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RESUMO

A esquistossomose causada pelo parasito Schistosoma mansoni, € uma doenca que
decorre da resposta inflamatéria granulomatosa em torno dos ovos viaveis do parasito
gue ficam retidos nos tecidos do hospedeiro. Os quimioterapicos atuais sao eficazes
somente contra vermes adultos e ndo revertem as lesdes inflamatérias ocasionadas
nos 6rgaos do sistema porta-hepatico pelo processo parasitario. Desta forma é
necessario a busca de novos tratamentos. Assim, este estudo avaliou o efeito
esquistossomicida e imunomodulador do extrato hidroalcdolico das folhas de
Dysphania ambrosioides (EDA) frente a infeccdo experimental por S. mansoni em
camundongos Swiss. Inicialmente, realizou-se ensaios in vitro, com cercarias e
vermes adultos expostos a diferentes concentracdes do extrato. Em seguida, foi
realizada a avaliacao in vivo, onde camundongos foram infectados com 50 cercarias
de S. mansoni no dia 0 e eutanasiados 60 dias apos infec¢do. Para esse ensaio,
utilizamos os seguintes grupos: controle positivo (animais infectados com tratamento
padréao), controle negativo (animais infectados sem tratamento), controle limpo
(animais néo infectados e nem tratados); e grupos testes: infectados e tratados com
EDA em diferentes fases de desenvolvimento de S. mansoni, como fase cutanea
(EDAT1), fase pulmonar (EDA14), vermes imaturos (EDA28) e vermes maduros
(EDAA45). In vitro, o EDA apresentou atividade cercaricida e esquistossomicida; /n vivo,
o EDA apresentou, nos parametros parasitoldgicos, redugdo do numero de ovos de
S. mansoni no tecido hepatico e nas fezes; nos parametros imunologicos, aumentou
o numero de linfécitos, e induziu a redugdo de eosindfilos no sangue, reduziu
concentragdes seéricas de IgE Total, aumentou a celularidade da medula éssea e do
baco, com significativo aumento de linfocitos T auxiliares, T citotoxicos, linfécitos B e
macro6fagos, aumento do numero de neutréfilos e reduziu o numero de mastocitos na
cavidade peritoneal, e ndo reduziu a producao de peréxido de hidrogénio nas células
peritoneais; e nos parametros histopatolégicos, reduziu area e a quantidade de
granulomas sobre o tecido hepatico. Esses resultados demonstram o EDA com agao
antiparasitaria e imunomoduladora sobre as diferentes fases da esquistossomose, nos
dando a perspectiva em prosseguir com investigacdes dos efeitos e mecanismos de
acado dos compostos isolados presentes no EDA sobre as diferentes fases de S.
mansoni.

Palavras-chave: Esquistossomose; Tratamento; Mastruz; Resposta Imune.



ABSTRACT

Schistosomiasis caused by the parasite Schistosoma mansoni, is a disease that arises
from the granulomatous inflammatory response around the viable eggs of the parasite
that are retained in the tissues of the host. Current chemotherapeutic agents are
effective only against adult worms and do not reverse the inflammatory lesions caused
by the parasitic process in the portal-hepatic system. In this way it is necessary to
search for new treatments. Thus, this study evaluated the schistosomicidal and
immunomodulatory effect of the hydroalcoholic extract of the leaves of Dysphania
ambrosioides (EDA) against experimental infection by S. mansoni in Swiss mice.
Initially, in vitro tests were performed with cercariae and adult worms exposed to
different concentrations of the extract. Next, the in vivo evaluation was carried out,
where mice were infected with 50 cercariae of S. mansoni at day 0 and euthanized 60
days after infection. For this assay, we used the following groups: positive control
(infected animals with standard treatment), negative control (infected animals without
treatment), clean control (uninfected or treated animals); (EDA1), pulmonary phase
(EDA14), immature worms (EDA28), and mature worms (EDA45) were studied in the
different stages of development of S. mansoni. In vitro, the EDA presented cercaricidal
and schistosomicidal activity; In vivo, EDA presented, in the parasitological
parameters, a reduction in the number of S. mansoni eggs in hepatic tissue and faeces;
in immunological parameters, increased the number of lymphocytes, and induced
reduction of eosinophils in the blood, reduced total IgE serum concentrations,
increased cellularity of bone marrow and spleen, with significant increase in T helper,
cytotoxic T, B lymphocytes and macrophages, increased numbers of neutrophils and
reduced the number of mast cells in the peritoneal cavity, and did not reduce the
production of hydrogen peroxide in the peritoneal cells; and in the histopathological
parameters, reduced area and the amount of granulomas on the hepatic tissue. These
results demonstrate EDA with antiparasitic and immunomodulatory action on the
different stages of schistosomiasis, giving us the perspective to proceed with
investigations of the effects and mechanisms of action of the isolated compounds
present in the EDA on the different phases of S. mansoni.

Keywords: Schistosomiasis; Treatment; Mastruz; Immune response.



1 INTRODUCAO

O helminto trematédeo Schistosoma mansoni Sambon, 1907 atua como agente
etiolégico da doenca infecciosa e parasitaria denominada esquistossomose
(SCHOLTE et al., 2014). Essa parasitose tem alto grau de morbidade em populagdes
humanas, com chances elevadas de se sobrepor a outras doengas em suas areas de
ocorréncia (CARVALHO et al., 2008; WHO, 2015).

Para o seu desenvolvimento, o verme S. mansoni necessita de um hospedeiro
definitivo, onde ocorre a fase sexuada do ciclo de vida do parasito, que incluem
humanos (MODENA et al. 2008) e outros mamiferos vertebrados (MIRANDA et al.,
2015), e de um hospedeiro intermediario, como algumas espécies de moluscos de
género Biomphalaria (PARAENSE, 1975; GRYSEELS et al., 2006).

A esquistossomose resulta da resposta inflamatéria granulomatosa que ocorre
em torno dos ovos viaveis do parasito, os quais invés de serem eliminados nas fezes,
se depositam nos tecidos. O individuo parasitado apresenta diversos sintomas como:
dermatite cercariana, complicagcdes pulmonares, febre, emagrecimento, diarreia,
cdlicas, hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal, varizes abdominais e ascite.
Entretanto, a gravidade da doenc¢a depende da carga parasitaria, do estado nutricional
do hospedeiro, do tempo de parasitismo (NEVES et al., 2016) e, do tipo e intensidade
da resposta imunoldgica do hospedeiro a infeccao (DE JESUS et al., 2002; ABATH et
al., 2006).

A resposta imunoldgica a infeccdo por S. mansoni, durante a fase aguda pré-
postural, é principalmente direcionada aos antigenos secretados por vermes jovens e
adultos, que estimulam a producao de citocinas inflamatérias, predominantemente
associadas ao perfil Th1 (PEARCE; MACDONALD, 2002; DE JESUS et al., 2002;
WYNN et al., 2004; WILSON et al., 2007). Com o aparecimento dos ovos, novos
antigenos séo secretados induzindo a maturag¢édo de células dendriticas e alterando o
perfil das citocinas para o tipo Th2. Esse tipo de resposta imune € determinante na
formagédo dos granulomas, na eliminagdo dos ovos, na remodelagdo dos tecidos
lesados e na contencdo da acdo lesiva dos antigenos do parasito aos tecidos,
entretanto, gera fibrose residual e contribui para evolugao dos casos graves da doenca
(FINKELMAN et al., 1991; PEARCE et al., 1991; PEARCE; MACDONALD, 2002).

A quimioterapia € uma estratégia geral para o controle da esquistossomose,
entretanto, o fArmaco utilizado para esse fim, o Praziquantel® (PZQ), é eficaz somente



para vermes adultos de S. mansoni, e ndo é capaz de reverter as lesbes
histopatolégicas geradas, as quais podem deixar sequelas irreversiveis (UTZINGER
et al., 2003; MORAES, 2011). Desse modo, ha necessidade em desenvolver novos
tratamentos que apresentem tanto atividade esquistossomicida, quanto efeitos sobre
a modulacdo e regulacdo da resposta imune a favor do hospedeiro vertebrado,
evitando a evolucédo e as formas graves da doenga.

Dentre as 71 espécies presentes na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS — RENISUS, amostra-se a espécie Dysphania ambrosioides Syn:
Chenopodium ambrosioides, usualmente conhecida como mastruz, e que ja vem
sendo utilizada pela populagdo brasileira, como analgésica, anti-inflamatoria,
antisséptica, cicatrizante (GRASSI, 2011; SOUSA et al.,, 2012) e anti-helmintica
(FILIPOV, 1994). Além disso, o grupo de pesquisa do Laboratério de Imunofisiologia
— UFMA demonstrou em estudos pré-clinicos, resultados promissores de efeitos
importantes no reparo 6sseo (PINHEIRO NETO et al., 2017), agdo antitumoral
(NASCIMENTO et al., 2006), potencial antileishmania (PATRICIO et al., 2008), acao
imunoestimuladora e imunomoduladora (CRUZ et al., 2007; PERREIRA et al., 2010).
Dessa forma, D. ambrosioides foi a espécie alvo para avaliamos o efeito
esquistossomicida e a sua agao imunomoduladora frente a infec¢ao por S. mansoni.

Este estudo se baseou na hipdtese que o extrato hidroalcodlico das folhas de
D. ambrosioides apresenta acao anti-esquistossomética e é capaz de modular a
resposta imune a favor do hospedeiro vertebrado, regulando o processo inflamatério
granulomatoso ocasionado pela infec¢ao por S. mansoni.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Schistosoma mansoni

2.1.1 Ecoepidemiologia

A esquistossomose € uma doenga endémica, infecciosa e parasitaria de grande
relevancia mundial, causada por espécies que pertencem, taxonomicamente, ao filo
Platelminthes Gegenbauer 1859, classe Trematoda Rudolphi 1808, subclasse
Digenea Carus 1863, ordem Strigeiforme La Rue 1926, Superfamilia
Schistosomatoidea Stiles & Hassal 1898, familia Schistosomatidae Stiles & Hassal
1898, e género Schistosoma Weiland 1858. Ao todo, seis espécies apresentam
importancia e interesse médico, devido sua capacidade de infectar o ser humano:
Schistosoma mansoni Sambon, 1907, caracteristico das Ameéricas, Africa, Oriente
Médio e Indias Ocidentais; S. japonicum Katsurada, 1904, encontrado na China,
Indonésia e Filipinas; S. haematobium Bilhartz 1852, mais comum na Africa e Oriente
Médio, causador da infec¢do genitourinaria; S. mekongi Voge, Brickner & Bruce 1978,
encontrado no Sudeste da Africa e rio Mekongi; e S. intercalatum Fischer 1934,
encontrado na Africa Ocidental e Central, possuindo menor impacto na satde humana
(GRYSEELS, 2012; COLLEY et al., 2014; WHO, 2015; WEERAKOON et al., 2015)
(Figura 1).

8. mansoni

m S. haematobium

m S. japonicum

m Both S. mansoni and
S. haematobium

= S intercalatum

m S. mekongi

Figura 1. Distribuicido mundial de algumas espécies de Schistosoma capazes de infectar
humanos. Fonte: WEERAKOON et al. 2015.



Apesar da esquistossomose ter sido erradicada no Japéao e a sua transmissao
diminuida nas Antilhas e Tunisia, e possuir baixa transmissdo no Marrocos, Filipinas,
Arabia Saudita e Venezuela (WHO, 2009), estima-se que aproximadamente 240
milhnbes de pessoas estejam contaminadas Schistosoma spp., € 700-800 milhdes
permanegcam em risco iminente de contrair a doenga, pois residem em areas
endémicas situadas principalmente nos paises em desenvolvimento localizados na
Africa, Asia e América Latina (STEINMANN et al., 2006; GRYSEELS et al., 2012;
WHO, 2015; WEERAKOON et al., 2015).

As infecgdes ocasionadas pelos trematédeos do género Schistosoma ja foram
notificadas em 78 paises, sendo que em 19 paises nao tem ocorrido notificagdes de
casos nos ultimos cinco anos, o que pode indicar a interrupcao da doenca, e em 52
paises tem ocorrido transmissdo moderada a alta, com necessidade de quimioterapia
preventiva com Praziquantel (PZQ) (WEERAKOON et al., 2015; GBD, 2017; WHO,
2017).

Estima-se que cerca de 4,4 a 200 mil mortes por ano estdo associadas a
doenca (WHO, 2015; GBD, 2016), devido ao parasitismo e suas complicagdes,
fazendo com que essa parasitose continue sendo de extrema importancia para a
saude publica (VAN DER WEREF et al., 2003). A esquistossomose perde apenas para
a malaria como a principal causadora de morbidade entre as demais doencas
parasitarias (CHOI; YU, 2015).

O helminto da espécie S. mansoni é o agente etioldgico da doenca infecciosa
e parasitaria esquistossomose mansoni, a unica das infecgdes causadas pelo género
Schistosoma que é endémica no Brasil (SCHOLTE et al., 2014). H& indicios de que a
introducdo deste parasito no pais ocorreu, provavelmente, a partir do século XVI,
durante o periodo de colonizacdo, devido ao intenso movimento imigratério de
pessoas provenientes da Africa (GENTILE et al., 2010), possivelmente, infectadas
com S. mansoni e S. haematobium, sendo que somente S. mansoni se estabeleceu
no pais, possivelmente, devido as condicdes ambientais favoraveis e hospedeiro
intermediario adequado (KATZ; ALMEIDA, 2003). Estima-se, que aproximadamente
1,5 milhdo de pessoas estejam infectadas com esquistossomose no pais (BRASIL,
2017), sendo que 25 milhdes estao sob o risco de serem infectadas (CARDIM et al.,
2011; ROLLEMBERG et al., 2011).

Os casos de esquistossomose no pais ocorrem principalmente na faixa

litoranea do estado do Maranhao até o Espirito Santo e o estado de Minas Gerais,



onde ainda se encontram regides com prevaléncia igual ou superior a 15%. Além
disso, Minas Gerais e Bahia concentram cerca de 70% dos casos que ocorrem no
pais (NOYA et al., 2015). Existem ainda focos de transmissao no Distrito Federal,
Para, Ceara, Piaui, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Goias e Rio
Grande do Sul (BRASIL, 2017), bem como casos de pacientes positivos que vieram
de areas endémicas registradas em todo territério nacional, principalmente em areas
consideradas de migracao, como o estado de Rondénia, que evidenciam a expansao
da esquistossomose (COURA; AMARAL, 2004). A regiao Nordeste contribui com
grande parcela no numero de casos de esquistossomoticos do pais, em virtude de
extensas planta¢gées mantidas por irrigagdo natural ou artificial, € por meio de valas
que se transformam em criadouros ideais para os moluscos vetores (PARAENSE,
2001) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo da esquistossomose no Brasil, destacando as areas de maior
concentracao de casos de acordo com o percentual da faixa positividade. Fonte: BRASIL (2014).

Nessas areas, varios fatores econémicos, sociais e ecoldgicos tém contribuido
para a continua transmissao da doenca ao longo dos anos. As precarias condicdes

de saneamento bésico, 0 baixo poder socioecondmico dos moradores das areas



endémicas, os habitos de vida (principalmente associados as atividades econémicas
de pesca e agricultura), a migracdo populacional, a presenca dos hospedeiros
intermediarios do parasito e o clima, sdo exemplos de condi¢gdes que permitem a
permanéncia da transmissao da esquistossomose (LOUREIRO, 1989; KLOOS et al.,
2008; KLOOS et al., 2010).

Outro aspecto importante para a manutengéao da esquistossomose no Brasil,
mas ainda pouco estudado, esta relacionado a presenca de vertebrados nao humanos
capazes de atuarem como reservatorios do parasito (REY, 1993). Diversas espécies
de roedores de habitos semiaquéticos, como Holochilus sciureus e Nectomys
squamipes aquaticus, sao descritas como sendo capazes de serem infectados por S.
mansoni e de potencializarem a disseminagdo dessa doenca, principalmente em
areas endémicas (VEIGA-BORGEAUD et al., 1986; MARTINS et al., 1955; GENTILE
et al., 2010; MIRANDA et al., 2015).

No Maranh&o, a presenca desta parasitose é conhecida desde 1920 (ALVIM,
1980; RAMOS, 2007). Estudos sugerem que a doenca foi introduzida no estado por
pessoas vindas da Angola e da Guiné, os quais foram trabalhar nas fazendas do
Litoral e da regiao da Baixada, localidades com altas prevaléncias (CUTRIM, 1995).
O Maranhao é um dos estados da federagdo que apresenta indices consideraveis
desta doenca, com distribuicdo endémica em 20 dos seus 217 municipios e 29
municipios apresentam focos isolados (BRASIL, 2011; CANTANHEDE et al., 2014).

2.1.2 Ciclo biolégico

O parasito da espécie S. mansoni apresenta ciclo de vida heteréxeno (Figura
3), com fase de reproducédo assexuada no hospedeiro intermediario, representados
por espécies de caramujos do género Biomphalaria, e com fase de reproducao
sexuada dentro do hospedeiro vertebrado, principalmente o ser humano (KATZ;
ALMEIDA, 2003). Entretanto, apesar de S. mansoni ser inicialmente um parasito de
seres humanos, algumas espécies de roedores (principalmente Holochilus spp. e
Nectomys spp.), outros primatas (NELSON, 1960), e bovinos (BARBOSA et al., 1962,
MODENA et al., 2008) ja foram encontrados naturalmente infectados pelo parasito
(THERON et al., 1992; ALARCON DE NOYA et al., 1997), contudo a sua real
participacdo na manutengéo do parasito ainda é pouco conhecida.



Os hospedeiros intermediarios pertencem ao género Biomphalaria Preston,
1910, filo Mollusca Linnaeus, 1758, classe Gastropoda Cuvier 1797, subclasse
Pulmonata Cuvier 1817, ordem Basommatophora Schmidt 1855 e familia Planorbidae
Rafinesque, 1815 (MALEK, 1985; PARAENSE, 2004; JARNE et al., 2011). Somente
as espécies B. glabrata (Say, 1818), B. tenagophila (Orbigny, 1835) e B. straminea
(Dunker, 1848), foram encontradas naturalmente infectadas e tém importancia na

transmiss&o da esquistossomose no Brasil (PARAENSE, 1972).

OS CAMINHOS DA ESQUISTOSSOMOSE - CICLO DE TRANSMISSAO

DENTRO DO CORPO D NO MEIO AMBIENTE

Arrania: 200 X
ESQUISTOSSOMULO

VERME ADULTO

o

Aumerto: 400 X
MIRACIDIO

. L
< T e = S EEm
Minioabriode Sobde || pdmin ovestie e ovo 4 R s e 8

-----------

Goverre tegera)

Figura 3. Ciclo bioldgico de S. mansoni. Fonte: Schall et al. (2007) e modificado pelo autor.

O ciclo inicia-se quando os ovos maduros de S. mansoni sao eliminados nas
fezes do hospedeiro vertebrado infectado e, ao entrar em contato com agua de rios e
lagos, eclode liberando a larva ciliada, denominada miracidio, que nada a procura do
hospedeiro intermediario (ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK; KAUL,
2013). O miracidio apresenta formato oval e revestido por placas ciliadas, medindo
em torno de 150 a 170 mm de comprimento, por 60 a 70 mm de largura (KATZ;
ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016).

Durante a penetragdo no caramujo, os miracidios liberam o conteudo das
glandulas de adesao e penetracao, perdem suas placas ciliares e sofrem modificagdes
fisioldgicas, transformando-se em esporocistos. Estes por sua vez sofrem ciclos de



reproducdo assexuada dando origem as formas larvarias de S. mansoni,
denominadas de cercérias, que liberadas no ambiente aquatico, infectam o ser
homem. Condi¢cdes abibdticas como iluminacdo e temperatura da agua exercem
influéncia na liberacdo das cercéarias nas colecoes hidricas (BOGEA et al., 1996;
WOLMARANS et al., 2002). As cercarias apresentam uma cauda bifurcada de
aproximadamente 300 mm e dimensdes corporais em torno de 0,2 mm de
comprimento por 0,07 mm de largura (KATZ; ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016).
Durante o processo de penetragdao no tegumento do hospedeiro, as cercarias perdem
a cauda e o corpo cercariano permanece na derme ou tecido conjuntivo por dois ou
trés dias sofrendo modificagdes estruturais, fisiologicas e bioquimicas, originando o
esquistossémulo de pele (CURWEN; WILSON 2003; WHITFIELD et al., 2003). Em
seguida, o esquissbmulo alcangca a corrente circulatéria, sendo carreado
passivamente pelo fluxo sanguineo venoso para o lado direito do coragdo, de onde
sera bombeado para os pulmdes, sendo a agora conhecido como, esquistossdémulo
pulmonar (REY, 2008).

Aproximadamente duas semanas ap6és infeccdo, os esquistossdémulos
atingem o coracao, preferencialmente, via circulacéo passiva, da aorta para o sistema
porta-hepatico, via veia porta, ou circulando sistemicamente por varios 6rgaos antes
de atingirem artérias que derivam no sistema porta-hepatico (LENZI et al., 2008). O
desenvolvimento final do esquistossdmulo em verme adulto (macho ou fémea) se
completa nos vasos intra-hepaticos (PINTO; ALMEIDA, 1948). Entretanto, também se
admite que uma pequena parte dos esquistossdmulos possa atingir os vasos intra-
hepéticos migrando ativamente através da veia cava e artéria hepatica, ou ainda, por
migracgao transdiafragmatica (LENZI et al., 2008).

Na veia porta hepatica, os vermes adultos amadurecem sexualmente, se
acasalam e, sé entdo migram para veia mesentérica inferior, onde a fémea inicia a
postura dos ovos, apdés 4 a 6 semanas da penetracdo cercariana (BLOCH, 1980;
ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK; KAUL, 2013). Nessa etapa de
vida do parasito, 0 macho mede cerca de 1cm e possui o tegumento recoberto de
minusculas projecdes (tubérculos). O seu corpo apresenta-se dividido em trés
porgcbes: anterior, onde esta localizada a ventosa oral e a ventral (acetabulo); a
mediana e a posterior (que se inicia logo apds a ventosa ventral), onde esta presente
o canal ginecéfaro, que possui a fungcéo de albergar a fémea e fecunda-la. Por sua

vez, a fémea apresenta comprimento médio de 1,5 cm, corpo filiforme, tegumento liso



e mais escuro que o macho. A morfologia de sua porcao anterior é semelhante ao
macho, diferindo pela presencga da vulva, do utero (com um ou dois ovos) e do ovario.
Em sua porcao posterior localizam-se as glandulas vitelogénicas e o ceco (KATZ;
ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016).

O numero de ovos produzidos diariamente pelas fémeas de S. mansoni varia
de acordo com a espécie do hospedeiro e da linhagem do parasito, porém, a maioria
dos estudos indica a producao de 150-400 ovos/fémea/dia infeccdo (LENZI et al.,
2008). Quando maduros, os ovos de S. mansoni medem 150 mm de comprimento por
65 mm de largura, tamanho considerado grande (KATZ; ALMEIDA, 2003; NEVES et
al., 2016). Do total de ovos eliminados pelo parasito, cerca de 40% a 50% séo capazes
de aderir e atravessar o endotélio e a membrana basal do vaso sanguineo, atravessar
a mucosa intestinal e alcancar a luz desse 6rgao, sendo eliminado nas fezes
(PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004). Grande parte dos ovos
produzidos pelas fémeas de S. mansoni fica retida na mucosa intestinal, ou quando
nao deixam 0s vasos, sdo carreadas pelo fluxo sanguineo e se acumulam nos 6rgaos
internos, principalmente no figado, onde se tornam alvo da resposta imune do
hospedeiro (BOROS; WARREN, 1970; WARREN, 1982; BURKE et al., 2009; HAMS
etal., 2013; CHUAH et al., 2014). Os primeiros ovos séo inicialmente encontrados nas
fezes ap6s 40 dias da infeccéo, reiniciando o ciclo (SIQUEIRA-BATISTA et al., 1998;
LENZI et al., 2008; SOUZA et al., 2011).

2.1.3 Resposta imunolégica

A morbidade da esquistossomose esta relacionada a uma série de fatores, que
dentre eles destacam-se a carga parasitaria, o status do hospedeiro, o tipo e
intensidade da resposta imunolégica, além de caracteristicas da cepa do parasito
(KABATEREINE et al., 1999; DE JESUS et al., 2002; ABATH et al., 2006).

A resposta imunolégica do hospedeiro no decorrer da infecgéo por S. mansoni
(Figura 4) ocorre a partir da migragéo dos esquistossdmulos e maturagéo dos vermes
adultos, denominando-se de fase aguda pré-postural, onde o hospedeiro produz uma
resposta imune de perfil Th1, que atinge maior ativacao entre a 32 e 52 semana ap6s
a exposicao a cercaria (GRZYCH et al., 1991; PEARCE et al., 1991). Essa resposta
de perfil Th1 é caracterizada pela producdo de citocinas pré-inflamatérias como
interferon gama (IFN-y), interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-12, IL-6, e o fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a) (PEARCE; MACDONALD, 2002; DE JESUS et al., 2002; WYNN
et al., 2004; WILSON et al., 2007). Ao longo dessa fase, a maioria dos individuos
infectados que vivem em d&reas endémicas sdo assintomaticos, mas sdo relatados
quadros de dermatite cercariana, que pode se manifestar como uma urticaria local,
minutos apods a infec¢do pelas cercarias (GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al.,
2009). Coincidindo com a migragdao e maturacdo sexual dos vermes adultos e
posterior postura dos ovos pela fémea (fase aguda postural), surgem sintomas como,
febre elevada acompanhada de calafrios, significativa sudorese, mal-estar geral,
astenia, tosse nao produtiva, sintomas estes que sao conhecidos como Sindrome de
Katayama (COURA et al., 1970; GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 2009; SOUZA
etal., 2011).
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Figura 4. Inducao da resposta imune durante infec¢ao por S. mansoni. Fonte: Dunne; Cooke
(2005).
Com o inicio da ovipostura (fase aguda postural), entre a 42 a 52 semana da
infeccao, os antigenos secretados/excretados pelos ovos do parasito dao inicio a uma

mudancga no perfil dos mediadores imunolégicos produzidos pelo hospedeiro, e a
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resposta imune torna-se predominantemente Th2, sendo observado aumento de
producgao de citocinas desse perfil, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL- 13, e de quimiocinas,
que estimulam a eosinofilia, diferenciacdo de macréfagos alternativamente ativados e
a producao de IgE (CHEEVER et al., 1987; PEARCE et al., 1991; CHEEVER et al.,
2000; PEARCE; MACDONALD, 2002; PEARCE et al., 2004; BARTLEY et al., 2006;
BURKE et al., 2009; HAMS et al., 2013; VANNELLA et al., 2016).

A estimulacao da resposta Th2 é responsavel pela formacao dos granulomas
nos tecidos onde os ovos do parasito ficam retidos, pois induz o recrutamento e
ativacao de eosindfilos, macréfagos alternativamente ativados, linfécitos T CD4+ e
miofibroblastos ao redor dos ovos, que evoluem progressivamente para depdsitos de
fibrose, principalmente no intestino e no sistema porta-hepético (LENZ| et al. 1998;
CHEEVER et al., 2000; CORLISS et al., 2016).

A resposta Th2 alcanga seu pico na 8° semana apés o inicio da infecg¢ao, e é,
entdo, modulada negativamente com a progressao da infecgdo para a fase crénica
(PEARCE et al., 1991; PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004; WILSON
et al., 2007). Este processo de modulagédo ocorre principalmente via IL-10 e TGF-B,
que regulam o balanco da resposta Th1/Th2 pela ativacao de células regulatérias,
atingindo ativagdo maxima por volta da 11-122 semana de infecgdo (ARAUJO et al.,
1996; PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004; WILSON et al., 2007). O
processo modulatério esta envolvido no prognéstico benigno da doenga, uma vez que
promove a reducdo do tamanho do granuloma (PEARCE; MACDONALD, 2002;
LUNDY; LUKACS, 2013).

Cogita-se que a partir do momento que a reposta imunolégica é modulada, o
inicio da fase crénica é estabelecido. Os sintomas clinicos da esquistossomose
durante essa fase sao atribuidos a fibrose relacionada a intensidade da resposta
inflamatéria granulomatosa induzida por substancias liticas liberadas pelos ovos do
parasito (LENZI et al., 1998; WILSON et al., 2007; ANDRADE, 2009). O granuloma,
ao mesmo tempo em que é nocivo ao individuo, representando uma intensa reacao
celular, que pode evoluir para fibrose hepatica grave, também €& benéfico, a medida
que favorece a eliminagdo dos ovos pela mucosa intestinal e sequestra os antigenos
liberados pelos ovos, os quais exibem efeito hepatotoxico (PEARCE; MACDONALD,
2002; HAMS et al., 2013; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Dessa maneira, a evolucao
mais benigna da esquistossomose depende da formagdo e modulagdo dos

granulomas.
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2.2 Diagnéstico e Controle da esquistossomose

O diagnéstico é realizado com base na anamnese do individuo aliado a
métodos laboratoriais, sendo eles parasitolégicos e/ou imunoldgicos (VITORINO et
al., 2012).

Os métodos parasitolégicos se baseiam na analise macroscopica, verificando
a consisténcia e presenga de contetudo sanguineo e/ou fragmentos dos parasitos, e
analise microscopica, avaliando a presenga de ovos ou larvas dos parasitos
eliminados junto as fezes. Dentre esses, temos os métodos qualitativos, como os
métodos de Sedimentacdo Espontanea ou apenas HPJ (LUTZ, 1919; modificado por
HOFFMAN et al., 1934) e o Centrifugo-sedimentagédo (MIFC) ou método de Blagg
(BLAGG et al., 1955), e os métodos quantitativos, que destacam-se os métodos Kato-
Katz (KATO; MIURA, 1954; modificado por KATZ et al.,, 1972) e Helmintex®
(TEIXEIRA et al.,, 2007). Os métodos imunolégicos consistem na detecgdo de
anticorpos ou antigenos circulantes, apresentando melhor eficacia no diagnéstico de
individuos com infec¢des de baixa carga parasitaria (VAN LIESHOUT et al., 2000;
DOENHOFF et al., 2004). Dentre esses, temos os métodos de dosagem soroldgica
dos antigenos circulantes [Antigenos Anddicos Circulantes (CAA) e Antigenos
Catédicos Circulantes (CCA)] de S. mansoni (RABELO, 1997; GRYSSELS, 2012),
sendo este ultimo, embora presente no soro, também é detectado na urina (ADRIKO
et al., 2014).

Apesar do diagnéstico ser um grande aliado dos programas de controle da
esquistossomose, esse conjunto ainda permanece com um grande desafio para os
paises endémicos. As estratégias de controle se baseiam em programas publicos de
saneamento basico, educacdo sanitaria, controle do hospedeiro intermediario e
tratamento das pessoas infectadas. O impacto econémico da esquistossomose €
sentido por varios grupos sociais, principalmente pelos paises pobres e pelas
populagdes que vivem sob condi¢des mais dificeis. O abastecimento de agua tratada,
as instalacoes sanitarias e o destino adequado dos esgotos sanitarios sao 0s recursos
basicos de controle da doenca a médio e longo prazo (BERGQUIST, 2002; FENWICK;
WEBSTER, 2006; STEINMANN et al., 2006; BROOKER et al., 2009).

O controle da esquistossomose vem sendo direcionado ao hospedeiro
intermediario, a partir do uso de moluscicidas quimicos, causadores de alteracées no

ambiente (CARVALHO et al., 2008). Infelizmente, o foco dos estudos continua sendo
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o molusco, pois inumeros estudos buscam substancias naturais com acao
moluscicida, além do tratamento de doentes. Em contrapartida, poucas pesquisas
estdo sendo realizadas em busca de alternativas naturais para o combate ao agente
etiolégico, S. mansoni, seja na sua forma larvaria (aquatica) ou adulta (nos
hospedeiros vertebrados).

O tratamento quimioterapico da esquistossomose é baseado no uso de apenas
um farmaco, PZQ, eficaz na reducao da morbidade, porém os resultados com o uso
dessa droga tém sido menos promissores do que o esperado, pois seu uso extensivo
e inapropriado culminou no aparecimento de resisténcia (CAFREY, 2007;
DOENHOFF et al., 2008). Além disso, o farmaco é eficaz somente contra formas
adultas do esquistossomo, ndo atuando, portanto, nas formas jovens do parasito, 0s
esquistossémulos (UTZINGER et al., 2003). Dessa forma, é premente a necessidade
de novas alternativas terapéuticas, especialmente com uso de produtos naturais
(NDAMBA et al.,, 1994; MOLGAARD et al., 2001; SANDERSON et al., 2002;
MOHAMED et al., 2005; BRASIL, 2014).

2.3 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

D. ambrosioides é uma espécie herbacea cosmopolita, encontrada na forma
silvestre ou cultivada, procedente das Américas Central e Sul (México e outros
paises), se encontrando vastamente distribuida em regides de clima tropical,
subtropical e temperado. E considerada uma das espécies com maior area de
dispersao (RIZZINI; MORS, 1976; CHEVALLIER, 1996; MORAES, 1996). No Brasil é
extensa a sua distribuicao (Figura 5), com ocorréncia em todo o territério (SENNA,
2010).

E uma espécie conhecida popularmente como mastruz ou erva-de-Santa-Maria
no Brasil (MESSIAS et al., 2015); Paico no Peru e Argentina; Wormessed nos Estados
Unidos; Pazote, epazote verde ou epazote blanco no México; Té de Espana, té
burreno ou té hormiguero na Espanha; T'u-Ching-chieh na China; L’anserine
vermifugue na Franca ou Wurmsaamen Gansefus na Alemanha (KLICKS, 1985;
PARDO DE SANTAYNA et. al., 2005; PATRICIO, 2011).
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Figura 5. Distribuicao de Dysphania ambrosioides pelo Brasil. Fonte: Elaborado pelo autor de
acordo com dados de Senna (2010).

D. ambrosioides, anteriormente, conhecida como Chenopodium ambrosioides,
pertencia ao género Chenopodium, um taxon grande e morfologicamente variavel de
ervas anuais e perenes (FUENTES-BAZAN et al., 2012). Por razdes morfoldgicas foi
expandida a circunscricdo do género Dysphania, compreendendo todos os tdxons
glandulares de Chenopodium. A mudanga do conceito do género foi confirmada por
dados moleculares e tornou-se amplamente aceita (VERLOOVE, 2013).

Atualmente, a distribuicao taxondmica desta espécie segundo Plants Database,
(2019) é a seguinte:

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Caryophyllidae

Ordem: Carvophyllalles

Familia: Chenopodiaceae

Género: Dysphania R. BR.

Espécie: Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants
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D. ambrosioides é uma planta herbacea de pequeno porte com altura variando
de 20cm até 1,50m. Apresenta propriedades aromaticas fortemente notaveis e
caracteristicas peculiares, sendo seu principio ativo encontrado no 6leo extraido de
suas sementes (LORENZI; MATOS, 2002; ALVAREZ et al., 2011). Apresenta folhas
com cinco lobos, de coloragdo verde pdlido com borda dorsal serrilhada, nao
claramente definida. As sementes sdo marrons com ponta chanfrada (GROZEVA,;
CVETANOVA, 2013). E uma espécie vegetal que tem preferéncia por solos de textura
média, com boa fertilidade e suprimento moderado de agua, tolerando solos salinos.
O desenvolvimento vegetativo é favorecido por uma boa iluminacdo e as plantas se
tornam mais competitivas em regidbes e em épocas de dias longos, sendo o
florescimento estimulado por dias curtos (ZHANG et al., 2012).

Devido ao disseminado uso terapéutico popular e a vasta distribuicdo no pais,
D. ambrosioides foi uma das 71 espécies escolhidas pelo Ministério da Saude para
integrar a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de
Saude (RENISUS) (BRASIL, 2009), onde € indicada como antiespasmaodico, tbénico,
auxiliar da digestdao, antirreumatico e antitérmico, sendo considerada pela
Organizacao Mundial da Saude como uma das espécies mais utilizadas entre os
remédios tradicionais no mundo inteiro (LORENZI; MATOS, 2002; COSTA;
TAVARES, 2006).

Alguns estudos demonstram que D. ambrosioides possui atividade anti-
helmintica (FILIPOV, 1994; KLICKS, 1985), moluscicida (HMAMOUCHI et al., 2000),
leishmanicida (BEZERRA et al., 2006; MONZOTE et al., 2007), fungicida (VARGAS et
al.,1997; DELESPAUL et al., 2000; CHU et al., 2011), nematicida (INSUNZA et al.,
2001; ZAMILPA et al., 2018), larvicida (MORSY TOSSON et al., 1998), antibacteriana
(LALL; MEYER, 1999; LIMAVERDE et al., 2017), potencial acaricida (MUSA et al.,
2017), potencial antidiabético (SONG et al., 2011), anti-inflamatério e cicatrizante
(RIBEIRO et al., 2004; GRASSI, 2011; SERVIO et al., 2011) e regeneracdo éssea
(PENHA et al.,2017; PINHEIRO NETO et al., 2017;). Além disso, apresentou um efeito
imunomodulador sobre algumas infecgdes, como cistite hemorragica (SILVA et al.,
2015), sinovite (CALADO et al., 2015) e tumor de Ehrlich (NASCIMENTO et al., 2006),
provocando aumento do recrutamento celular para érgaos linféides secundarios e
aumento da atividade macrofagica (CRUZ et al., 2007).

Alguns trabalhos realizados com essa mesma espécie vegetal apresentaram
resultados promissores como esquistossomicida, dai a necessidade de mais estudos
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nesse contexto (KAMEL et al.,, 2011; SOARES et al., 2017). Além disso, ndo ha
registros na literatura sobre a avaliacdo da atividade imunomoduladora dessa planta
em individuos infectados com S. mansoni.

Dessa forma, o presente trabalho se propde em verificar o efeito anti-
esquistossomose e imunomodulador do extrato hidroalcéolico das folhas de D.

ambrosioides frente a infeccao experimental por S. mansoni em camundongos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito esquistossomicida e imunomodulador in vivo do extrato
hidroalcoolico das folhas de Dysphania ambrosioides (EDA) em camundongos

infectados por Schistosoma mansoni.

3.2 Objetivo Especificos
¢ Avaliar atividade cercaricida e esquistossomicida in vitro do EDA;

e Avaliar o efeito do tratamento com EDA nos diferentes estagios da infec¢ao por S.

mansoni em camundongos;

e Avaliar a ativagdo da resposta imune do extrato das folhas de D. ambrosioides em

camundongos infectados por S. mansoni.

¢ Realizar a analise histopatolégica do tecido hepatico de camundongos infectados
por S. mansoni e tratados com extrato de D. ambrosioides;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extrato de Dysphania ambrosioides (EDA)

4.1.1 Coleta da planta

As partes aéreas de D. ambrosioides foram coletadas no Municipio da
Raposa/MA, Bairro Alto do Farol (S 2°27°34,6” W 44°08’47,5”) em abril de 2017, por
volta das 08h00 da manha, visando a manutencao de sua integridade e minimizando
perdas de compostos volateis (SIMOES, 2003). O exemplar da planta identificado no
Herbario do Maranhdo (MAR) da Universidade Federal do Maranhdao, Campus
Bacanga, com exsicata de numero 9.349 (Anexo A).

4.1.2 Obtencéao do extrato hidroalcodlico

As folhas de D. ambrosioides foram secas em estufa a 37°C e trituradas em
modinho de facas, obtendo-se 250 gramas de pd, que foi entumecido em 1000mL de
Etanol a 70% por periodo de duas horas. O material foi entdo submetido ao processo
de percolacao exaustiva. O extrato percolado foi rotaevaporado, para remogao do
solvente, e liofilizado (LIOTOP, L101) para remogéo de agua, e obtencéo do extrato
seco. Todos os procedimentos citados foram executados segundo Neiva et al (2011).

O extrato seco foi pesado para o célculo do rendimento (PATRICIO et al., 2008).
A extracdo apresentou rendimento de 15,5% em relacdo as folhas secas. Para o uso
foi ressuspendido em agua destilada.

4.2 Caramujos Biomphalaria glabrata

4.2.1 Obtencao e manutencéao

Os espécimes de B. glabrata foram gentilmente cedidos pelo Moluscario do
laboratério de Imunologia de Helmintos do Grupo Interdepartamental de Estudos
sobre a Esquistossomose (GIDE), localizado no Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Seguindo as normas de transporte de
material bioldgico, os caramujos foram transportados contendo a cepa LE de S.
mansoni. Esta cepa tem sido mantida por sucessivas infeccbes em hamsters
(Mesocricetus auratus) e caramujos B. glabrata, de acordo com a técnica descrita por
Pellegrino e Katz (1968).
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Os espécimes foram mantidos no Laboratorio de Parasitologia Humana (LPH)
da Universidade Estadual do Maranhdo, em aquarios de vidro com agua desclorada
(GERKEN, 1977). Para sua nutrigéo e fortalecimento da concha, os caramujos tiveram
como substrato uma fina camada de argila, acrescida com carbonato de calcio e

farinha de ostra, e como alimento, folhas de alface, segundo Malek (1985).

4.2.2 Obtencéao das cercarias

Os caramujos foram acondicionados individualmente em recipientes de vidro,
e expostos por quatro horas a iluminacao artificial em agua desclorada, para estimular
a eliminagdo de cercarias. As larvas obtidas foram analisadas quanto a sua
viabilidade, posteriormente concentradas e contadas, com o auxilio de uma lupa
esterioscopica (SMITHERS; TERRY, 1965).

4.3 Avaliacao da atividade cercaricida in vitro

Foram coletadas cercarias viaveis, por foto-estimulacdo de caramujos B.
glabrata. Para os ensaios foram colocadas 10 larvas em cada po¢o de uma placa de
cultura com 24 pogos contendo 400uL de meio de cultura RPMI em cada. Foram
adicionados 100uL de extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides obtendo
concentragdes finais de 10.000ug/mL, 5.000ug/mL, 1.000pg/mL, 500ug/mL e
250ug/mL. Como controle negativo, 10 larvas foram colocadas em contato com 500uL
meio RPMI. Para avaliacdo da atividade cercaricida in vitro, utilizou-se como
parametro a viabilidade/mobilidade das larvas. O experimento foi realizado a
temperatura ambiente (£ 25°C) e as observacdes feitas em microscopio
estereoscopico (aumento de 40x/80x) apos 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos.
Os bioensaios foram repetidos quatro vezes, em quadruplicata, para cada grupo.
Todos os procedimentos citados foram executados, segundo Silva (2012).

4.4 Avaliacao da atividade esquistossomicida in vitro

Os vermes foram obtidos por perfusdo do sistema portal e veias mesentéricas
com solucdo salina estéril (NaCl a 0,9% w/v) (SMITHERS; TERRY, 1965) de
camundongos com sessenta dias de infecgdo. Vermes machos foram imediatamente

transferidos para meio RPMI 1640 suplementado com 100ug/mL de penicilina,
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100pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal e lavados duas vezes com
este meio. Os vermes foram distribuidos (dois vermes por poco) em placas de cultura
com 24 pocos com 2mL (por pogo) do meio suplementado e as culturas incubadas a
37°C, em estufa de CO2. Duas horas apds incubacao, para permitir a adaptacao dos
vermes ao meio de cultura, o EDA foi adicionado nas concentracdes de 250ug/mL,
150ug/mL e 50ug/mL. Vermes incubados em meio RPMI suplementado serviram
como grupo controle negativo. Vermes incubados em 10ug/mL de PZQ serviram como
controle positivo. Todos os experimentos foram realizados trés vezes, em
quadruplicata, para cada grupo. Um microscoépio invertido foi utilizado para avaliar as
condi¢cbes gerais dos vermes, incluindo a motilidade, alteragées no tegumento e
sobrevivéncia, monitorizada nos tempos de 3, 6, 12, 18 e 24 horas de cultura. Os
procedimentos citados foram feitos com base no protocolo de Soares et al (2017).

4.4 1 Critérios de avaliacao esquistossomicida e calculo de ICsp

O tratamento foi considerado letal quando os vermes ndo exibiram nenhum tipo
de movimento apds 2 minutos de observacao. A motilidade dos vermes foi pontuada
apos o tratamento com EDA e PZQ de acordo com os critérios de viabilidade
marcados numa escala de 0-3 proposto por Horiuchi et al. (2005). Resumidamente o
sistema de pontuagédo foi seguinte: 3 = movimento corporal completo; 2 a 1.5 =
mobilidade lenta e parcial; 1 = atividade minima, mas o verme ainda vivo; 0 = verme
morto.

A concentracgao letal capaz de matar 50% dos vermes (ICso), foi expressa com
limite de confianca de 95%, por meio do método de regressao linear, utilizando os
dados do logaritmo da concentragcdo das amostras versus o percentual de vermes
mortos, para cada tempo de analise. O software utilizado para a realizacdo desses
célculos foi o GraphPad Prism versao 6 (Prism Software, Irvine, Califérnia, EUA).

4.5 Avaliacao do efeito esquistossomicida in vivo

4.5.1 Animais
Foram utilizados 42 camundongos Swiss machos, com peso entre 45-50g e

idade entre 3 e 4 meses, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA). Todas as etapas, desde a manutencao até a experimentacao dos
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camundongos para fins de pesquisa cientifica, obedeceram aos principios técnicos e
éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério
(SBCAL). O certificado de aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da UFMA, sob o n® 23115.003822/2016-26, consta em anexo (Anexo B).

4.5.2 Infecgdo dos camundongos

Os animais foram infectados por via percutdnea com 50 cercarias viaveis de S.
mansoni, obtidas de exemplares de B. glabrata provenientes da Cepa LE de Belo
Horizonte — MG.

4.5.3 Caracterizacao dos grupos e tratamento

Os camundongos foram divididos em 7 grupos com 6 animais cada, sendo seis
grupos infectados e um grupo nao infectado (Quadro 1).

Quadro 1. Caracterizacao e descricio dos grupos controles e testes, e os seus respectivos
tratamentos.

Grupos Caracteristicas

Camundongos nao infectados, que foram utilizados

Controle Limpo (L) ) -
como parametro fisiolégico.

Controle Negativo (C-) | Camundongos infectados sem tratamento.

Camundongos que foram tratados no 45° dia de infeccao

Controle Positivo (C+) , , ,
com Praziquantel durante em sete dias seguidos.

Extrato D. ambrosioides Camundongos que foram tratados no 1° dia de infecgao,
1 (EDA1) na fase cutdnea (esquistossdémulo de pele), por sete dias
consecutivos com EDA.

Extrato D. ambrosioides 14 Camundongos que foram tratados no 14° dia de infecgéo,
(EDA14) na fase pulmonar (esquistossémulo pulmonar), por sete
dias consecutivos com EDA.

Extrato D. ambrosioides 28 Camundongos que foram tratados no 28° dia de infeccéo,
(EDA28) na fase de vermes imaturos (antes da ovipostura), por
sete dias consecutivos com EDA.

Extrato D. ambrosioides Camundongos que foram tratados no 45° dia de infecgéao,
45 (EDA45) na fase de vermes maduros (apos inicio da oviposi¢éo),
por sete dias consecutivos com EDA.

Fonte: Elaborado pelo autor com base no protocolo de AIRES et al (2014)
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O tratamento dos grupos com EDA foi realizada na dose de 50mg/Kg (SILVA,
2012) por via oral (PEREIRA et al., 2010). O grupo Controle Positivo foi tratado com
PZQ na dose de 50mg/Kg por via oral (AIRES et al. 2014). Os grupos Controle Limpo
e Negativo ndo receberam nenhum tipo tratamento. No 60° dia de experimento, foi
feita a eutanasia de todos animais (AIRES et al., 2014). Um resumo deste subtépico

esta ilustrado na Figura 6.

Fase pulmonar Vermes imaturos Vermes maduros

Fase cutanea 24 /s &/

0 T & 1 ¥ J 200 28° f 340 45 (g, S1° 60°
Dias —'—H— H—M—H—(
Grupo EDA1 Grupo EDA14 Grupo EDA28 Grupo EDA45

Infeccdo e Eutanasia
Grupo C+

Figura 6. Delineamento experimental ao longo da etapa de infeccao dos camundongos e das
etapas de tratamento dos diferentes grupos. Fonte: Adaptado de AIRES et al (2014)

4.5.4 Eutanasia dos camundongos

Os animais foram pesados e eutanasiados com uma sobredose de anestésico
(solucéao 2:1, Cloridrato de Xilasina 2% e Cloridrato de Ketamina 10%, intramuscular)

para realizacdo dos ensaios propostos (Figura 7).

EUTANASIA

PARASITOLOGICOS IMUNOLOGICOS HISTOLOGICOS

I
Leucograma do sangue

1 Avaliagido
Dosagem de IgE total no Histopatolé6gica:

soro Infiltrado inflamatdrio,

' lesdo tecidual, necrose,

presenca de granulomas e
congestdo vascular

Contagem de ovos
nas fezes e figado

Celularidade da medula
ossea e bago
I

Celularidade global e |

diferencial do peritdnio Avaliacdo
I N Histomorfométrica:
Cultura e fenotipagem Area e nimero de
de células de bago e granulomas
peritdnio
|

Quantificacdo da
Producao de H,O, e NO

|
ANALISE ESTATISTICA

Figura 7. Organograma experimental dos ensaios realizados apds eutanasia dos
camundongos. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5.5 Quantificagdo de ovos eliminados nas fezes

Para quantificar a presenca de ovos eliminados nas fezes foi utilizada a técnica
de ovos por grama de fezes a partir do protocolo padronizado por Negrao-Corréa et
al (2004). De forma resumida, as amostras de fezes foram coletadas do reto dos
animais eutanasiados e pesadas. Foram entédo, diluidas em 2mL de solugcdo salina
(0,87% NaCl). Apds homogeneizacdo, a amostra foi completada com 10mL de
solucao formol tamponado a 10%, e posteriormente submetidas a contagem. Para a
quantificacao, a solugao fecal foi bem homogeneizada, foram preparadas seis laminas
com aliquotas de 100uL de cada amostra e examinadas ao microscopio optico.
Posteriormente, transformamos o valor obtido para ovos por grama de fezes acordo
com a férmula abaixo, onde: 1- Somatoério de ovos encontrados em todas as laminas
analisadas; 2- Numero de laminas analisadas; 3- Volume final resultante da solucao
fecal; 4- Peso do material (fezes).

Z Ovos (laminas) @

x V(mL)x10

N° de ldminas

E—» Peso (Fezes)

4.5.6 Quantificagcao de ovos de S. mansoni retidos nos tecidos

A quantificagcado do numero de ovos de S. mansoni retido no tecido, foi realizada
segundo Cheever (1968). Resumidamente, os figados (lobo direito) foram separados,
no ato da eutanasia, pesados e digeridos individualmente em solug&o de hidroxido de
potassio (KOH) 5% a 37°C por 4 h, ou até que nao mais se observasse a presenca de
fragmentos de tecido. O material resultante da digestao tecidual foi transferido para
tubos de 15mL e centrifugados por 1 min/ 200 g. O sobrenadante foi desprezado,
cuidadosamente, e foram adicionados mais 14mL de solucao salina (0,87% NacCl). O
procedimento de lavagem foi repetido cinco vezes e o material ressuspendido em
10mL de solucdo salina e armazenado a 4°C até a contagem dos ovos. Para a
contagem, seis laminas com aliquotas de 100uL de cada amostra foram examinadas
ao microscépio optico. Os ovos foram quantificados de acordo com a férmula abaixo,
e posteriormente apresentados como total de ovos/6rgao/animal. Sendo: 1- Somatorio
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de ovos encontrados em todas as laminas analisadas; 2- NUumero de laminas

analisadas; 3- Volume final resultante da digestao; 4- Peso do material digerido.

x V(mL)x10

Z Ovos (laminas) ]

N° de laminas

E—» Peso (Orgdo)

4.6 Avaliacao do tratamento com EDA sobre a resposta imune

4.6.1 Avaliacédo de leucograma

4.6.1.1 Obtencéao do sangue

Apés a anestesia dos animais (descrito no tépico 4.5.4), o sangue foi obtido do
plexo orbital. Coletado em tubo cbénico de 2mL, e utilizado para fazer o esfregacgo
sanguineo, imediatamente, 10uL de sangue. Em seguida, 20uL foram diluidos em
400pL do Liquido de Turck (100mL de solucéo de acido acético 2%, 1mL de solucao
de violeta genciana) para contagem dos leucécitos totais (ARAUJO-JORGE;
CASTRO, 2000). Apos cinco minutos de descanso a temperatura ambiente, o tubo
com o sangue foi acondicionado em caixa com gelo, até a formacéao do coagulo. Apds
centrifugacao (290 G /4°C/10 minutos), o soro foi coletado foi congelado.

4.6.1.2 Anéalise leucométrica

A contagem global de leucdcitos foi feita em camara Neubauer, com auxilio de
microscépio Optico de luz comum (Olympus CX40), sob aumento de 40X. Ao total de
células contadas (N), foi aplicada a férmula: Leucécitos/mm3 = N x 50 (ARAUJO-
JORGE; CASTRO, 2000).

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada no esfregago sanguineo
corado com o kit pandtico rapido (Laborclin), com auxilio de microscopio 6ptico de luz
comum, sob aumento de 100X. Estabeleceu-se a quantidade de cada tipo de célula,

encontrada ao final da contagem de 100 leucécitos.
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4.6.2 Dosagem de IgE Total

A concentracao de IgE total no soro foi estimada utilizando um kit de ELISA
comercialmente disponivel de acordo com as instrugbes do fabricante (Bethyl
Laboratories Inc, Montgomery, Texas). Resumidamente, placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com 1uL de anticorpo de captura diluido em 100uL de tampao de
carbonato-bicarbonato com pH 9,6, para cada poc¢o, permanecendo por 1h a
temperatura ambiente. Ap6s este periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com
tampao de lavagem (tampao Tris-NaCl: Tris 50 mM, NaCl 0,14 M, contendo 0,05%
Tween 20, pH 8). As placas foram bloqueadas por 30 minutos com tampao Tris-NaCl
contendo 1% de BSA e lavadas como descrito anteriormente. As amostras de soro
foram diluidas (1:200) em tampao de diluicdo (tampao de lavagem contendo 1 %
BSA). Concentragdo conhecida da proteina recombinante fornecida pelo fabricante
também foi diluida em tampéo de diluicao (250 — 3,9 ng/mL), e aplicada nas placas
para gerar a curva padrao utilizada para transformar as leituras de absorbancia das
amostras em concentragdo de proteina. As placas contendo as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por 1h, e lavadas por 3 vezes com tampao de
lavagem. Imunoglobulina E (IgE) presente nos pocos foi revelada pela incubagdo com
0 anticorpo de deteccao conjugado com peroxidase (1:10000) por 1 h a temperatura
ambiente seguido por 3 lavagens, e revelacdo da reacdo através da adicdo do
substrato (H202 0,5 M em solu¢do de OPD 4 mM diluido em tampé&o citrato pH 5). As
placas foram incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz,
e a reacao foi interrompida pela adigdo de solugédo 2 N de H2S0O4 (50uL/pogo). A
leitura da intensidade de cor foi realizada no leitor de microplacas com filtro de 492

nm.

4.6.3 Obtencao e contagem das células dos 6rgaos linfoides e peritbnio

O lavado peritoneal foi obtido com a aplicacdo de 5mL de PBS estéril na
cavidade peritoneal, seguida de aspiracao. O baco foi retirado, pesado e triturado em
3 mL de PBS estéril, e a suspensao celular obtida foi mantida em banho de gelo e
diluida 50x em PBS para contagem. Para obtengéo das células da medula 6ssea, o
fémur da pata esquerda foi perfundido com 1mL de PBS. Para a contagem as
suspensoes celulares foram fixadas e coradas de cristal violeta, na proporg¢ao 9:1. As
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contagens celulares foram realizadas em camara de Neubauer, com auxilio de um

microscépio optico de luz comum (CRUZ et al., 2007).

4.6.4 Contagem diferencial das células do periténio

Para a contagem diferencial, 200uL da suspensao celular (obtida conforme o
topico 4.6.2), com ajuste para 2x10° de células, foram centrifugados (800 G /4°C/3
minutos), em Cito-Centrifuga Presvac®, e as laminas foram posteriormente coradas
com o kit panatico rapido (Laborclin). A contagem das células foi feita em microscépio
optico de luz comum, sob aumento de 100X. Estabeleceu-se a quantidade de cada
tipo de célula, encontrada ao final da contagem de 100 células (ARAUJO-JORGE;
CASTRO, 2000).

4.6.5 Preparacéao das culturas do baco e peritdnio

Células do baco (apds hemdlise) e peritbnio foram cultivadas em placas de 96
pocos a uma concentragdo de 2x10° por pogo, em meio RPMI 1640 suplementado
com 2mM de L-glutamina, 283mM de L asparagina, 0,1mM de acido piravico, 1ImM de
acido félico, 1% de estreptomicina (100ug/mL), penicilina G (100 pg/mL) e 2% de soro
fetal bovino. Foram incubadas por 48 horas a 37°C e 5% de CO2 (YANG et al., 2011).

4.6.6 Avaliacao da producao de peroxido de hidrogénio (H202)

As células do peritdnio foram ressuspendidas com PBS e ajustadas para
1x10%/mL, e 100uL foram transferidos para os pogos de uma placa de 96 pogos. Cada
amostra foi testada em triplicata, para avaliacdo do NM (ndo marcado), DHR
(espontaneo) e DHR+PMA (estimulado). Estas células foram incubadas a 37°C, em
presenga de DHR (Dihydrorhodamine 100 ng/mL; SIGMA-ALDRICH), por 10 minutos.
Em seguida, tratadas ou ndo com éster de forbol, Phorbol-12- miristato-13- acetato
(PMA - 50nM; SIGMA-ALDRICH) e incubadas por 1 hora a 37°C. Em seguida foram
lavadas com PBS, e ressuspendidas para leitura. As aquisicbes foram feitas em
citémetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), no canal FL1.
Para analise, 5000 eventos foram adquiridos, levando-se em consideracao 0s
parametros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter,
SSC) para estabelecimento do gate de aquisicdo. Os dados foram analisados no
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software Flow Jow® (TreeStar) e expressos em média de intensidade de fluorescéncia
(MFI) e percentual de células expressando a marcagao com DHR.

4.6.7 Determinacao da producéao de 6xido nitrico

Foram transferidos 50uL dos sobrenadantes das culturas para placas de 96
pocos de fundo chato aos quais foram adicionados 50uL de reagente de Griess (1%
de sulfanilamida/0,1% de dihidrocloreto de naftileno/2,5% de acido orto-fosférico) em
temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo da luz. A absorbancia foi determinada
no leitor de microplaca (Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384), com filtro de
540nm, com branco constituido por meio RPMI mais reagente de Griess. Os
resultados obtidos em densidade éptica foram transformados em uM de NO, mediante
equacao de regressao linear com base na curva padrdao obtida com concentragdes
conhecidas de nitrito de sodio (0, 5, 10, 30 e 60uM de NO) (DING; NATHAN; STUEHR,
1988).

4.6.8 Fenotipagem das células do bacgo e peritdnio

Para avaliacio fenotipica, as células do bago e periténio (1x10%/mL) foram
ressuspensas em 100 uL de PBS e transferidas para uma placa de 96 pocos de fundo
redondo e centrifugadas (340 G /4°C/ 3 minutos). Apéds centrifugacao o sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 200uL de PBSA 1% (PBS 1x mais BSA 1%) ao pellet
formado para ser lavado por duas vezes. ApoOs a lavagem foi adicionado aos pogos
50uL anticorpo Fc Block (BD Pharmingen) na proporgéao de 1uL do Anticorpo:100uL
de PBSA 1% em todos os pocos para incubar por 15 minutos a 4°C. Adicionou-se
150uL de PBSA 1% e foi feita centrifugacéo das células a 340 G; 4°C durante 3
minutos. O sobrenadante foi descartado novamente e o pellet desprendido para ser
incubado com o 100uL do mix de anticorpos e incubados durante 20 minutos ao abrigo
da luz a 4°C. Passado o periodo de incubacao foi adicionado mais 200uL de PBSA
1% para o pellet ser centrifugado por mais duas vezes (340 G/ 4°C / 3 min). Em
seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% e incubadas por 15
minutos a 4°C ao abrigo da luz para em seguida serem novamente lavadas por mais
duas vezes com PBSA 1%. Apoés a ultima lavagem, o pellet foi ressuspenso em 150uL

de PBSA 1%. As suspensodes de células foram transferidas para microtubos de leitura
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para aquisicdo de 20000 eventos no citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Os dados foram analisados no programa Flow
Jow®(TreeStar).

Para as células do bacgo, foram montados 3 painéis de marcagdo com o0s
seguintes anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD3 conjugado
com FITC; anti-CD28 e anti-CD19 conjugados com PE; anti-CD4 e anti-CD8
conjugados com PerCP; e anti-F4/80 conjugado com PerCP-Cy5.5; (BD Biosciences
Pharmingen) (Quadro 2). Para as células peritoneais, foi montado 1 painel de
marcacao com 0s seguintes anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos:
anti-iNOS conjugado com PE-Cy7; e anti-F4/80 conjugado com PerCP-Cy5.5; (BD
Biosciences Pharmingen) (Quadro 3).

Para cada painel foi realizacdo a marcagao com os respectivos isotipos no pool
de células. Para calibragéo do citobmetro, foi realizado um pool de células, que foram
utilizadas no controle branco (sem anticorpo conjugado) e trés controles positivos 1, 2
e 3 (marcados com um anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula mais

expressa para seu canal correspondente).

Quadro 2. Painéis para marcacao das células do baco

FLUOROCROMO FITC  PerCP PE PerCP-Cy5.5

PAINEL 1 CD3 CD4 CD28 -
PAINEL 2 CD3 CD8 CD28 -
PAINEL 3 - - CD19 F4/80

Quadro 3. Painel para marcacao das células do peritonio
FLUOROCROMO PE-Cy7 PerCP-Cy5.5
PAINEL 1 iNOS F4/80

4.7 Avaliacao histopatologica e histomorfometrica do tecido hepatico

Com relagdo a andlise histoldgica, amostras de figado (parte central do lobo
lateral esquerdo) foram retiradas de quatro camundongos por grupo, e fixadas em
formol a 10% por 48 horas. O material passou por uma sequéncia de imersao em
alcool a 70%, 80%, 95% e absoluto 1 e 2. Posteriormente foi imerso em xilol 1 e 2
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para clarificacéo e finalmente, embebido em parafina histolégica para inclusdo. Apés
a inclusdo em parafina os blocos foram seccionados em micré6tomo na espessura de
5um e os cortes corados com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968).

Andlise histopatolégica foi realizada por microscopia éptica de luz comum,
avaliando-se parametros patolégicos (infiltrado inflamatério, lesédo tecidual, necrose,
presenca de granulomas e congestao vascular) através do sistema de escore que
determina (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso. A analise
histomorfometrica foi realizada por software Imaged, em imagens de 6 campos
aleat6rios por amostra histolégica para a contagem do niumero e area dos granulomas.
As imagens foram feitas usando um microscépio 6ptico invertido (NIKON®, modelo
eclipse Ti-U) acoplado a uma camera digital e sistema de computador (NIS-Elements
advanced research). Todas as avaliagdes foram realizadas por observadores “duplo-

cegos”.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando Software Prism 6 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (S.D). A
normalidade foi avaliada pelo teste Kolmogorov—Smirnov. O teste t de Student foi
utilizado e o nivel de significancia foi de 5% (um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo). Para avaliagdo da curva de sobrevivéncia foi utilizada
a curva de KaplanMeier e a analise estatistica foi realizada pelo teste de Log-Rank. E
utilizou-se teste Two-way ANOVA para avaliar a viabilidade in vitro dos diferentes

grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 Extrato de D. ambrosioides (EDA) apresenta efeito cercaricida in vitro

No decorrer da exposicdo das cercarias de S. mansoni frente a diferentes
concentragdes do EDA, observou-se que apds trés horas (180 minutos) todas as
larvas morreram. As concentracdes de 10.000 pg/mL e 5.000 pg/mL as larvas
apresentaram menor sobrevida, morrendo em 15 minutos e 30 minutos,
respectivamente. Nas concentracdes de 1.000 pg/mL e 500 pug/mL, 100% das larvas
estavam mortas apdés 90 minutos. E na concentracdo de 250 pg/mL, as larvas
apresentaram maior sobrevida, ficando inativas (20%) ap6s 90 minutos, e
completando os 100% em 150 minutos. O tempo médio de sobrevivéncia das
cercarias do grupo controle foi superior a 3 horas, permanecendo viaveis em até 20
horas (Figura 8A e B).
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Figura 8. Sobrevivéncia de cercarias de S. mansoni (Cepa LE — Belo Horizonte/MG) durante 180
minutos de exposicao ao extrato hidroalcoodlico de D. ambrosioides. Foram utilizadas 10 larvas
por po¢o em quadruplicata em diferentes concentragdes (pg/mL) do extrato. No grupo controle utilizou-
se apenas meio. (A) Avaliacdo do percentual de sobrevivéncia pela curva de Kaplan Meier e a analise
estatistica pelo teste de Log-Rank. (B) Avaliacdo da inatividade das larvas pela média de minutos.
*P<005 em comparagao ao controle.
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5.2 O EDA apresenta atividade esquistossomicida in vitro

No decorrer da exposicdo dos vermes machos de S. mansoni frente a
diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides, observou-se
que apds 24 horas todos os helmintos estavam mortos. A concentracao 250 pg/mL foi
a mais efetiva, pois os vermes machos apresentaram 50% de viabilidade (com score:
2 a 1.5) apb6s 6 horas, e morreram (score: 0) apdés 9 horas de cultura. As
concentragcdes de 150 pg/mL e 50 pg/mL, os vermes machos apresentaram 50% de
viabilidade (com score: 2 a 1) ap6s 12 horas, e morreram (score: 0) apés 16 horas e
20 horas de cultura, respectivamente. No grupo controle positivo, tratado com
praziquantel, os vermes apresentaram 50% viabilidade (com score: 2 a 1.5) apds 3
horas, morreram apés 5 horas de cultura. O tempo médio de sobrevivéncia dos
helmintos do grupo controle negativo, sem exposicdo as drogas, foi de 48 horas
(score: 3) de cultura (Figura 9A e B).
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Figura 9. Viabilidade de vermes machos adultos de S. mansoni (Cepa LE — Belo Horizonte/MG)
durante 24 horas de exposicao ao extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides. Foram utilizados
dois vermes machos por pog¢o em quadruplicata em diferentes concentragdes (ug/mL) do extrato. No
grupo controle negativo utilizou-se apenas meio. No grupo controle positivo utilizou-se droga anti-
Schistosoma (Praziquantel). A viabilidade dos vermes foi monitorada através escala de viabilidade que
varia de 0 a 3 (3 = movimento corporal completo; 2 a 1.5 = mobilidade lenta e parcial; 1 = atividade
minima ou imével, mas o verme ainda vivo; 0 = verme morto), e analisados pelo teste Two-way ANOVA
(A). Para avaliagdo do percentual de sobrevivéncia foi utilizada a curva de Kaplan Meier e a analise
estatistica foi realizada pelo teste de Log-Rank (B). * p<0.05 em comparagao ao controle negativo.



34

A partir do calculo de IC50, foram estabelecidas as concentra¢des do extrato
hidroalcodlico de D. ambrosioides capazes de inibir 50% de viabilidade dos vermes
nas diferentes horas avaliadas. Essas concentracdes variaram de, 178.5 a 6.5ug/mL
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores das concentrac6es do extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides capazes
de inibir 50% de viabilidade dos vermes machos de S. mansoni em diferentes horas.

Tempo (horas)

3 6 12 18 24

IC50 - pg/mL 1785 152.3 34.9 7.7 6.5

@ Os valores de IC50 apresentados foram determinados a partir de curvas de regressao sigmoidal
feitas no programa Graph Pad Prism 6.0.

5.3 Efeito esquistossomicida in vivo do EDA

5.3.1 O tratamento com EDA reduz ovos nas fezes e nos tecidos

O tratamento com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides, em diferentes
fases da infecgao, reduziu o numero total de ovos eliminados nas fezes e retidos no
tecido hepatico, apresentando eficacia semelhante ao controle positivo, e sendo

diferente ao controle negativo (Figura 10A e B).
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Figura 10. Efeito do tratamento com extrato hidroalcoodlico de D. ambrosioides sobre o nimero de ovos
presentes nas fezes (A) e retidos no figado (B) de camundongos infectados por S. mansoni. O nimero
total de ovos eliminados por grama de fezes foi estimado a partir do método de diluicdo com solugéo salina
(0,85% NaCl) e solucao de formol tamponado a 10%. O nimero de ovos retidos no figado foi quantificado pelo
método de digestdo completa com KOH 5%. No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e
eutanasiados no 602 dia. O grupo limpo (L) ndo foi infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento.
O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51¢ dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias
1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20 (EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA
na dose de 50mg/kg. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. * p<0.05 em
comparacao ao controle negativo.
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5.4 Efeito de EDA sobre a resposta imune camundongos infectados

5.4.1 O tratamento com EDA altera parametros leucométricos de camundongos
infectados por S. mansoni

Os dados relacionados ao perfil leucométrico de camundongos infectados ou
néo por S. mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides,
se encontram na Tabela 2 (frequéncia absoluta) e Tabela 3 (frequéncia relativa).

A infeccdo (controle negativo) aumentou numero de leucécitos totais,
mondécitos e eosindfilos, e reduziu o numero linfécitos, quando comparado ao controle
limpo. Os grupos tratados com D. ambrosioides, quando comparados ao controle
negativo, apresentaram alteragdo do numero de leucdcitos totais, dependendo do
intervalo de tratamento, sendo maior no grupo EDA14 e menor no grupo EDA45; a
contagem diferencial mostrou redu¢cdo do numero de neutréfilos, monécitos e
eosinofilos no EDA45; o grupo EDA 28 também houve redugé&o do nimero eosindfilo.

O tratamento com o extrato induziu 0 aumento do ndmero de linfécitos em
relacdo aos controles negativo e positivo.

Tabela 2. Contagem global e diferencial de leucocitos do sangue de camundongos infectados ou
nao por S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcoodlico de D. ambrosioides.

, Grupos
Célula

(x10% mm®) L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45

Leucocitos 3.7+0.6 6.5+0.99 58+1.6 7.4 +23 11.5 +4.8* 7.5 0.9 4.8 +1.1*

Neutréfilos 2.6+0.5 3.0:04 3.4+1.0 2.7 +1.1 31414 2708 19405

Linfécitos  1.0+0.3 06022 06+0.3 027409 59+25% 30207 17+0.6"

Monécitos 0.1 #0.1 1.4+06@ 1.3+0.6 1.1205 1.4+05 1205 06+01*

Eosinofilos 0 1.440.4°9 (0g+03* 0.8+05 1.1 £0.5 0.7 +0.2* 05+0.1*

2No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo
(L) néo foi infectado. O controle negativo (C-) nao recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado
(452 ao 51¢ dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20
(EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg.
® Qs valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo.

@ p<0.05 em comparagéo ao controle limpo; * p<0.05 em comparagéo ao controle negativo; # p<0.05 em
comparacao ao grupo controle positivo.
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Em relagcédo ao percentual do perfil leucométrico (Tabela 3), o controle negativo
aumentou o percentual de neutréfilos, monécitos e eosindfilos, e reduziu o percentual
de linfécitos, quando comparado ao controle limpo.

O tratamento com o extrato, em relagdo aos controles negativo e positivo,
apresentou aumento do percentual linfécitos, e reducao do percentual de neutréfilos;
além da reducgéo do percentual de mondcitos nos grupos EDA14 e EDA28.

Os grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel (controle
positivo) apresentaram reducao do percentual de eosinéfilos em relacao ao controle

negativo.

Tabela 3. Percentual total e diferencial de leucocitos do sangue de camundongos infectados ou nao por
S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides.

Grupos
Célula P
(%) L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45
Leucécitos 100 100 100 100 100 100 100

Neutréfilos 712169 463+35@ 58572 36.8+105" 26.2+3.1** 36.3+9.3** 39.3+2.7**

Linfécitos 26.7 6.6 8.8 +2.8@ 1043.5 37.3+9.4* 512419 40+9.7*% 345455

Monodcitos 2.8 +1.2 20.8 +6@ 22.7 5.6 15.3 £4.1 12.7 +1.4*# 15.8 £5 8.8 +4*#

Eosindfilos 0 21.3+4.39 10.7 +4.7* 10.8 +4.8* 10 +2.1* 8.8 +1.9% 11.8 +2.9*

@No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L)
ndo foi infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao
51¢ dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20 (EDA14), 28 ao
34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg.

® Qs valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo.

@ p<0.05 em comparagéo ao controle limpo; * p<0.05 em comparagdo ao controle negativo; #p<0.05 em
comparagao ao grupo controle positivo.

5.4.2 O tratamento com EDA aumenta celularidade da medula éssea de camundongos

infectados por S. mansoni

Em relacdo a celularidade da medula 6ssea (Tabela 4), o controle negativo

aumentou o numero de células, quando comparado ao controle limpo. Os grupos
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tratados com D. ambrosioides, em relagao controle negativo, apresentaram aumento

no numero de células no grupo EDA28.

Tabela 5. Celularidade da medula 6ssea de camundongos infectados ou nao por S. mansoni, e
tratados ou nao com extrato hidroalcoodlico de D. ambrosioides.

Grupos

Orgaos
L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45

Medula
Ossea 1.3 £0.6 4.3 +1.7@ 5814 58+1.3 7.4+35 7.4 +1.6* 6.0 +2.5
(x108/mL)

@No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo
limpo (L) n&o foi infectado. O controle negativo (C-) nao recebeu tratamento. O controle positivo (C+)
foi tratado (45° ao 51° dia) com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20
(EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de
50mg/kg.

® Qs valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo.

@ p<0.05 em comparacgéo ao controle limpo; * p<0.05 em comparacgao ao controle negativo.

5.4.3 O tratamento com EDA reduz niveis de IgE total no soro de camundongos
infectados por S. mansoni

Em relacdo a dosagem das concentracdes séricas de IgE total (Figura 11), o
controle negativo apresentou aumento, em relacdo ao controle limpo. Entretanto, os
grupos tratados com D. ambrosioides, em relagao controle negativo, apresentaram
reducao dos niveis de IgE total nos grupos EDA28 e EDA45.
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Figura 11. Concentracoes séricas de IgE total de camundongos infectados ou nao por S.
mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcoodlico de D. ambrosioides. O soro foi obtido de
animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 602 dia. O grupo limpo (L)
nao foi infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado
(45° ao 512 dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20
(EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de
50mg/kg. @ p<0.05 em comparagdo ao controle limpo; * p<0.05 em comparag¢éo ao controle negativo.
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5.4.4 O tratamento com EDA aumenta numero de linfocitos T, linfécitos B e
macréfagos no bago de camundongos infectados por S. mansoni

Em relacdo a celularidade total do bago (Figura 12A), o controle negativo
aumentou o numero de células, quando comparado ao controle limpo. Os grupos
tratados com D. ambrosioides apresentaram aumento no numero de células no grupo
EDA28, em relagédo aos controles negativo e positivo.

Quanto ao numero de linfécitos T, linfécitos B e macréfagos no baco (Figura
12B, C e D), o controle negativo aumentou numero de todos os subtipos celulares
caracterizados, quando comparado ao controle limpo. Os grupos tratados com D.
ambrosioides, em relacao aos controles negativo e positivo, apresentaram aumento
no numero de todos subtipos celulares no grupo EDA28; e no grupo EDA14 houve

aumento apenas de linfocitos B.
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Figura 12. Celularidade total (A) e caracterizacao fenotipica dos linfocitos T (B), linfécitos B (C) e
macrofagos (D) do baco de camundongos infectados ou nao por S. mansoni, e tratados ou nao com
extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides. As células do baco foram obtidas dos animais que, no dia 0
foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) n&o foi infectado. O controle
negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (452 ao 512 dia) por via oral com
Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20 (EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao
51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. A suspenséao celular do bacgo foi
contada em camara de Neubauer. Os esplendcitos foram marcados com anticorpos especificos e foi
realizada analise das frequéncias absolutas. Os valores representam a média + desvio padréao de 6 animais
por grupo. @ p<0.05 em comparagao ao controle limpo; * p<0.05 em comparagé@o ao controle negativo;
#p<0.05 em comparagio ao grupo controle positivo.
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5.4.5 O tratamento com EDA aumenta numero de linfocitos T auxiliares e citotdxicos
no baco de camundongos infectados por S. mansoni

Em relagcdo ao numero de linfécitos T auxiliares (Figura 13A e B), o controle
negativo aumentou o numero de células, mas nao alterou o numero das células que
expressam CD28, quando comparado ao controle limpo. Os grupos tratados com D.
ambrosioides apresentaram aumento de linfocitos T CD4 e das células que expressam
de CD28 no grupo EDA28, em relagao aos controles negativo e positivo.

Quanto aos linfécitos T citotoxicos (Figura 13C e D), o controle negativo
aumentou o numero de células e das que expressam CD28, em relagcdo ao controle
limpo. Os grupos tratados com D. ambrosioides apresentaram aumento de linfocitos
T CD8 e das células que expressam de CD28 no grupo EDA28, em relacao aos
controles negativo e positivo.
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Figura 13. Caracterizacao fenotipica dos linfocitos T auxiliares (A e B) e linfécitos T citotoxicos
(C e D) do baco de camundongos infectados ou nao por S. mansoni, e tratados ou nao com
extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides. As células do bago foram obtidas dos animais que, no
dia 0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 602 dia. O grupo limpo (L) nao foi infectado.
O controle negativo (C-) nao recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (452 ao 512 dia)
por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20 (EDA14), 28 ao
34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. Os
esplendcitos foram marcados com anticorpos especificos e foi realizada andlise das frequéncias
absolutas. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em
comparagido ao controle limpo; * p<0.05 em comparagdo ao controle negativo; #p<0.05 em
comparagao ao grupo controle positivo.
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5.4.6 O tratamento com EDA néao altera celularidade da cavidade peritoneal de

camundongos infectados por S. mansoni

Em relacdo a contagem total ou diferencial de células peritoneais (Tabela 5), o

controle negativo aumentou numero de células peritoneais totais, de macréfagos,

linfécitos e eosindfilos, em relagdo ao controle limpo.

O tratamento com o EDA, em relacao ao controle negativo, aumentou o numero

de neutréfilos, com excecao do grupo EDA14; e aumentou o numero de linfécitos no

grupo EDA14.

Os grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel (controle

positivo) apresentaram reducédo de mastécitos em relagdo ao controle negativo.

Tabela 5. Contagem total e diferencial de células peritoneais de camundongos infectados ou
nao por S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides.

i Grupos
Células
6
(x10% mL) L C- C+ EDA1 EDA14  EDA28 EDA45
Células 1.0 #0.3 8.6 +3.79 6.0 2.7 9.5 £2.1 13.9+6.4 12.0#4.6 10.7 £3.2
Peritoneais
Macrofagos 05+0.1 38+1.82 3.0+1.7 4.1 +1.3 6.0 £3.6 5.1 +21 51+15
Neutroéfilos 0.2 +0.1 0 0 1.7 +1.2* 0.2x0.3 1.1 +0.5* 0.6 +0.3*
Linfécitos 0.2 +0.1 1.6 +0.79 1.1 0.4 1.1 +04 4.0 +1.6* 2.3 0.8 1.6 0.5
Eosinofilos 0 29+1.32 1.9+09 2.6 0.5 35+24 3.5+14 3414
Mastocitos 0.1 0.1 0.2 +0.1 o* o* 0* o* 0*

a@No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo
limpo (L) n&o foi infectado. O controle negativo (C-) nao recebeu tratamento. O controle positivo (C+)
foi tratado (45° ao 512 dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1),
14 ao 20 (EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na
dose de 50mg/kg.
b Qs valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo.
@ p<0.05 em comparagéao ao controle limpo; * p<0.05 em comparagdo ao controle negativo.
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5.4.7 O tratamento com EDA néo altera os percentuais de macrofagos e expresséo
de iINOS em células da cavidade peritoneal de camundongos infectados por S.

mansoni

Em relacdo a caracterizagdo fenotipica dos macréfagos (Figura 14A) e
expressao da enzima iNOS (Figura 14B), o controle negativo aumentou o percentual
de macro6fagos, mas nao alterou o percentual de expressao da iNOS, em relagédo ao
grupo limpo.

Os grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel nao
apresentaram alteragcdo no percentual de macréfagos e expressdo da iINOS, em

relagcao ao controle negativo.
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Figura 14. Percentual da analise fenotipica de macréfagos (A) e expressao de iNOS (B) em células
da cavidade peritoneal de camundongos infectados ou nao por S. mansoni, e tratados ou ndao com
extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides. As células peritoneais foram obtidas dos animais que, no
dia 0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) nao foi infectado. O
controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (452 ao 51° dia) com
Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20 (EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao
51 (EDA45) foram tratados com EDA na dose de 50mg/kg. As células foram marcadas com anticorpos
especificos ou para estimar a produ¢éo de H202pelo método DHR, e em seguida, avaliadas em citdmetro
de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais
por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao controle limpo; *p<0.05 em comparacédo ao controle negativo;
#p<0.05 em comparagio ao grupo controle positivo.
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5.4.8 O tratamento com EDA reduz produgéo perdxido de hidrogénio em células da

cavidade peritoneal de camundongos infectados por S. mansoni

Em relagdo a produgcdo de perdxido de hidrogénio avaliada nas células
peritoneais (Figura 15), o controle negativo apresentou aumento espontaneo e
estimulado (PMA), em relagcédo ao controle limpo. O tratamento com D. ambrosioides,
no grupo EDA1, ou com praziquantel apresentou reducédo da produgdo espontanea

de peréxido de hidrogénio nas células peritoneais, em relacao ao controle negativo.
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Figura 15. Avaliacao da producao de peroxido de hidrogénio (H202) em camundongos infectados
ou nao por S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides. Foram
utilizadas células do peritonio (1x10%/mL) de todos os camundongos para estimar a produgéo de H20za
partir do método DHR, e avaliadas em citémetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). No dia 0 os
camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) n&o foi
infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao
512 dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20 (EDA14),
28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. Os
valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagao ao
controle limpo; * p<0.05 em comparacao ao controle negativo.
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5.5 Avaliacao histopatoldgica e histomorfométrica do tecido hepatico

5.5.1 O tratamento com EDA reduz infiltrado, necrose, lesdo tecidual e presencga de
granuloma em tecido hepatico de camundongos infectados por S. mansoni

Em relacdo a analise histopatolégica do figado (tabela 6), o controle negativo
apresentou aumento de todos os parametros analisados, em relagdo ao controle
limpo.

Em comparacgéo ao controle negativo, o tratamento com D. ambrosioides, no
grupo EDA28, ou com praziquantel apresentou redugdo em todos os parametros
analisados; O grupo EDA1 apresentou reducéo em todos os parametros, exceto na
necrose; o grupo EDA14 apresentou reducdo de lesdo tecidual e presenca de
granuloma; o grupo EDA45 apresentou reducao de congestao vascular.

Tabela 6. Analise histopatologica do tecido hepatico de camundongos infectados ou nao por S.
mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides.

Grupos
L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45
Infiltrado 140 3 +0@ 2 +0* 2 +0* 30 2 +0* 2.5+0.5
Necrose 0 2 +0@ 1 +0* 15405 1.5+05 1 +0* 1.5+0.5
Lesdo 110 3 +0@ 2 +0* 2 +0* 2.3 +0.5" 2 +0* 25105
tecidual
Presenca de 0 3 +0@ 1 +0* 2 +0* 2 +0* 1.5 +0.5* 310
granuloma
Congestao 1 +0 2 +0@ 1 +0* 1 +0* 15405 15205 1 +0*
vascular

2No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo
(L) ndo foi infectado. O controle negativo (C-) nao recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado
(45% ao 51¢ dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20
(EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de
50mg/kg. A andlise foi realizada em cortes histolégicos (corados com HE) da parte central do lobo lateral
esquerdo do figado (4 1aminas por grupo). A avaliagdo realizada com base no escores: 0= ausente; 1=
leve; 2= moderado; 3= intenso.

® Qs valores representam a média + desvio padrdo de 4 animais por grupo.

@ p<0.05 em comparacgéo ao controle limpo; * p<0.05 em comparagao ao controle negativo.
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5.5.2 O tratamento com EDA reduz area e numero dos granulomas no tecido hepatico

de camundongos infectados por S. mansoni

Quanto ao numero de granulomas por area no tecido hepatico (Figura 16A e
17), o tratamento com D. ambrosioides, exceto no EDA45, ou com praziquantel
apresentou reducéo, em relacédo ao controle negativo.

Em relagédo a andlise da area dos granulomas no tecido hepatico (Figuras 16B
e 18), os grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel apresentaram
reducao da area, em relagdo ao controle negativo. O grupo EDA1 apresentou redugéo

da &rea do granuloma, em relagc&o ao controle positivo.
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Figura 16. Analise morfométrica da area (A) e numero (B) de granulomas no tecido hepatico de
camundongos infectados ou nao por S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcodlico
de D. ambrosioides. A analise foi realizada através do software Imaged em imagens de cortes
histol6gicos (corados com HE) da parte central do lobo lateral esquerdo do figado (4 laminas por grupo)
de animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo
(L) nao foi infectado. O controle negativo (C-) nao recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado
(45° ao 512 dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1), 14 ao 20
(EDA14), 28 ao 34 (EDA28) e 45 ao 51 (EDA45) foram tratados por via oral com EDA na dose de
50mg/kg. Os valores representam a média + desvio padrao de 4 animais por grupo. * p<0.05 em
comparacao ao controle negativo; # p<0.05 em comparagao ao controle positivo.
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Figura 17. Fotomicrografia de cortes histologicos hepaticos de camundongos infectados ou nao
por S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides corados com
HE (40x). As imagens representam nimero de granulomas sobre area do tecido hepaticos de animais
que, no dia 0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O controle negativo (A) nao
recebeu tratamento. O controle positivo (B) foi tratado (45° ao 512 dia) por via oral com Praziquantel na
dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1) (C), 14 ao 20 (EDA14) (D), 28 ao 34 (EDA28) (E) e 45 ao 51
(EDAA45) (F) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg.
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Figura 18. Fotomicrografia de cortes histologicos hepaticos de camundongos infectados ou nao
por S. mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides corados com
HE (100x). As imagens representam areas dos granulomas hepaticos de animais que, no dia 0 foram
infectados com 50 cercaérias e eutanasiados no 602 dia. O grupo limpo (A) nao foi infectado. O controle
negativo (B) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45° ao 512 dia) por via oral com
Praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EDA1) (D), 14 ao 20 (EDA14) (E), 28 ao 34 (EDA28)
(F) e 45 ao 51 (EDA45) (G) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg.
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6 DISCUSSAO

Em sintese, os dados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento
com o EDA apresentou acao esquistossomicida in vitro e in vivo, e acgao
imunumoduladora sobre a infeccao.

No ensaio cercaricida, todas as larvas morreram apos trés horas de exposicao
a diferentes concentragdes do extrato. A disposicdo do EDA na agua deve ser
considerada como um fator de estresse quimico, podendo alterar o comportamento e
a expressdo das larvas de maneira pontual ou duradoura (FEIL; FRAGA 2012;
ROQUIS et al., 2015), onde a presenca de macromoléculas soluveis presente no
meio, sobre as cercarias de S. mansoni, pode acarretar efeitos danosos no
desenvolvimento do parasito, levando-o a morte, e evidenciando tal composto como
cercaricida ou larvicida (THORNHIL et al., 2009).

Na avaliacao do efeito esquistossomicida de uma substancia & importante
conhecer a biologia do parasito, dessa maneira, parametros como, motilidade e
alteracoes morfologicas, associados diretamente a mortalidade, sao indicadores para
tal efeito (KATZ, 2008). Em relagéo a atividade esquistossomicida in vitro, o EDA se
mostrou eficaz nas trés concentracdes testadas, levando os vermes a morte em até
24 horas de cultura, com diferenca em relacdo ao grupo controle negativo, onde os
vermes permaneceram viaveis em até 48 horas.

Os bioensaios realizados por Soares et al (2017) evidenciaram que o 6leo
essencial de D. ambrosioides, nas maiores concentracdes, apresentou atividade
esquistossomicida, matando os vermes adultos em até 72 horas de cultura, com
relatos de alteracdo tegumentar e reducao da atividade motora, até morte total dos
vermes adultos. Esses relatos corroboram com os achados em nosso estudo.

A acdo do EDA pode estar relacionada as alteracbes no sistema
neuromodulador ou neurotransmissor do parasito, pois estes, como serotonina,
dopamina, acetilcolina, adrenalina, neuropeptideos e glutamato, sdo responsaveis
pela variedade de movimentos ondulatorios e peristalticos propagados ao longo da
sua extensao corporal (SANGSTER et al., 2005; NOEL et al., 2008; MARKS; MAULE,
2010; TAMAN; RIBEIRO, 2011). Além disso, a acao do EDA pode estar associada ao
tegumento de Schistosoma spp., que esta envolvido em uma variedade de funcdes
que sdo importantes para o verme, como a absorcdo de nutrientes, presenca de
proteinas responsaveis pela manutengéo das respostas imunes do hospedeiro, pelos
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reparos de danos, e por ser a interface entre o parasito e o ambiente hospedeiro
(HOFFMANN et al., 1996; XIAO et al., 2002; DOENHOFF et al., 2008). Assim, sugere-
se que sistema neuromodulador ou neurotransmissor e o tegumento do parasito sejam
0s principais alvos na agao esquistossomicida do EDA presente no meio.

O grupo nao tratado ndo apresentou qualquer alteragdo na viabilidade,
atividade motora e tegumento dos vermes adultos, comprovando que os efeitos
estavam relacionados a acédo do extrato (DE MELO et al., 2011). No grupo tratado
com PZQ, os vermes morreram em até 5 horas de cultura, pois sua acao
esquistossomicida interfere na homeostasia dos ions de calcio, provocando
contrag6es musculares continuas e lesées no tegumento dos parasitos, que os levam
a morte (ALMEIDA et al., 2011; GODINHO et al., 2014).

A caracterizagdo quimica do EDA utilizada no presente estudo, realizada por
Gomes (2018), revelou a presenca de dezesseis compostos, tendo como majoritarios
aqueles derivados da Quercetina e Kaempferol (Apéndice A). Matos et
al (2014) observaram que os flavonoides derivados da quercetina inibem o
desenvolvimento do protozoario Neospora caninum in vitro. JA Helgren et al (2015)
evidenciaram que 0s analogos da quercetina apresentaram
efeitos antiparasitarios contra o protozoario Plasmodium falciparum.

Por sua vez, Ferreira et al (2011) e Akkari et al (2014) constataram atividade
anti-helmintica de extratos aquosos e etandlicos de Artemisia sp. contra Haemonchus
contortus, Angiostrongylus cantonensis e S. mansoni in vitro, sendo que a analise
quimica desses extratos revelou a presenca proeminente dos flavonoides quercetina
e apigenina.

Apesar das propriedades e mecanismos de agéo anti-helmintica da quercetina
ainda nao estarem bem elucidados, tem havido grande interesse nas atividades
bioldgicas desse flavonoide para uma variedade de doengas (D'ANDREA,
2015). Nossos resultados, in vitro, sugerem que a acao anti-Schistosoma do EDA
sobre as cercarias e vermes adultos podem estar diretamente associados a
quercetina, um dos principais flavonoides encontrado no extrato.

Com resultados promissores da atividade esquistossomicida in vitro, nds
propusemos avaliar o efeito esquistossomicida e imunomodulador do EDA em
camundongos experimentalmente infectados por S. mansoni. Para realizagdo desta

etapa, avaliamos parametros parasitoldgicos, imunolégicos e histopatoldgicos.
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Iniciando com avaliacdo dos parametros parasitolégicos, que sdo essenciais
para a triagem de compostos anti-esquistossomoéticos e/ou drogas eficazes no
combate a helmintos in vivo, temos: avaliagdo da carga parasitaria dos animais
tratados, avaliagdo quantitativa dos ovos distribuidos no tecido hepatico, quantificacao
dos ovos eliminados pelas fezes e contagem dos granulomas no figado
(PELLEGRINO; KATZ, 1968; HOLLAND et al., 1974). Por sua vez, o tratamento com
EDA em animais infectados, reduziu a quantidade de ovos de S. mansoni eliminado
nas fezes e retidos no tecido hepatico, em comparacdo aos animais infectados
(controle negativo).

A avaliagédo da carga parasitaria em relagdo a eliminacdo de ovos nas fezes,
de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2014), é feita com base na
quantidade de ovos eliminados nas fezes, sendo considerada baixa com até 99 opg
(ovos por gramas), moderada quando estiver entre 100 a 399, e alta quando estiver
acima de 399 opg. Os grupos tratados com EDA apresentaram carga parasitaria baixa
e moderada com opg de fezes variando entre 53 a 203, tendo eficacia semelhante a
grupo PZQ, e sendo significativamente diferente do grupo controle negativo, na qual
a carga parasitaria foi superior a 500 opg por fezes.

Quanto a reducao no numero de ovos do tecido hepatico dos camundongos
infectados tratados com EDA, nés acreditamos ter ocorrido, principalmente, pela
reducao dos vermes no hospedeiro, tendo em vista a eficacia esquistossomicida in
vitro do extrato. Dessa maneira, havendo redug¢do dos vermes, consequentemente
ocorrera reducdo da carga parasitéria, resultando numa diminuigdo correspondente
do numero de ovos depositados sobre os tecidos (SECOR, 1996; KAMEL et al., 2006).
Além do mais, esses achados nos grupos tratados com EDA foram semelhantes aos
do grupo tratado com PZQ, que também apresentou uma reducdo acentuada do
namero de ovos de S. mansoni no tecido.

Em outros trabalhos, a espécie vegetal D. ambrosioides apresentou acao anti-
helmintica, comprovada por Sousa et al (1991), Pessoa et al (2001), e mais
recentemente por Zamilpa et al (2018), bem como uma acgao promissora anti-
Schistosoma, relatada por Kamel et al (2011) com extrato metandlico, por Silva (2012)
e por Soares (2017), com 6leo essencial.

Na esquistossomose, em torno de 40 a 50% dos ovos produzidos pelos vermes,
ficam retidos nos tecidos do hospedeiro, principalmente no figado, provocando uma

reacdo inflamatéria imunogénica, granulomatosa e fibrética, que causam doenca
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intestinal ou hepatoesplénica (PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004;
GRYSEELS et al., 2006; SOUZA et al., 2011). Como o EDA apresentou potencial na
reducdo da carga parasitaria, avaliamos parametros histopatoldégicos no tecido
hepético dos animais infectados e tratados com esse extrato.

A resposta imunolégica sobre a infeccdo por S. mansoni apresenta um
predominio de resposta do tipo 1 na fase aguda pré-postural, e predominio de uma
resposta do tipo 2 apos a ovoposicao (fase aguda pds-postural). O predominio Th2 é
importante na defesa do hospedeiro através da formagéao do granuloma, que limita os
antigenos liberados pelos ovos e reduz o dano tecidual (ANDRADE, 2009; CHUAH et
al., 2014). O granuloma é formado pela interagao dindmica e intricada entre célula-
célula, e célula-matriz do tecido afetado, e aquelas recrutadas da circulagdo. Os
linfécitos T CD4+ e B, macréfagos e eosindéfilos, em consequéncia de um estimulo
frente a antigenos sollveis dos ovos, modificam a producédo e deposicao da matriz
extracelular heterogénea, que resulta na formagdo de uma estrutura esférica e
compacta, que se organiza ao redor do ovo do parasito (LENZI et al., 1991; PESCE
et al., 2006; LENZI et al., 2008).

O tratamento com PZQ em animais infectados apresentou reducdes na
deposicao de ovos, na formagéo, na area e no numero dos granulomas sobre o tecido
hepatico, corroborando com a literatura (ZAIA, 2015).

Estudos tem evidenciado o potencial anti-inflamatério do EDA na reducao da
formagdo do granuloma (IBIRONKE et al.,, 2007; PERREIRA et al., 2009;
TRIVELLATO-GRASSI et al.,, 2013). Por sua vez, o composto majoritario deste
extrato, a Quercetina, é um flavonoide que também apresenta efeito hepatoprotetor e
antifibrético (HERNANDEZ-ORTEGA et al., 2012). O tratamento com o EDA em
animais infectados, evidenciou reducao de todos os parametros patolégicos avaliados,
tais como, infiltrado inflamatério, lesao tecidual, necrose, presencga de granulomas e
congestao vascular, quando comparados aos animais infectados tratados ou ndo com
PZQ. Dessa forma, sugere-se que o tratamento com EDA apresenta efeito
hepatoprotetor, reduzindo a atividade granulomatosa sobre o tecido hepatico.

Além do mais, os animais infectados e tratados com EDA apresentaram
reducdo da area do granuloma e em sua quantidade sobre o tecido hepatico.
Guimaraes et al (2015) demonstraram melhora da doenca hepatica, a partir do
tratamento com alcaloide Epiisopiloturina, havendo a reducdo do didametro dos

granulomas, e sugerindo em seu estudo, que isso ocorreu devido a intervencdes
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imunoldgicas e agbes imunomoduladoras do alcaloide. Ja Aires et al (2014)
associaram a reducao no tamanho do granuloma a atividade anti-inflamatéria da Beta-
lapachona. Deste modo, sabendo que o EDA possui efeito anti-inflamatorio, além de
compostos com potencial efeito hepatoprotetor e antifibrético, é provavel que o EDA
tenha modulado favoravelmente a resposta imune granulomatosa, n&do causando
danos exacerbados no tecido hepatico dos animais.

Em continuidade, avaliamos fatores que estdo diretamente associados a
morbidade da doenca, como leucometria global e diferencial (PELLEGRINO; KATZ,
1968). A contagem leucométrica no sangue dos animais infectados sem tratamento,
apresentou aumento de leucécitos totais, mondcitos, eosindfilos e neutrdfilos
(percentual), e redugéo de linfocitos. Em animais imunocompetentes, oscilagdes na
mobilizacdo de células para o sangue periférico sdo esperadas a medida que o
sistema imune combate infec¢cdes causadas por diversos agentes etiolégicos
(DESCAT, 2002). Por sua vez, sempre ocorre aumento progressivo do numero de
leucocitos entre a 82 até a 102 semana de infec¢do por S. mansoni (FERNANDES,
2016), bem como o aumento de monécitos (LAROCCA et al., 2004; ZAIA, 2015)
eosinofilos (SOUZA et al., 2011), e neutréfilos (SHAMRI et al., 2011).

Quanto ao perfil leucométrico no sangue dos animais infectados e tratados com
EDA, em relacdo aos animais infectados sem tratamento (controle negativo),
percebeu-se, dependendo do intervalo de tratamento, o aumento leucdcitos totais, e
dentre os diferenciais, apenas os linfécitos obtiveram aumento significativo. Essa
leucocitose nos grupos tratados com EDA ocorreu devido a uma provavel
linfoproliferagéo induzida pelo extrato (PEREIRA et al., 2010; SILVA et al., 2015).

Além disso, ressalta-se que os eosindfilos exibpem um grande papel na
modulacdo da resposta imunoldgica frente as infeccbes helminticas (CARA et al.,
2000; GENTIL et al., 2013), principalmente como protetor na resposta imune frente a
infeccdo por S. mansoni, apresentando um aumento em quantidade e maior atividade
dessas células (SILVEIRA-LEMOS, 2008). Neste estudo, os animais infectados e
tratados com EDA apresentaram redugdo de eosindéfilos, quando comparados aos
animais infectados sem tratamento. Assim, sugerimos que o tratamento com o extrato
apresentou potencial em regular a resposta inflamatéria da infeccao por S. mansoni,
que é responsavel pela inducdo do aumento de eosindfilos.

A reducéo de eosindfilos no sangue também ocorreu no grupo infectado e
tratado com PZQ. Segundo Souza et al (2007), ap6s a quimioterapia especifica com
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PZQ, os individuos infectados apresentam valores normais de leucdcitos,
principalmente de eosindfilos, que sdo o tipo celular predominante em hospedeiros
infectados (OVINGTON; BEHM, 1997).

Como o tratamento com EDA evidenciou reducdo da carga parasitaria, o
proximo passo do presente estudo foi avaliar os parametros imunoldgicos, que
segundo Chaiworaporn et al (2005), na infeccdo por S. mansoni, a redugao da carga
parasitaria, realizada com composto anti-esquistossomético, estd diretamente
relacionada a agao sinérgica do sistema imune do hospedeiro. Dessa maneira, com
alteragbes do perfil leucométrico no sangue dos animais infectados e tratados com
EDA, avaliamos o érgao responsavel pela produgao de células, a medula 6ssea, além
da dosagem do anticorpo IgE.

O EDA é considerado um extrato seguro, pois segundo Pereira et al. (2010),
apesar do EDA induzir a alteragbes renais pontuais em doses altas, ndo apresenta
toxicidade subcrdnica na dose terapéutica (5mg/kg) e ndo causou morte dos animais
mesmo em dose 100 vezes maior. A dose utilizada neste estudo, ja padronizada no
estudo de Silva (2012), foi de 50mg/kg, nao apresentando toxicidade, uma vez que 0s
grupos infectados e tratados nessa dose, apresentaram aumento no nimero células
da medula, em relagdo ao grupo infectado, possivelmente, porque o EDA apresenta
potencial imunoestimulador, e pode ter aumentado o recrutamento de células para
esse 6rgao linfoide (CRUZ et al., 2007).

O grupo infectado e tratado com PZQ, nao apresentou diferencas em relacéao
ao grupo infectado, ou infectado e tratado com EDA, denotando provavelmente
auséncia de toxicidade relacionada a droga neste compartimento, e corroborando com
alguns trabalhos, que evidenciam, uma droga segura e com baixa toxicidade e
auséncia de potencial mutagénico, carcinogénico e teratogénico (FROHBERG, 1989;
VALE et al., 2017).

Além de células da imunidade inata, anticorpos como a imunoglobulina E (IgE),
produzidas por linfécitos B, estdo diretamente envolvidos na imobilizagdo ou
destruicdo do parasito S. mansoni em associacdo com populagdes de células
efetoras, tais como eosinéfilos (CAPRON; CAPRON, 1992; ZHANG; MUTAPI, 2006).
A IgE age como anticorpo opsonizante para fixar os eosinéfilos fagocitarios aos
helmintos, e permitir que as principais proteinas basicas e catibnicas dos eosindfilos
sejam liberadas para se centrarem sob os alvos de morte extracelular do parasito
(ZHANG; MUTAPI, 2006), proporcionando, reducéo da carga parasitaria, do numero
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de eosindfilos e dos niveis plasmaticos de IgE (GAMA, 2010). Os animais infectados
e tratados com EDA apresentaram reducao dos niveis de IgE total, em relagdo ao
grupo infectado sem tratamento. Logo, sugere-se que o tratamento com EDA ao
diminuir a carga parasitaria, modula a resposta imune a favor do hospedeiro,
diminuindo a resposta inflamatéria ocasionada pela infeccdo, responsavel pela
inducéo de eosindfilos e altos niveis de IgE.

Em relacédo ao bacgo, realizamos avaliagdo da celularidade total, tendo em vista
que, este € o maior 6rgao linfoide interposto entre a circulacao sistémica e a portal
(TISCHENDORF, 1985), onde juntamente com o figado, é um dos 6rgaos diretamente
afetados pelo parasito da espécie S. mansoni, ocasionando o aumento de celularidade
e hiperplasia desse 6rgdo, com desenvolvimento de esplenomegalia relacionada a
fiorose (ANDRADE, 1991; PEREIRA et al., 1999). O aumento da celularidade dos
animais infectados sem tratamento é explicado por esses eventos.

Os animais infectados e tratados com EDA apresentaram aumento no numero
de células em relacao aos animais infectados ou infectados e tratado com PZQ. Como
exposto anteriormente, esse aumento ocorreu, provavelmente, porque o EDA
apresenta potencial imunoestimulador, e pode ter aumentado o recrutamento e/ou
proliferacao de células para o baco (CRUZ et al., 2007).

Tendo em vista o aumento da celularidade do baco, realizamos a
caracterizacao dos esplendcitos. Assim, evidenciamos nos animais infectados,
aumento de linfécitos T, B e macrofagos. Durante a infecgao por S. mansoni, supde-
se que as células T normalmente medeiem os mecanismos reconhecimento, que
permitem aos hospedeiros sobreviverem, incluindo formacdo de granuloma, o
desenvolvimento de anticorpos especificos aos antigenos dos ovos e a regulacao de
processos inflamatérios (PEARCE; MACDONALD, 2002; HOFFMANN et al., 2002).
As células B apresentam a funcao de proteger o hospedeiro em estagios posteriores
durante a infecc¢ao, impedindo o avanco crbénico e excessivamente grave da doenca,
por regularem a inflamacéo hepatica e desenvolvimento de hipertensao portal mais
grave (HERNANDEZ et al., 1997; JANKOVIC et al., 1998; ZARETSKY et al., 2009).
Além dos linfécitos, os macréfagos apresentam-se essenciais para a sobrevivéncia do
hospedeiro durante a fase cronica da infec¢do, prevenindo a hiperresponsividade
dentro do compartimento Th2 (HERBERT et al., 2004).

O EDA apresenta grande potencial em atuar no sistema imune, apresentando

atividade imunostimuladora, aumentando a proliferagdo de linfécitos murinos e
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induzindo o recrutamento de macr6fagos (ROSSI-BERGAMANN et al., 1997; CRUZ
et al., 2007; PATRICIO et al., 2008). Os animais infectados e tratados com EDA
apresentaram tal efeito, aumentando o numero de linfocitos T, linfécitos B e
macrofagos no baco. Por outro lado, diversos estudos evidenciaram que atividade
biol6gica do EDA pode estar associada a outros componentes presente no extrato.
Macdonald et al (2004) trabalharam com fracdo hexanica de D. ambrosioides que
continha ascaridol, e obtiveram 10% da atividade contra o verme Caenorhabditis
elegans, enquanto que extrato aquoso livre de ascaridol apresentou 90% da atividade
vermicida. Bernardes (2006) demonstrou que o extrato bruto de D. ambrosioides, com
predominancia de fitol e auséncia de ascaridol, mostrou atividade profilatica em
camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis. Um dos compostos
majoritarios do EDA, utilizado neste estudo, é o flavonoide Quercetina, relatado em
literatura com inUmeras atividades, como, anti-inflamatéria, antioxidante,
anticarcinogénica, antiviral, antiulcerogénica, antitrombdtica, anti-isquémica,
antialérgica e hepatoprotetora (BEHLING et al., 2004; FORMICA et al, 1995). Logo,
sugere-se para estudos futuros, a investigacdo do efeito desse composto sobre o
sistema imune e sua agao imunomoduladora.

Quanto a andlise de duas subpopulagdes celulares de linfécitos T, os animais
infectados apresentaram aumento do numero de células TCD4+ e TCD8+. Garcia et
al. (1986) demonstraram que individuos infectados com S. mansoni, as células T
aumentavam em numero e totalizavam em média 55% dos esplendcitos totais, com
subpopulagdes linfocitarias CD4+ e CD8+ equivalentes. Isso ocorre porque a resposta
granulomatosa é dependente de linfécitos T CD4+ especificos contra antigenos
parasitarios, linfécitos T CD8+ e linfécitos B, que atuam produzindo citocinas e
modulando tal resposta (MUTAPI et al., 2017).

Os animais infectados e tratados com EDA, apresentaram aumento do numero
de células TCD4+ e TCD8+, e das células que expressam CD28, em relacao aos
animais infectados ou infectados e tratados com PZQ. Em modelo experimental para
esquistossomose, CD28 apresenta papel crucial no desenvolvimento da resposta do
tipo 2, com aumento da producéo de IL-4 e IL-5 na presenca de antigenos de ovos de
S. mansoni (KING et al., 1996). Diante do exposto, é possivel que o tratamento com
EDA, além do efeito de induzir linfoproliferacdo, apresenta potencial em induzir,

primariamente, a resposta do tipo 2.



60

A infeccdo por S. mansoni provoca intensa resposta granulomatosa
inflamatéria sobre os Orgaos do sistema porta-hepatico dos hospedeiros,
principalmente figado, bago e intestino, chegando a atingir graus extremos de
severidade (SILVA-SOUZA; VASCONCELOS, 2005). Em virtude disso, realizamos
avaliacao da celularidade total e diferencial da cavidade peritoneal, verificando que os
animais infectados apresentaram aumento numero de células peritoneais totais, de
macréfagos, linfocitos e eosinéfilos. Possivelmente isso ocorreu, porque durante a
infeccdo portal sistémica da esquistossomose, ha o recrutamento de eosindfilos,
células mononucleadas, mastocitos e macréfagos, em defesa a acdo de antigenos
secretados pelos ovos e pelos vermes adultos (LAROCCA et al., 2004; ZAIA, 2015).

O tratamento com EDA em animais infectados, aumentou o numero de
neutrofilos, em relacdo aos animais infectados sem tratamento. Sousa et al. (2012),
mostraram que o tratamento com EDA, induziu aumento do numero de neutréfilos na
cavidade peritoneal, corroborando com nossos achados. Gomes (2018) constataram
que o EDA tem potencial para regular as funcées dos neutréfilos, em contextos de
ativacdo demasiada. Entdo, propde-se que além da inducdo do aumento de
neutrofilos, o EDA apresenta potencial em regular as atividades efetoras dessas
células, uma vez que, a sua ativagdo desregulada ou sua manutencao durante
processos inflamatérios, associa-se ao desenvolvimento ou piora de doencas
inflamatérias (PINEGIN et al., 2015).

Larocca et al (2004) verificaram a migracdo crescente de mastédcitos na
cavidade peritoneal dos camundongos infectados por S. mansoni, sugerindo a
participacdo destes granulécitos na resposta inflamatéria cronica experimental. Os
animais infectados que receberam tratamento com EDA, apresentaram reducao do
numero de mastécitos. Os efeitos anti-inflamatoérios do EDA tém sido demonstrados
em diferentes modelos experimentais, onde Calado et al (2015) evidenciaram que o
tratamento com EDA reduziu inflamacéo sinovial e as alteracbes comportamentais
causadas pela dor; Silva et al (2015) demonstraram efeito anti-inflamatério do EDA
sobre a cistite hemorragica, com diminuigéo o peso € a hemorragia da bexiga; Rios et
al (2017) mostraram que o EDA diminuiu o crescimento bacteriano e,
concomitantemente, evitou a resposta inflamatéria exacerbada sistémica observada
na sepse; E Pereira et al (2018) observaram que o tratamento com EDA reduziu
citocinas inflamatérias (IL-6 e TNF-a) que participam diretamente do desenvolvimento

e manutengao do processo inflamatério na artrite reumatoide. Assim, sugere-se que o
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tratamento apresentou eficacia em regular a resposta inflamatéria da infecgao por S.
mansoni, responsavel pela inducao do recrutamento de mastdcitos.

Apesar dos animais infectados e tratados com EDA ndo apresentarem
diferencas no numero de macréfagos da cavidade peritoneal em relagdo aos outros
grupos, essas células totalizaram em média, mais de 50% das células peritoneais.
Deste modo, avaliamos a caracterizagéo fenotipica dos macréfagos e sua ativagéo
pela expressédo da enzima iINOS e producéo de peréxido de hidrogénio (H20o).

Os macrofagos sao células hematopoiéticas especializadas que desenvolvem
um papel importante na homeostase, remodelacdo de tecido e na defesa contra
patégenos (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009). Dependendo do tipo de citocinas
no microambiente em que os macréfagos se encontram, podem ser diferencialmente
ativados em M1 (ou classicamente ativado) ou M2 (alternativamente ativados)
(STRAUSS-AYALI et al., 2007). Os macréfagos M1 possuem alta capacidade anti-
inflamatoéria por meio da producédo de espécies reativas de nitrogénio, como 6xido
nitrico (NO), através da enzima iNOS, e espécies reativas de oxigénio, como perdxido
de hidrogénio (H202) (PAIXAO E SILVA et al., 2011). Os macréfagos M2 modulam a
resposta inflamatéria do tipo 1, e promovem e regulam a resposta imune do tipo 2,
além de promoverem uma reparagdo tecidual (GORDON, 2003). Os animais
infectados e tratados com EDA, ndo apresentaram diferenca quanto aos percentuais
de macrofagos e sua ativacao, assim, nao foi possivel inferir qual dos subtipos de
macréfagos estava ativado.

Na avaliagdo da producdo de H202 nas células da cavidade peritoneal, os
animais infectados apresentaram aumento espontéaneo e estimulado (PMA) de H20o.
A elevada producéo de H202 em infec¢des por S. mansoni tem sido associada a um
sistema constituido por células monociticas/macrofagicas, que tem o importante papel
de realizar a fagocitose de particulas, antigenos e patogenos (SHOKOUH-AMIRI et
al., 1990; BRANDT et al., 2005). Quando ativadas, estas células produzem grandes
quantidades de agentes microbicidas altamente reativos derivados do oxigénio, tais
como o anion superéxido (O27), que, por agao da enzima superéxido dismutase (SOD),
se convertem em um produto com alto potencial microbicida, o H2O2> (FRIDOVICH,
1989).

Por sua vez, os animais infectados e tratados com EDA, quando comparados
aos animais infectados sem tratamento, apresentaram reducdo da producao
espontanea de H>O2 nas células peritoneais. De acordo com Brunk e Cadenas (1988),
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a producao de H>O- além de outros componentes tdxicos para os lisossomos, sdo
fabricados em grandes quantidades durante a fagocitose, sendo considerados de
grande importancia para os mecanismos de defesa do hospedeiro durante o processo
inflamatério por S. mansoni. Em contrapartida, estudos realizados por Shaheen et al.
(1994) evidenciaram que o tratamento com Praziquantel reduz ou estabiliza o
processo inflamatério, ocasionando a possivel redugdo da producao de H20.. De
maneira semelhante, em nosso estudo, os animais infectados e tratados com PZQ
tiveram redugédo da producédo espontdnea de H202 nas células peritoneais. Nesse
contexto, o EDA apresentou desempenho similar ao PZQ.

Além disso, a reducao espontanea de H202 dos animais tratados com o EDA
pode ter ocorrido porque o extrato apresenta efeito antioxidante, devido a presenca
de compostos fitoquimicos antioxidantes, tais como flavonéides, terpenos e esteroides
(DE FEUDIS et al., 2003; TAKEOKA; DAO, 2003), onde, possivelmente, inibiu ou
regulou a produgédo espontanea de H20.. Todavia, apesar do EDA apresentar
atividade antioxidante, tal efeito ndo é irrerversivel, uma vez que, a adicdo do estimulo
com PMA sobre as células peritoneais dos animais tratados, induziu aumento de H202
em todos 0s grupos.

Dessa maneira, nossos resultados apoiam a ideia preliminar de que o EDA
apresenta atividade anti-esquistossomética, e é capaz modular a resposta imune a
favor do hospedeiro vertebrado, regulando o processo inflamatério granulomatoso
ocasionado pela esquistossomose. Além disso, nos fornece a perspectiva em avancar
nas investigacées dos compostos isolados presentes no EDA, na avaliacdo dos
possiveis efeitos antiparasitarios e imunomoduladores sobre as diferentes fases de S.

mansoni.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados expostos podemos concluir que o tratamento com extrato
hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides na infecgao por S. mansoni:

e Apresenta da atividade cercaricida e esquistossomicida in vitro;

¢ Reduz ovos de S. mansoni no tecido hepatico e nas fezes;

e Aumenta numero de linfécitos e induz reducao do numero de eosinofilos no
sangue;

e Aumenta celularidade da medula éssea;

e Aumenta celularidade da do bago, com significativo aumento de linfécitos T
auxiliares, T citotoxicos, linfocitos B;

e Aumenta numero de neutrofilos e reduz nimero de mastdcitos na cavidade
peritoneal;

e Reduz a produgéo de perdxido de hidrogénio pelas células peritoneais;

¢ Reduz area e a quantidade de granulomas sobre o tecido hepatico.
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APENDICE A

Tabela 7. Composicao quimica do extrato hidroalcoolico de Dysphania ambrosioides

(M-H)' MSsn Compostos
1 191 173;127; 85 Acido quinico
5 193 135 Acido glucorénico
3 285 257 Kaempferol
4 295 163 Acido p-coumaroil-xilose
5 301 285; 267; 241; 173 Hesperetina
6 431 285 Kaempferol-3-O-alfa-L-
raminosideo
463 301 Quercetina-3-0O-glicosideo
563 431;285;151 Kaempferol-O-raminosideo-
pentosideo
9 579 447; 301 Quercetina-O-raminosideo-
pentosideo
10 579 447; 301 Naringin
11 593 285 Kaempferol-3-Glucoside-3 7 -
Rhamnoside
12 595 301; 151 Quercetina-3-0O-
arabinoglucosideo
13 609 463; 301 Quercetina-3-O-rutinosideo
14 623 447 301 Isoramnetina-3-O-rutinosideo
15 739 593; 285 Kaempferol-3-Glucoside-2 " —
Rhamnoside-7-Rhamnoside
16 725 285 Kaempferol-O-pentosideo-2 -

ramnosideo-hexosideo

Andlise realizada por espectrometria de massas. M-H (massa do composto menos um

H) e MS" (ion filho)



87

APENDICE B
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Figura 19. Estratégia de analise para identificacao de linfécitos T, linfocitos B e macrofagos
do baco dos animais. As células do bago foram obtidas dos animais infectados ou néo por S.
mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides. As células foram
marcadas com anticorpos especificos para linfécitos T, B e macréfagos. Para analise das células
inicialmente, foi feita a selecdo da regidao contendo as células de interesse, caracteristica dos
esplendcitos no grafico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 18A). Para
analise dos linfocitos T foi feita a selecdo da regido positiva para CD3+ no histograma baseado em
CD3 (canal 1) (Figura 18B). Para analise dos linfocitos B foi feita a sele¢do da regido positiva para
CD19+ no histograma baseado em CD19 (canal 2) (Figura 18C). Para analise dos macréfagos foi
feita a selecdo da regidao positiva para F4/80+ no histograma baseado em F4/80 (canal 3) (Figura
18D).
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Figura 20. Estratégia de analise para identificacao de linfécitos T auxiliares e T citotoxicos do
baco dos animais. As células do bago foram obtidas dos animais infectados ou ndo por S. mansoni,
e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides. Para andlise das células
inicialmente, foi feita a selecdo da regido contendo as células de interesse, caracteristica dos
esplendcitos no gréafico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 19A). Para
andlise das subpopulagdes majoritarias de linfocitos T selecionou-se os paradmetros e as regides
duplo-positivas em CD3 (canal 1) versus CD4 (canal 3) para linfocitos T auxiliares (CD3+/CD4+)
(Figura 19B) e CD3 (canal 1) versus CD8 (canal 3) para linfécitos T citotdxicos (CD3+/CD8+) (Figura
19C). Para avaliagcdo da expressdo das moléculas co-estimuladoras dos linfécitos T auxiliares e
citotéxicos foram selecionadas as regides positivas para o CD28 no histograma baseado em CD28
(canal 2) (Figura 19D).
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Figura 21. Estratégia de analise para identificacao de macréfagos e expressao da iNOS em
células peritoneais dos animais. As células peritoneais foram obtidas dos animais infectados ou
néo por S. mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides. Para analise
das células, inicialmente, foi feita a selegcdo da regido contendo as células de interesse,
caracteristica das células peritoneais no grafico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho
(FSC) (Figura 20A). Para andlise dos macrofagos foi feita a sele¢éo da regido positiva para F4/80+
(canal 3) (Figura 20B). Em seguida foi avaliada a expresséo da iNOS na regido positiva para iNOS+
(canal 3) (Figura 20C).
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Anexo A

Voucher exsicata Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagdo Inethuds nos tarmos da Led o S152. o 214041966~ S Luks - Maranhds.

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS
HERBARIO DO MARANHAO - MAR

Sao Luis, 10 de Julho de 2017.

CONFIRMACAO DE IDENTIFICACAO

Segue abaixo a confirmacao da identificacao realizada. Desde ja agradecemos o
envio do material e informamos que o mesmo estard, em breve, devidamente
catalogado no acervo do Herbario MAR.

“N° tombo | Coletor (nimero) Familia Espécie
MAR
9.349 GOMES, L N. e EB.|Amaranthaceae | Dysphania ambrosioides (L.)
prs Almeida Jr. (01) Mosyakin & Clemants
Atenciosamente,

.\*‘.ﬁ\ QAo '“A‘V"i,\ od0

Prof. Dr. Eduardo B. de Almeida Jr.
Curador do Herbario MAR




ANEXO B

Parecer do comité de ética

WEM, .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAOQ
g ," h F COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
R CTAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta mtitulada "Avaliacdo do efeito da polarizacio de
macrofagos por agentes infecciosos, tumores e imunomoduladores naturais sobre a
susceptibilidade de hospedeiros em diferentes modelos experimentais™ registrada
com o n® 23115.003819/2016-11, sob a responsabilidade de Flavia Raguel Fernandes do
Nascimento que envolve 2 produgdo, manutengdo ou utilizagdo de anmais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humenos), para fine de pesquisa cientifica
{ou ensmo) encontra-ge de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de & de cutubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Confrole de Expenimentagdo Ammal (CONCEA), e fou
considerado Aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Amimais (CEUA- UFMA) da
Universidade Federal do Maranhdo em reunifo de 07/06/2018.

FINALIDADE { JENSINOCX)PESQUISA ( ) EXTENSAO

Vigéncla da autonzagio 4 ANDS

Espécie/lmhagem/raga Mus muwscwlys  (carmundongo) /[ Balbic
C3TBL6 e Swiss

N de animais 600

Peso/Idade 20-30g / 3-4 mezes

Sexo Machos / fémeas

Origem Biotério Central da UFMA

| .
"Mm _D_wguh pot1 G w B
Profa. Dira. Lucilens Amorm Silva

Presidente da Comissdo de Etica no uso de animais-CEUA
UFLIA
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Carta de Submissao de Artigo
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