZQ e as fragdes foram capazes de produzir deslocamento.

Para os tratamentos realizados com PZQ, nesse mesmo dia, o
deslocamento dos vermes foi dependente da concentracdo, estando também
relacionada a mortalidade dos mesmos. Dessa forma, a concentracdo que
apresentou maior quantidade de helmintos no figado, também mostrou maior

indice de reducao de vermes (67,4%).

Sabe-se que o PZQ induz, dentre outros danos, a destruicido da ventosa
oral do parasito. Isso faz com que esse se desprenda da parede dos vasos
sanglineos, sendo levado até o figado onde ocorrera a sua morte (SHUHUA et
al., 2000). Assim, o encontro de vermes que sofreram a acdo do PZQ no figado,
indica que o farmaco atuou no parasito provocando sua destruicdo,
desprendimento dos vasos e, por conseqliéncia, deslocamento em direcao a esse
orgao.

O mesmo nao ocorreu com a FOEE , ou seja, o encontro de S. mansoni
no figado n&o foi proporcional ao aumento da concentragcdo, pois as maiores
porcentagens de vermes deslocados foram obtidas com as de 40 mg/kg (7,3%) e
300 mg/kg (10,7%). Dessa forma, o aumento dessas ndo implicaria em acréscimo
da quantidade de vermes no figado, pois concentragdes intermediarias (100 e 200
pg/mL) provocaram menor deslocamento do parasito ao 6rgao (5,8 e 5,3%,
respectivamente) em relagdo a mais baixa (40 mg/kg).

Além disso, a maior porcentagem de deslocamento nédo esteve
relacionada a maior taxa de reducao de verme (40 mg/kg apresentou redugéo de
vermes de 31,0% e fuga desses para o figado de 7,3%; 300 mg/kg teve reducéo
de 29,4% e fuga de 10,7%). Esses resultados indicam que o encontro de vermes
nesse Orgdo pode ser decorrente do mecanismo de escape do parasito frente a

FOEE n&o provocando a morte imediata do parasito.
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Nos tratamentos realizados aos 60 dias de infeccdo, os grupos que
receberam PZQ apresentaram vermes no figado apenas com a maior
concentracao testada nesse periodo (200 mg/kg) mostrando, novamente, ser
proporcional a concentragdo. Além disso, o deslocamento dos vermes mostrou

estar relacionado com a mortalidade dos mesmos.

Em relacdo a F3, também se percebeu que a fuga dos parasitos para o
figado ocorreu a partir da concentracao de 200 mg/kg, da mesma maneira como
aconteceu nos tratamentos realizados no 45° dia de infeccao.

A FOEE, nao demonstrou fuga dos vermes para o figado nos tratamentos
feitos no 60° dia e a porcentagem de reducao de vermes, da mesma forma, nao foi
proporcional ao aumento das concentragdes. Por essa razao, € possivel afirmar
que a FOEE nao é dose-dependente para esses parametros.

Pode-se inferir que o melhor tratamento para o PZQ foi o realizado aos 45
dias de infeccdo, com 300 mg/kg (principalmente por ter apresentado maior
reducdo de vermes, alteracdo na proporcdao entre vermes machos e fémeas e
maior deslocamento do verme em direcao ao figado); para a FOEE foi o realizado
no 45° dia com 40 mg/kg (em virtude do indice de reducdo de vermes, alteracao
na proporcao entre machos e fémeas em relacdo ao grupo controle e menor
quantidade de vermes acasalados) e para a F3, nesse mesmo dia, com 100 mg/kg
(por causa da taxa de reduc¢ao no numero de vermes e alteracao na proporgao de

S. mansoni machos e fémeas).

Outros compostos/farmacos ja testados em S. mansoni também
apresentam atividade esquistossomicida relacionada a idade do parasito.
Experimentos realizados por Xiao & Catto (1989) e Xiao et al. (2000) mostraram
que o artemeter possui maior agdo para vermes no estagio de esquistossémulo.
Assim, quando administrado entre 14 e 21 dias pds infec¢cdo, com a concentragéo
de 300 mg/kg (em dois dias consecutivos), as taxas de reducéo de vermes € de 83
a 98%, enquanto que, com esse mesmo esquema de tratamento, ha reducéo de
vermes adultos na ordem de 30 a 51%. Por essa razdo, vem sendo discutido a
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utilizagcdo desse composto como farmaco profilatico nas areas endémicas
(UTZINGER et al., 2000a, b).

O PZQ também apresenta acao esquistossomicida relacionada a idade do
parasito. Muitos autores ja concluiram que o PZQ é ineficaz para formas imaturas
do verme (com cerca de 28 dias de idade). Outros, dizem que esse farmaco é
ativo para formas do parasito com até 7 dias de idade ocorrendo, depois, um
periodo de decréscimo na susceptibilidade, sendo que a idade de menor
sensibilidade se da aos 28 dias. Posteriormente, a susceptibilidade ao PZQ é
retomada quando decorridos 40 dias ap6s a infeccdo (GONNERT & ANDREWS,
1977; XIAO et al., 1985, 1998; SABAH et al., 1986; PICA-MATOCCIA & CIOLI,
2004; CAFFREY, 2007).

Tanto o PZQ como as fragdes testadas alteraram a proporcdo entre
vermes machos e fémeas, em relacdo ao grupo controle. Em infeccoes
experimentais a proporgcao entre machos e fémeas variam dependendo do modelo
animal utilizado e do tempo de infeccdo, podendo estar entre 1:1 a 2 ou 3:1
(LENZI et al., 2008). Esse padréo foi obtido no presente trabalho para o grupo
controle negativo. Dessa forma, foi observada agao preferencial por fémeas com a
FOEE e PZQ em ambos os dias de tratamento; a F3 apresentou acao preferencial
por machos nas concentragdes mais baixas (40 e 100 mg/kg) e, por fémeas, nas
mais altas (200 e 300 mg/kg) em tratamento realizado aos 45 dias. Aos 60 dias, a
F3 atuou mais sobre as fémeas. Nao ha relatos na literatura que diferengas nas
concentragbes de medicamentos ou candidatos a farmacos esquistossomicidas
provoquem atuacgdes diferentes em machos e fémeas.

Esses resultados obtidos in vivo, em que se observou agédo preferencial
por fémeas com todas as amostras/farmaco testados, distingue-se dos adquiridos
com os testes in vitro, em que foi evidente a acao preferencial desses sobre os
machos. Tais dados corroboram a hipdtese de Katz (2008) atestando que nem

sempre ha correspondéncia entre os ensaios in vitro e 0s in vivo.
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A acdo preferencial por fémeas € importante, pois pode promover a
diminuicdo da eliminacdo de ovos e, por consequéncia, das lesdes provocadas
nos 6rgaos afetados e da transmissao da helmintiase (DELGADO et al., 1992).

Em relacao ao PZQ ja foi relatado que doses subcurativas sdo capazes de
matar S. mansoni de ambos os sexos (GONNERT & ANDREWS, 1977;
MELHORN et al., 1981). Delgado et al. (1992), no entanto, observaram em seus
experimentos que a concentracdo de 250 mg/kg administrada 6 semanas apés a
infecgdo atua preferencialmente sobre as fémeas. Pica-Matoccia & Cioli (2004)
sugeriram que, assim como nos ensaios in vitro realizados por esses autores, no
caso de infecgcbes unissexuais as fémeas se mostram menos sensiveis ao
tratamento; porém, em infeccoes bissexuais, em tratamento realizado aos 49 dias
de infeccdo, com concentragbes crescentes (de 12,5 a 200 mg/kg) de PZQ
administradas em 5 dias consecutivos, a agao preferencial € por machos.

A hipoétese que poderia explicar a divergéncia entre esses autores seria a
linhagem de S. mansoni utilizada. Delgado et al. (1992) testaram a acédo do PZQ
em linhagem BH (a mesma cepa foi empregada no presente estudo, obtendo-se a
mesma acao preferencial por fémeas) enquanto que Pica-Mtoccia & Cioli testaram
a de Porto Rico. E sabido que linhagens diferentes de S. mansoni podem
apresentar respostas divergentes ao mesmo tratamento sendo que essas
diferengas comportamentais entre linhagens no hospedeiro vertebrado, séo
decorrentes da manifestagcdo da expressao genotipica do verme (YOSHIOKA et
al., 2002).
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6.3.2 Acao das FOEE e F3 sobre a oviposicao de S. mansoni

Segundo Pellegrino & Katz (1968) a acdo mais importante que um
medicamento ou um candidato a farmaco esquistossomicida deve apresentar seria
seu efeito sobre a eliminagdo dos ovos pelo S. mansoni. De acordo com Kikuth &
Gobnnert (1948), essa avaliagdo é principalmente baseada na diminuicdo ou na
completa interrupcdo da oviposicdo nos camundongos tratados. Martinez et al.
(2003) sugerem que a contagem de ovos € um indicador da fecundidade dos

vermes adultos mantidos in vivo e in vitro.

Nesse trabalho a oviposigao foi avaliada de duas formas: 1. analisando os
ovos eliminados ou que ainda serdo levados ao ambiente pelas fezes; 2.
analisando os ovos retidos nos tecidos do hospedeiro.

6.3.2.1 Acao das FOEE e F3 sobre OPG e Oograma

Os resultados obtidos com o exame das fezes dos camundongos
infectados e tratados, indicaram que as FOEE e F3 atuaram na diminuicao da
oviposicao de S. mansoni.

Maiores taxas de redugédo da oviposicao foram obtidas com tratamento
administrado aos 45 dias de infecgdo, com a concentragdo de 200 mg/kg, para
ambas as amostras (FOEE - 63% - e F3 - 70%). Os tratamentos realizados aos
60 dias de infeccdo apresentaram maior redugdo de ovos também com a
concentragao de 200 mg/kg (FOEE - 85,1% - e F3 - 40,9%).

As reducdes de ovos obtidas com tratamentos administrados aos 45 dias
de infecgcdo foram importantes pois nessa fase ocorreu o apice da oviposicdo
pelas fémeas (média de ovos/grama de fezes aos 45 dias no grupo controle
negativo = 100,4 ovos; média de ovos/grama de fezes aos 60 dias no mesmo
grupo = 568,2 ovos).

Essas taxas de reducdo do numero de ovos parece ser um fenémeno
independente da mortalidade dos vermes. Isso porque, essa concentracao (que

apresentou menor oviposicao) teve, por sua vez, reducao de vermes de apenas

194



DISCUSSAO

17% com a FOEE enquanto que essa foi ausente com a F3, aos 45 dias de

infeccao, e, aos 60 dias, de 12,9% para a F3 e nula para a organica.

Os ensaios in vitro demonstraram que as amostras obtidas do
refracionamento da F3 (fracbes 3.5, 3.6 e 3.7-3.9) promoveram a formacao de
"protuberancias" localizadas apés o ovario das fémeas, estando, essas alteracoes,

relacionadas a diminuicao da oviposi¢cao do verme durante o teste.

Sabe-se que a F3 foi obtida da FOEE. Por isso, tanto a FOEE como a 3
apresentariam compostos com atividade sobre a oviposicao do verme. Quando a
F3 foi refracionada, esses compostos poderiam estar presentes nas amostras
F3.5, F3.6 e F3.7-3.9 que, quando isolados de outros, ampliou essa agao, gerando
alteracbes mais intensas nos 6Orgaos internos das fémeas, perceptiveis nos

ensaios in vitro.

De qualquer forma, pode-se inferir que tanto a FOEE como a F3 podem

ter acao sobre os 6rgaos reprodutores das fémeas diminuindo sua oviposicao.

Estudos in vivo realizados com 6leo essencial de cebola (Allium cepa) e de
alho (A. sativum), com a concentracédo de 5 mg/kg, administrada 24 horas apos a
infeccdo dos camundongos e durante 5 dias consecutivos, em cepa egipcia de S.
mansoni, demonstraram redugbes de oviposicdo de até 82,15%. A alta
porcentagem foi relacionada a também alta taxa de redug&o do numero de vermes
(de até 75,97% para A. cepa) (METWALLY, 2006).

Ensaios pré-clinicos feitos com extrato aquoso de Clerodendrum
umbellatum (conhecido nos Estados Unidos por "umbel clerodendrum")
administrados ap6s 60 dias de infeccdo e durante 14 dias seguidos em
camundongos infectados com o parasito de cepa oriunda de Camardes - em que
foram testadas diferentes concentragées (40, 80 e 160 mg/kg) mostraram indice
de reducdo de ovos de até 85,14% e de vermes de até 100%, para a
concentragdo mais alta. Nesse caso, foi considerado que tanto as taxas de
reducéo de vermes como de ovos foram dose dependentes (JATSA et al., 2009).
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A diminuicao da oviposicao provocada pelas fragdes estudadas in vivo nao
foram (assim como para o parametro reducdo de vermes) dose dependente, ou
seja, aumentando-se sua concentragcao ndao necessariamente ocorreu aumento da

porcentagem de eficiéncia para redu¢cao no nimero de ovos.

Dentre as fragcOes analisadas in vivo vale salientar que a F3, a partir da
concentracao de 100 mg/kg, demonstrou quantidade de ovos por grama de fezes
inferior ao grupo controle, quando administrada aos 45 dias de infecgao, diferindo
significativamente para esse grupo, com todas as concentragdes testadas.

Em relagdo ao PZQ, a concentracao de 300 mg/kg administrada no 45° dia
de infecgao, apresentou maior redugao da oviposigao que as outras (81,1%). Esse
tratamento demonstrou que a redugdo no numero de ovos esteve relacionado a de
vermes. Delgado et al. (1992), obtiveram reducdo de ovos de 99% para a
concentracdo de 250 mg/kg, administrado aos 42 dias de infeccdo, para a

linhagem BH, também relacionada reducao de vermes (58,0%).

As taxas de reducdo da oviposicao discutidas no presente trabalho foram
baseadas no exame quantitativo das fezes (Kato-Katz). Cunha et al. (1987), no
entanto, encontraram divergéncias nos resultados ao comparar os exames Kato-
Katz (KATO & MIURA, 1954; KATZ et al., 1972), Hoffman Pons & Janer (1934) e o
oograma, sendo que O primeiro exame apresentou maiores taxas de cura. Por
essa razao é importante empregar mais de um método para analisar alteragdes na

oViposicao.

Assim, o estudo do oograma, segundo Katz (2008), deve ser o preferido
para avaliagdo das triagens, isso porque, esse método se baseia no fato de que
em infec¢cdes experimentais balanceadas, a partir do 30° dia de infec¢do, os
vermes iniciam a postura dos ovos ainda imaturos que levardo cerca de seis dias
para amadurecer completamente. Farmacos ativos, que interrompam a postura
dos ovos, irdo mostrar o desaparecimento ou diminuicdo de ovos nos estagios
imaturos de desenvolvimento (PELLEGRINO & KATZ, 1968).
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Para Pellegrino & Faria (1965), farmacos anti-S. mansoni produzem, na
parede do intestino, uma mudanca progressiva na porcentagem de ovos viaveis
em diferentes estagios de maturidade que pode ser observado por meio do
oograma. Essa mudanca é produzida pela interrup¢gdo da oviposicado ou por
alteracdes no processo de maturacdo dos ovos. Esses autores sugerem, entao,
que modificacbes no oograma constituem num critério simples, sensivel e seguro

para avaliar a acao de farmacos contra este verme.

A maioria dos tratamentos realizados no presente trabalho, aos 45 dias de
infecgdo, seja com PZQ, seja com as FOEE e F3, diminuiu significativamente a

quantidade de ovos imaturos em relagdo ao grupo controle.

Pode-se observar que - especialmente a F3, a partir da concentracao de
100 mg/kg - houve menor quantidade de ovos imaturos e maduros e maior de
ovos mortos (assim como o PZQ - 300 mg/kg), quando administrada aos 45 dias
de infeccdo. Como a quantidade de ovos mortos para essa concentragao
aumentou significativamente sobre o grupo controle negativo, referente a esse dia
de tratamento (sendo que os Unicos tratamentos que diferiram significativamente
do grupo controle em relagdo aos ovos mortos foram os realizados com 100 e 200
mg/kg de F3), pode-se considerar que, dentre as amostras testadas, a F3 foi mais

ativa in vivo para o parametro oviposigao.

Sabe-se que apesar da oxaminiquina ser capaz de matar o parasito, esse
farmaco ndo atua sobre 0os ovos que sdo capazes de liberar miracidios até 17 dias
apos o tratamento curativo. Por outro lado, ja foi constatado que o praziquantel
ndao atua sobre os ovos imaturos, nos tecidos e in vivo (MATSUDA et al., 1983;
DOS-REIS & ANDRADE, 1987). Assim, o encontro no oograma de maior
quantidade de ovos mortos indicaria que a amostra testada teve agdo sobre esse

agente patogénico.

Aravjo et al. (1999), testaram a acdo in vivo do artesunato sobre a
linhagem LE do verme. Constataram que a concentracdo de 300 mg/kg desse
composto provocou alteracbées no oograma (ou seja, a auséncia de um dos

estagios de maturidade do ovo) quando administrado em dose Unica e por via oral,
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45 dias apés a infeccdo. Os camundongos foram eutanaziados 7 dias apés
realizacdo do tratamento, obtendo 100% de oogramas alterados. Essa
porcentagem diminuiu quando os animais foram necropsiados depois de 30 dias
do tratamento (obtendo-se 25% de oogramas alterados) e apds 60 dias (ndo se
obteve alteracdo no oograma) indicando que houve retomada da oviposicdo apds

60 dias de efetuado o tratamento.

Pesquisa pré-clinica realizada com o mirazid (extraido de myrrh), em
camundongos infectados com a linhagem egipcia "CD" do parasito, administrado
intragastricamente, 46 dias pds infeccdo, com a dose recomendada para
tratamento da esquistossomose mansénica humana (500 mg/kg, durante 2 dias
consecutivos) além de 250 mg/kg por 4 dias e de 125 mg/kg por 6 dias, nao
promoveram alteracbes no oograma. Tais tratamentos apresentaram maior
quantidade de ovos imaturos, maduros e pouca de mortos, acreditando-se
portanto, que esse farmaco possui baixa atividade para reducédo de oviposicao
(ABDUL-GHANI et al., 2010).

Katz et al. (1989), observaram oogramas alterados em grupos tratados
com PZQ 200 e 400 mg/kg, via oral, em camundongos infectados com S. mansoni,
linhagem LE. No entanto, também foram detectadas recidivas a partir da terceira
semana pos tratamento.

No presente trabalho n&o foi possivel perceber se houve recidivas, ja que
a necropsia foi feita duas semanas apdés a administragcdo das amostras e do
farmaco.

Conforme discutido anteriormente nesse topico, as FOEE e F3, em
particular esta ultima, foi capaz de diminuir a oviposicdo de S. mansoni, porém,
esse processo nao esteve relacionado a redugcdo da carga parasitaria. Apesar
disso, a interrupgdo na oviposi¢cdo € importante uma vez que elimina o principal
agente patogénico: o ovo. De acordo com Katz (2008) um farmaco anti-
esquistossomose mansénica pode ser classificado como profilatico (que ira
prevenir a infeccdo por agirem nas formas imaturas do vermes - caso, por

exemplo, dos derivados da artemisinina), supressor (capaz de acabar com a
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postura das fémeas, eliminando também a transmissao da parasitose) e curativas

(que matam todos, ou quase, os vermes maduros, eliminando a infeccao).
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6.3.2.2 Acao das FOEE e F3 nas reacoes granulomatosas
provocadas pelos ovos de S. mansoni

Varios autores relatam que outro critério importante para avaliar a acao de
um farmaco ou de qualquer amostra sobre o S. mansoni, é a redu¢cao no numero
de ovos retidos nos tecidos, como o do figado, por exemplo (LUTTERMOSER,
1954; THOMPSON et al., 1962; LAMBERT & STAUFFER, 1964).

Assim, além da busca pela producdo de um medicamento que pode ter
atividade profilatica, supressora ou curativa, uma quarta abordagem poderia ser a
busca por um farmaco antipatologia, ou seja, que produziria a reversao das lesbes
ja ocasionadas pelo parasito (KATZ, 2008).

A esquistossomose humana e experimental é uma doenca sistémica que
pode comprometer varios 6rgdos como figado, baco, 6rgaos hemolinfopoéticos,
intestino, peritbneo, pancreas, pulmoes, rins, 6rgaos reprodutores, medula espinal,
sistema nervoso central, pele, 6rgaos do sentido, glandulas enddcrinas e outros
(RASO & BOGLIOLO, 1970). Contudo, a maioria dos estudos se concentra nas
alteragdes hepaticas e intestinais (LENZI et al., 2008).

Neste trabalho todas as amostras apresentaram alteracées na quantidade
de granulomas e no tamanhos desses, em relacdo ao grupo controle negativo,
especialmente, as FOEE e F3, nas concentragbes de 200 e 300 mg/kg,

administradas no 45° dia de infecgao.

Estudos realizados com o mirazid, apresentaram média de 14 granulomas
por figado analisado (para o grupo de camundongos tratados com 500 mg/kg, por
2 dias consecutivos, administrado apds 46 dias de infec¢do), enquanto que o
grupo controle negativo mostrou em média 23 granulomas. O tamanho desses foi
de 239,22 um de diametro e, o grupo controle, foi de 270,73 um. Essas diferencas
em relacdo ao grupo controle ndo foram significativas, propondo que esse
farmaco, nesse esquema de tratamento, apresentou baixa atividade sobre as
reacdes granulomatosas (ABDUL-GHANI et al., 2010).

No presente trabalho, a maioria dos tratamentos apresentaram maior

quantidade de granulomas, quando administrados aos 60 dias de infeccdo. Esse
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fato pode ser explicado tendo como base estudos realizados por Atta et al. (1981)
e Boros et al. (1975), que relataram picos na formacdao de reacdes
granulomatosas ap6s a 82 e 102 semana de infeccao e declinio apds a 122.

A diminuicdo da quantidade e tamanho das reacbes granulomatosas
apresentadas pelo PZQ, em relacdo ao grupo controle negativo, pode ser
explicada pelo fato de que esse farmaco promove a morte do ovos logo apds o
tratamento do camundongo, diminuindo, dessa forma, os granulomas hepaticos
(DOS-REIS & ANDRADE, 1987).

A explicagdo para o fato das FOEE e F3 terem atuado nas reacgdes
granulomatosas seria que, de acordo com Domingo & Warren (1968) e Smithers &
Doenhoff (1976), a modulacdo do tamanho do granuloma é dependente de uma
"dessensibilizagdo endégena” do hospedeiro, ou seja, a diminuigdo do tamanho
dessas reagoes inflamatérias coincide com o declinio de outros parametros da

resposta imune mediada por células.

Sabe-se que C. verbenacea, apresenta propriedades anti-inflamatorias e
essa pode ser uma razao pela qual as fragdes testadas apresentaram-se eficazes
na diminuicdo da formacéo dos granulomas, reduzindo sua quantidade e tamanho
em relagdo ao grupo controle negativo e, por vezes, ao PZQ. A atividade ati-
inflamatéria do EE para C. verbenacea ja foi relatada por Oliveira (2002),
demonstrando que as substancias anti-edematogénicas desta espécie podem ser
extraidas principalmente por solventes de média polaridade, uma vez que esse
estudo demonstrou que edemas de pata induzidos pela carragenina foram

reduzidos com os extratos etandlico e diclorometéanico.
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6.3.3 Acao das FOEE e F3 sobre o peso corporal e
hepatoesplenomegalia.

A principal patologia da esquistossomose mansénica ocorre no figado,
como consequéncia do aporte de ovos a esse 6rgao. Assim, observa-se que a
infeccdo por S. mansoni geralmente causa hepatomegalia além de
esplenomegalia. Frente a esses dados, realizou-se a pesagem do figado e do
baco para investigar o impacto do tratamento com as FOEE e F3 sobre estes
orgaos.

De acordo com os resultados obtidos, as fragdes testadas provocaram, na
maioria dos tratamentos, perda de peso corporal em relagdo ao grupo de
camundongos sadios (nao infectados) e diminuicdo (nem sempre significativa) do
peso do figado e baco dos animais tratados em comparacao aos camundongos do
grupo controle infectados e n&o tratados.

Em especial, o tratamento realizado com 200 mg/kg de F3 e PZQ
demonstraram diminuicao do peso do figado, em relacdo ao grupo controle nao
tratado, e ndo apresentaram diferenga significativa para esse parametro sobre o
grupo de camundongos sadios, podendo indicar uma normalizagdo do peso desse
orgao.

Dados discutidos anteriormente (no tépico 5.2.1.2) evidenciaram que a
concentragao de 200 mg/kg de F3 e PZQ diminuiram a quantidade e tamanho dos
granulomas hepaticos sobre o grupo controle negativo, estando relacionado a
diminuicdo do peso do figado. Além disso, conforme visto no tépico 5.3.2.1, a
porcentagem de reducéo de ovos eliminados com as fezes foi alta para as fragées

testadas, com essa mesma concentragao.

Esses fendmenos, diminuicdo da oviposi¢cédo, das reagdes granulomatosas
no figado (em tamanho e quantidade) e do peso desse 6rgdo - ou seja, da
hepatomegalia - estdo portanto, relacionados entre si. De acordo com Cheever et
al. (1983) uma reducao na carga parasitaria dos vermes ou da deposi¢éao de ovos
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no tecido hepatico esta interligada com um menor numero de reacbes

granulomatosas e consequiente deposicao de fibrose.

Muitas vezes, uma amostra testada contra S. mansoni pode apresentar
atividade parasiticida ou interferir na capacidade de oviposicao das fémeas e nao
estar vinculadas a alteracbes dos parametros patoldgicos (SANTOS, 2010). No
presente trabalho percebe-se que a F3 (200 mg/kg) atuou tanto no parasito, como

na patologia.

Pesquisa realizada com dexametasona (glicocorticéide de grande acéo
anti-inflamatéria), sobre camundongos isogénicos infectados com S. mansoni
linhagem BH, obteve-se resultados parecidos com o presente trabalho, com ligeira
diminuicdo do peso corporal, do figado e do bagco nos grupos tratados (RAMOS,
2004). Estudo feito com Clerodendrum umbellatum também revelaram diminui¢do
do peso do figado e do baco em animais tratados com o extrato aquoso dessa
planta, em relacdo ao grupo controle infectado (JATSA et al., 2009). Esses
resultados, segundo os autores, seriam decorrentes das propriedades anti-
inflamatoérias das amostras testadas, o que poderia também explicar os resultados
obtidos com C. verbenacea.

Tratamento realizado com 100 mg/kg de PZQ, administrado por 5 dias, e
com a mesma concentracdo de oxaminiquina, administrada em dose unica em
camundongos, sobre a linhagem do Vale do Ribeira (Sdo Paulo - Brasil),
demonstraram ganho de peso corporal em comparagdo ao grupo controle
infectado, porém, néo tratado. Esse dado foi indicativo de que os camundongos do
grupo controle infectados apresentaram menor desenvolvimento do que os
tratados e sadios (FIGUEIREDO, 1991).

Por fim, no presente trabalho as concentragbes testadas de PZQ
aumentaram, da mesma forma, o peso corporal dos camundongos em relagdo ao
grupo controle infectado e, na maioria dos tratamentos com esse farmaco, a
diferenca de peso nao foi estatisticamente significativa em comparacao ao grupo
de animais sadios. Por outro lado, o grupo controle também pareceu apresentar

menor desenvolvimento que os camundongos sadios.
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6.3.4 Acao das FOEE e F3 sobre o tegumento de adultos de S.

mansoni apds ensaios in vivo.

Conforme discutido no tépico 5.1.3, a superficie do S. mansoni é formada
por duas bi-camadas lipidicas muito préximas e opostas, na forma de uma
membrana plasmatica (HOCKLEY & McLAREN, 1973). Como o tegumento nao
possui membranas laterais, seu citoplasma se estende na forma de uma unidade
continua, ou sincicio, ao redor do corpo do verme. Além de protecdo, esse
complexo sincicial € especializado para absorcao, secrecao e atuacao como sitio
das acdes imunoldgicas do hospedeiro (SHUHUA et al., 2000).

O tegumento das espécies de Schistosoma constitui, portanto, num dos
principais alvos quimioterapicos. Muitos dos compostos que sao utilizados
atualmente na terapéutica clinica, causam alteragées morfolégicas no tegumento

do verme.

O praziquantel, por exemplo, provoca danos extensos no tegumento de
adultos de S. mansoni (BECKER et al, 1980). As alteracbes morfoldgicas
produzidas por esse farmaco sao acompanhadas por um aumento da exposicao
de antigenos na superficie do verme que sao identificados e conectados com a
resposta imune do hospedeiro requerida para complementar a atividade do
farmaco (DOENHOFF et al., 1987; BRINDLEY et al, 1989), provocando o
rompimento da superficie do parasito, seguido de sua morte (BRICKES et al.,
1983).

A oxaminiquina € capaz de provocar alteragdes estruturais ao nivel do
tegumento de S. mansoni (KHON et al., 1982), sendo observadas vacuolizagéo,
destruicdo dos tubérculos nos vermes machos e erosdo da superficie do
tegumento (MAGALHAES-FILHO et al., 1987).

O dleo essencial de alho (A. sativum) provoca perfuragdes nos tubérculos
e alteragcdes nos espinhos, ulceragdes e formacédo de vesiculas e bolhas nos
vermes machos (LIMA, 2011).

Ja foram observadas alteragdes tegumentares como erosdo, perda de

tubérculos nos machos, formagdo de vesiculas e colapso do tegumento nos
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vermes adultos e esquistossomulos quando submetidas a tratamento com
artemisinina e acido artestinico (ARAUJO et al., 1999; SHUHUA et al., 2000;
UTZINGER et al., 2002; LU et al., 2004; LI et al., 2005; LU et al., 2006).
Normalmente, as imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura
referentes a acao de amostras com potencial esquistossomicida, sao feitas a partir
de testes in vitro. Conforme discutido anteriormente, nem sempre ha correlagéo
entre ensaios in vitro e in vivo. Por isso, no presente trabalho se optou por fazer a
analise do tegumento do verme, através da microscopia eletrénica de varredura,

em ensaios in vivo.

De acordo com as imagens obtidas percebe-se que as FOEE e F3
apresentaram ac¢ao no tegumento dos vermes, provocando alteracao e destruicao
do mesmo, mais intensas que o PZQ. Também mostraram a adesao de células
leucocitarias do hospedeiro no tegumento do mesmo.

Os danos no tegumento dos machos foram mais extensos do que no das
fémeas, para as fracOes testadas. De acordo com o tépico 5.3.1, as FOEE e F3
tiveram acgao preferencial por fémeas durante os testes in vivo. Isso pode indicar
que a atividade exercida pelas fragées no verme podem diferir conforme o sexo do
parasito. Esses dados sugerem, portanto, que o alvo de agcdo das amostras possa
ser, nos machos, o tegumento, e nas fémeas, outro, como por exemplo, as
estruturas internas. Tais resultados corroboram com os obtidos com os testes in
vitro, em que foi observado maior freqiéncia de alteracbes tegumentares nos

vermes machos.
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7. CONCLUSOES

- Ensaios in vitro

Os ensaios in vitro demonstraram que as amostras de maior atividade
esquistossomicida foram a FOEE e a F3. Além de apresentarem maior
atividade contra a sobrevida adultos de S. mansoni (agindo
preferencialmente sobre os machos), diminuirem a oviposicao pelas fémeas
e terem menores DLs 50 e 90 em relacdo as outras amostras, também
apresentaram boa solubilidade na solugdo PBS. Assim, foram escolhidas

para dar continuidade aos testes in vivo.

O composto artemetina esteve relacionado a diminui¢do da oviposi¢éo, de
acordo com dados obtidos nos testes in vitro.

- Ensaios in vivo

As FOEE e F3, principalmente a FOEE 300 mg/kg, promoveram in vivo
deslocamento dos vermes em direcdo ao figado em virtude da ativagao do
mecanismo de escape desses frente as amostras. Esse deslocamento nao

esteve relacionado a mortalidade dos vermes.

Diferentemente dos testes in vitro, os ensaios in vivo mostraram que as
amostras tiveram agéo preferencial por fémeas, atestando que nem sempre

ha correspondéncia entre ambos os ensaios.

As FOEE e F3 apresentam atividade sobre a oviposi¢cao das fémeas in vivo.

Esse fenémeno, porém, ndo esta relacionado a mortalidade dos vermes.

De acordo com dados obtidos in vitro e in vivo, as fragdes testadas podem

atuar no sistema reprodutor das fémeas, diminuindo sua oviposi¢ao.

A F3 demonstrou no oograma ser ativa para os ovos de S. mansoni, uma
vez que foi encontrada grande quantidade de ovos mortos nesse exame.
Poucos farmacos esquistossomicidas conseguem atuar sobre 0os ovos do

parasito.
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As FOEE e F3 tiveram acdo sobre as reacOGes granulomatosas em
diferentes 6rgaos, especialmente no figado, onde diminuiram a quantidade
e o tamanho dessas.

As FOEE e F3 foram capazes de diminuir a hepatomegalia dos
camundongos infectados. Esse resultado indica que tais fragdes atuam

também na patologia da esquistossomose mansoénica.

As FOEE e F3 foram capazes de provocar, in vivo, alteragdes tegumentares
nos machos de S. mansoni, mais extensas que nas fémeas, propondo que

0 mecanismo de agao pode diferir entre o0 sexo do parasito.

A concentragdo mais ativa, in vivo, para as FOEE e F3 foi a de 200 mg/kg
em virtude, principalmente, da baixa oviposi¢cao apresentada pelas fémeas
do parasito.

As FOEE e F3 mostraram-se mais ativas quando administradas no 45° dia

de infecgao para a maioria dos parametros analisados.

Por vezes, as FOEE e F3 demonstraram maior atividade que o PZQ. Isso é
importante, pois o PZQ constitui numa substancia pura, com seu principio
ativo ja definido e isolado, 0 que nao existe ainda para as fragcdes de C.
verbenacea. Uma vantagem do estudo dessas fragdes com o objetivo de se
elaborar um fitoterapico para o tratamento da esquistossomose mansénica,
€ que essas contém varios compostos e, a juncao desses, pode reduzir a
resisténcia do verme que vem sendo relatada com o uso do farmaco

padrao.

A FOEE e F3 apresentaram atividade parecida e, portanto, perspectivas
futuras indicariam a necessidade de se otimizar o refracionamento da
FOEE, visando obter o isolamento e a identificagdo de compostos com
atividade anti-S. mansoni, visto que, no presente trabalho, ficou
comprovada que a espécie C.verbenacea possui atividade contra o parasito

e também contra a patologia por ele causada.
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