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RESUMO 

A esquistossomose causada pelo parasito Schistosoma mansoni, é uma doença que 
decorre da resposta inflamatória granulomatosa em torno dos ovos viáveis do parasito 
que ficam retidos nos tecidos do hospedeiro. Os quimioterápicos atuais são eficazes 
somente contra vermes adultos e não revertem as lesões inflamatórias ocasionadas 
nos órgãos do sistema porta-hepático pelo processo parasitário. Desta forma é 
necessário a busca de novos tratamentos. Assim, este estudo avaliou o efeito 
esquistossomicida e imunomodulador do extrato hidroalcóolico das folhas de 
Dysphania ambrosioides (EDA) frente a infecção experimental por S. mansoni em 
camundongos Swiss. Inicialmente, realizou-se ensaios in vitro, com cercárias e 
vermes adultos expostos a diferentes concentrações do extrato. Em seguida, foi 
realizada a avaliação in vivo, onde camundongos foram infectados com 50 cercárias 
de S. mansoni no dia 0 e eutanasiados 60 dias após infecção. Para esse ensaio, 
utilizamos os seguintes grupos: controle positivo (animais infectados com tratamento 
padrão), controle negativo (animais infectados sem tratamento), controle limpo 
(animais não infectados e nem tratados); e grupos testes: infectados e tratados com 
EDA em diferentes fases de desenvolvimento de S. mansoni, como fase cutânea 
(EDA1), fase pulmonar (EDA14), vermes imaturos (EDA28) e vermes maduros 
(EDA45). In vitro, o EDA apresentou atividade cercaricida e esquistossomicida; In vivo, 
o EDA apresentou, nos parâmetros parasitológicos, redução do número de ovos de 
S. mansoni no tecido hepático e nas fezes; nos parâmetros imunologicos, aumentou 
o número de linfócitos, e induziu a redução de eosinófilos no sangue, reduziu 
concentrações séricas de IgE Total, aumentou a celularidade da medula óssea e do 
baço, com significativo aumento de linfócitos T auxiliares, T citotóxicos, linfócitos B e 
macrófagos, aumento do número de neutrófilos e reduziu o número de mastócitos na 
cavidade peritoneal, e não reduziu a produção de peróxido de hidrogênio nas células 
peritoneais; e nos parâmetros histopatológicos, reduziu área e a quantidade de 
granulomas sobre o tecido hepático. Esses resultados demonstram o EDA com ação 
antiparasitária e imunomoduladora sobre as diferentes fases da esquistossomose, nos 
dando a perspectiva em prosseguir com investigações dos efeitos e mecanismos de 
ação dos compostos isolados presentes no EDA sobre as diferentes fases de S. 
mansoni. 
 
Palavras-chave: Esquistossomose; Tratamento; Mastruz; Resposta Imune. 
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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. 
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1 INTRODUÇÃO 

O helminto trematódeo Schistosoma mansoni Sambon, 1907 atua como agente 

etiológico da doença infecciosa e parasitária denominada esquistossomose 

(SCHOLTE et al., 2014). Essa parasitose tem alto grau de morbidade em populações 

humanas, com chances elevadas de se sobrepor a outras doenças em suas áreas de 

ocorrência (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 mamíferos vertebrados (MIRANDA et al., 

2015), e de um hospedeiro intermediário, como algumas espécies de moluscos de 

gênero Biomphalaria (PARAENSE, 1975; GRYSEELS et al., 2006). 

A esquistossomose resulta da resposta inflamatória granulomatosa que ocorre 

em torno dos ovos viáveis do parasito, os quais invés de serem eliminados nas fezes, 

se depositam nos tecidos. O indivíduo parasitado apresenta diversos sintomas como: 

dermatite cercariana, complicações pulmonares, febre, emagrecimento, diarreia, 

cólicas, hepatoesplenomegalia, hipertensão portal, varizes abdominais e ascite. 

Entretanto, a gravidade da doença depende da carga parasitária, do estado nutricional 

do hospedeiro, do tempo de parasitismo (NEVES et al., 2016) e, do tipo e intensidade 

da resposta imunológica do hospedeiro à infecção (DE JESUS et al., 2002; ABATH et 

al., 2006). 

A resposta imunológica a infecção por S. mansoni, durante a fase aguda pré-

postural, é principalmente direcionada aos antígenos secretados por vermes jovens e 

adultos, que estimulam a produção de citocinas inflamatórias, 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 

antígenos são secretados induzindo a maturação de células dendríticas e alterando o 

perfil das citocinas para o tipo Th2. Esse tipo de resposta imune é determinante na 

formação dos granulomas, na eliminação dos ovos, na remodelação dos tecidos 

lesados e na contenção da ação lesiva dos antígenos do parasito aos tecidos, 

entretanto, gera fibrose residual e contribui para evolução dos casos graves da doença 

(FINKELMAN et al., 1991; PEARCE et al., 1991; PEARCE; MACDONALD, 2002). 

A quimioterapia é uma estratégia geral para o controle da esquistossomose, 

entretanto, o fármaco utilizado para esse fim, o Praziquantel® (PZQ), é eficaz somente 
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para vermes adultos de S. mansoni, e não é capaz de reverter as lesões 

histopatológicas geradas, as quais podem deixar sequelas irreversíveis (UTZINGER 

et al., 2003; MORAES, 2011). Desse modo, há necessidade em desenvolver novos 

tratamentos que apresentem tanto atividade esquistossomicida, quanto efeitos sobre 

a modulação e regulação da resposta imune a favor do hospedeiro vertebrado, 

evitando a evolução e as formas graves da doença.  

Dentre as 71 espécies presentes na Relação Nacional de Plantas Medicinais 

de Interesse ao SUS – RENISUS, amostra-se a espécie Dysphania ambrosioides Syn: 

Chenopodium ambrosioides, usualmente conhecida como mastruz, e que já vem 

sendo utilizada pela população brasileira, como analgésica, anti-inflamatória, 

antisséptica, cicatrizante (GRASSI, 2011; SOUSA et al., 2012) e anti-helmíntica 

(FILIPOV, 1994). Além disso, o grupo de pesquisa do Laboratório de Imunofisiologia 

– UFMA demonstrou em estudos pré-clínicos, resultados promissores de efeitos 

importantes no reparo ósseo (PINHEIRO NETO et al., 2017), ação antitumoral 

(NASCIMENTO et al., 2006), potencial antileishmania (PATRICIO et al., 2008), ação 

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 ação imunomoduladora frente à infecção por S. mansoni. 

Este estudo se baseou na hipótese que o extrato hidroalcoólico das folhas de 

D. ambrosioides apresenta ação anti-esquistossomótica e é capaz de modular a 

resposta imune a favor do hospedeiro vertebrado, regulando o processo inflamatório 

granulomatoso ocasionado pela infecção por S. mansoni. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Schistosoma mansoni 

2.1.1 Ecoepidemiologia 

A esquistossomose é uma doença endêmica, infecciosa e parasitária de grande 

relevância 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, Superfamília 

Schistosomatoidea Stiles & Hassal 1898, família Schistosomatidae Stiles & Hassal 

1898, e gênero Schistosoma Weiland 1858. Ao todo, seis espécies apresentam 

importância e interesse médico, devido sua capacidade de infectar o ser humano: 

Schistosoma mansoni Sambon, 1907, característico das Américas, África, Oriente 

Médio e Índias Ocidentais; S. japonicum Katsurada, 1904, encontrado na China, 

Indonésia e Filipinas; S. haematobium Bilhartz 1852, mais comum na África e Oriente 

Médio, causador da infecção genitourinária; S. mekongi Voge, Brickner & Bruce 1978, 

encontrado no Sudeste da África e rio Mekongi; e S. intercalatum Fischer 1934, 

encontrado na África Ocidental e Central, possuindo menor impacto na saúde humana 

(GRYSEELS, 2012; COLLEY et al., 2014; WHO, 2015; WEERAKOON et al., 2015) 

(Figura 1). 

 

 
Figura 1. Distribuição mundial de algumas espécies de Schistosoma capazes de infectar 
humanos. Fonte: WEERAKOON et al. 2015. 
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Apesar da esquistossomose ter sido erradicada no Japão e a sua transmissão 

diminuída nas Antilhas e Tunísia, e possuir baixa transmissão no Marrocos, Filipinas, 

Arábia Saudita e Venezuela (WHO, 2009), estima-se que aproximadamente 240 

milhões de pessoas estejam contaminadas Schistosoma spp., e 700-800 milhões 

permaneçam em risco iminente de contrair a doença, pois residem em áreas 

endêmicas situadas principalmente nos países em desenvolvimento localizados na 

África, Ásia e América Latina (STEINMANN et al., 2006; GRYSEELS et al., 2012; 

WHO, 2015; WEERAKOON et al., 2015). 

As infecções ocasionadas pelos trematódeos do gênero Schistosoma já foram 

notificadas em 78 países, sendo que em 19 países não tem ocorrido notificações de 

casos nos últimos cinco anos, o que pode indicar a interrupção da doença, e em 52 

países tem ocorrido transmissão 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 estão associadas à 

doença (WHO, 2015; GBD, 2016), devido ao parasitismo e suas complicações, 

fazendo com que essa parasitose continue sendo de extrema importância para a 

saúde pública (VAN DER WERF et al., 2003). A esquistossomose perde apenas para 

a malária como a principal causadora de morbidade entre as demais doenças 

parasitárias (CHOI; YU, 2015). 

O helminto da espécie S. mansoni é o agente etiológico da doença infecciosa 

e parasitária esquistossomose mansoni, a única das infecções causadas pelo gênero 

Schistosoma que é endêmica no Brasil (SCHOLTE et al., 2014). Há indícios de que a 

introdução deste parasito no país ocorreu, provavelmente, a partir do século XVI, 

durante o período de colonização, devido ao intenso movimento imigratório de 

pessoas provenientes da África (GENTILE et al., 2010), possivelmente, infectadas 

com S. mansoni e S. haematobium, sendo que somente S. mansoni se estabeleceu 

no país, possivelmente, devido as condições ambientais favoráveis e hospedeiro 

intermediário adequado (KATZ; ALMEIDA, 2003). Estima-se, que aproximadamente 

1,5 milhão de pessoas estejam infectadas com esquistossomose no país (BRASIL, 

2017), sendo que 25 milhões estão sob o risco de serem infectadas (CARDIM et al., 

2011; ROLLEMBERG et al., 2011). 

Os casos de esquistossomose no país ocorrem principalmente na faixa 

litorânea do estado do Maranhão até o Espírito Santo e o estado de Minas Gerais, 
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onde ainda se encontram regiões com prevalência igual ou superior a 15%. Além 

disso, Minas Gerais e Bahia concentram cerca de 70% dos casos que ocorrem no 

país (NOYA et al., 2015). Existem ainda focos de transmissão no Distrito Federal, 

Pará, Ceará, Piauí, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina, Goiás e Rio 

Grande do Sul (BRASIL, 2017), bem como casos de pacientes positivos que vieram 

de áreas endêmicas registradas em todo território nacional, principalmente em áreas 

consideradas de migração, como o estado de Rondônia, que evidenciam a expansão 

da esquistossomose (COURA; AMARAL, 2004). A região Nordeste contribui com 

grande parcela no número de casos de esquistossomóticos do país, em virtude de 

extensas plantações mantidas por irrigação natural ou artificial, e por meio de valas 

que se transformam em criadouros ideais para os moluscos vetores (PARAENSE, 

2001) (Figura 2). 

 

 

 

 

Nessas áreas, vários fatores econômicos, sociais e ecológicos têm contribuído 

para a contínua transmissão da doença ao longo dos anos. As precárias condições 

de saneamento básico, o baixo poder socioeconômico dos moradores das áreas 

Figura 2. Distribuição da esquistossomose no Brasil, destacando as áreas de maior 
concentração de casos de acordo com o percentual da faixa positividade. Fonte: BRASIL (2014). 
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endêmicas, os hábitos de vida (principalmente associados às atividades econômicas 

de pesca e agricultura), a migração populacional, a presença dos hospedeiros 

intermediários do parasito e o clima, são exemplos de condições que permitem a 

permanência da transmissão da esquistossomose (LOUREIRO, 1989; KLOOS et al., 

2008; KLOOS et al., 2010). 

Outro aspecto importante para a manutenção da esquistossomose no Brasil, 

mas ainda pouco estudado, está relacionado à presença de vertebrados não humanos 

capazes de atuarem como reservatórios do parasito (REY, 1993). Diversas espécies 

de roedores de hábitos semiaquáticos, como Holochilus sciureus e Nectomys 

squamipes aquaticus, são descritas como sendo capazes de serem infectados por S. 

mansoni e de potencializarem a disseminação dessa doença, principalmente em 

áreas endêmicas (VEIGA-BORGEAUD et al., 1986; MARTINS et al., 1955; GENTILE 

et al., 2010; MIRANDA et al., 2015).  

No Maranhão, a presença desta parasitose é conhecida desde 1920 (ALVIM, 

1980; RAMOS, 2007). Estudos sugerem que a doença foi introduzida no estado por 

pessoas vindas da Angola e da Guiné, os quais foram trabalhar nas fazendas do 

Litoral e da região da Baixada, localidades com altas prevalências (CUTRIM, 1995). 

O Maranhão é um dos estados da federação que apresenta índices consideráveis 

desta doença, com distribuição endêmica em 20 dos seus 217 municípios e 29 

municípios apresentam focos isolados (BRASIL, 2011; CANTANHEDE et al., 2014).  

 

2.1.2 Ciclo biológico  

O parasito da espécie S. mansoni apresenta ciclo de vida heteróxeno (Figura 

3), com fase de reprodução assexuada no hospedeiro intermediário, representados 

por espécies de caramujos do gênero Biomphalaria, e com fase de reprodução 

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) já foram encontrados naturalmente infectados pelo parasito 

(THÉRON et al., 1992; ALARCÓN DE NOYA et al., 1997), contudo a sua real 

participação na manutenção do parasito ainda é pouco conhecida.  
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Os hospedeiros intermediários pertencem ao gênero Biomphalaria Preston, 

1910, filo Mollusca Linnaeus, 1758, classe Gastropoda Cuvier 1797, subclasse 

Pulmonata Cuvier 1817, ordem Basommatophora Schmidt 1855 e família 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 têm importância na 

transmissão da esquistossomose no Brasil (PARAENSE, 1972). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O ciclo inicia-se quando os ovos maduros de S. mansoni são eliminados nas 

fezes do hospedeiro vertebrado infectado e, ao entrar em contato com água de rios e 

lagos, eclode liberando a larva ciliada, denominada miracídio, que nada à procura do 

hospedeiro intermediário (ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK; KAUL, 

2013). O miracídio 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 penetração no caramujo, os miracídios liberam o conteúdo das 

glândulas de adesão e penetração, perdem suas placas ciliares e sofrem modificações 

fisiológicas, transformando-se em esporocistos. Estes por sua vez sofrem ciclos de 

Figura 3. Ciclo biológico de S. mansoni. Fonte: Schall et al. (2007) e modificado pelo autor.   
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reprodução assexuada dando origem as formas larvárias de S. mansoni, 

denominadas de cercárias, que liberadas no ambiente aquático, infectam o ser 

homem. Condições abióticas como iluminação e temperatura da água exercem 

influência na liberação das cercárias nas coleções hídricas (BOGEA et al., 1996; 

WOLMARANS et al., 2002). As cercárias apresentam uma cauda bifurcada de 

aproximadamente 300 mm e dimensões 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 penetração no tegumento do hospedeiro, as cercárias perdem 

a cauda e o corpo cercariano permanece na derme ou tecido conjuntivo por dois ou 

três dias sofrendo modificações estruturais, fisiológicas e bioquímicas, originando o 

esquistossômulo de pele (CURWEN; WILSON 2003; WHITFIELD et al., 2003). Em 

seguida, o esquissômulo alcança a corrente circulatória, sendo carreado 

passivamente pelo fluxo sanguíneo venoso para o lado direito do coração, de onde 

será bombeado para os pulmões, sendo a agora conhecido como, esquistossômulo 

pulmonar (REY, 2008). 

  Aproximadamente duas semanas após infecção, os esquistossômulos 

atingem o coração, preferencialmente, via circulação passiva, da aorta para o sistema 

porta-hepático, via veia porta, ou circulando sistemicamente por vários órgãos antes 

de atingirem artérias que derivam no sistema porta-hepático (LENZI et al., 2008).  O 

desenvolvimento final do esquistossômulo em verme adulto (macho ou fêmea) se 

completa nos vasos intra-hepáticos (PINTO; ALMEIDA, 1948). Entretanto, também se 

admite que uma pequena parte dos esquistossômulos possa atingir os vasos intra-

hepáticos migrando ativamente através da veia cava e artéria hepática, ou ainda, por 

migração transdiafragmática (LENZI et al., 2008). 

Na veia porta hepática, os vermes adultos amadurecem sexualmente, se 

acasalam e, só então migram para veia mesentérica inferior, onde a fêmea inicia a 

postura dos ovos, após 4 a 6 semanas da penetração cercariana (BLOCH, 1980; 

ROLLINSON; SIMPSON, 1987; JENKINS-HOLICK; KAUL, 2013). Nessa etapa de 

vida do parasito, o macho mede cerca de 1cm e possui o tegumento recoberto de 

minúsculas projeções (tubérculos). O seu corpo apresenta-se dividido em três 

porções: anterior, onde está localizada a ventosa oral e a ventral (acetábulo); a 

mediana e a posterior (que se inicia logo após a ventosa ventral), onde está presente 

o canal ginecófaro, que possui a função de albergar a fêmea e fecundá-la. Por sua 

vez, a fêmea apresenta comprimento médio de 1,5 cm, corpo filiforme, tegumento liso 
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e mais escuro que o macho. A morfologia de sua porção anterior é semelhante ao 

macho, diferindo pela presença da vulva, do útero (com um ou dois ovos) e do ovário. 

Em sua porção posterior localizam-se as glândulas vitelogênicas e o ceco (KATZ; 

ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016). 

O número de ovos produzidos diariamente pelas fêmeas de S. mansoni varia 

de acordo com a espécie do hospedeiro e da linhagem do parasito, porém, a maioria 

dos estudos indica a produção de 150-400 ovos/fêmea/dia infecção (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% são capazes 

de aderir e atravessar o endotélio e a membrana basal do vaso sanguíneo, atravessar 

a mucosa intestinal e alcançar a luz desse órgão, sendo eliminado nas fezes 

(PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004). Grande parte dos ovos 

produzidos pelas fêmeas de S. mansoni fica retida na mucosa intestinal, ou quando 

não deixam os vasos, são carreadas pelo fluxo sanguíneo e se acumulam nos órgãos 

internos, principalmente no fígado, onde se tornam alvo da resposta imune do 

hospedeiro (BOROS; WARREN, 1970; WARREN, 1982; BURKE et al., 2009; HAMS 

et al., 2013; CHUAH et al., 2014). Os primeiros ovos são inicialmente encontrados nas 

fezes após 40 dias da infecção, reiniciando o ciclo (SIQUEIRA-BATISTA et al., 1998; 

LENZI et al., 2008; SOUZA et al., 2011). 

 

2.1.3 Resposta imunológica 

A morbidade da esquistossomose está relacionada à uma série de fatores, que 

dentre eles destacam-se a carga parasitária, o status do hospedeiro, o tipo e 

intensidade da resposta imunológica, além de características da cepa do parasito 

(KABATEREINE et al., 1999; DE JESUS et al., 2002; ABATH et al., 2006). 

A resposta imunológica do hospedeiro no decorrer da infecção por S. mansoni 

(Figura 4) ocorre a partir da migração dos esquistossômulos e maturação dos vermes 

adultos, denominando-se de fase aguda pré-postural, onde o hospedeiro produz uma 

resposta imune de perfil Th1, que atinge maior ativação entre a 3ª e 5ª semana após 

a exposição à cercária (GRZYCH et al., 1991; PEARCE et al., 1991). Essa resposta 

de perfil Th1 é caracterizada pela produção de citocinas pró-inflamatórias como 

interferon gama (IFN-γ), interleucinas 2 (IL-2), IL-1, IL-12, IL-6, e o fator de necrose 
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tumoral alfa (TNF-α) (PEARCE; MACDONALD, 2002; DE JESUS et al., 2002; WYNN 

et al., 2004; WILSON et al., 2007).  Ao longo dessa fase, a maioria dos indivíduos 

infectados que vivem em áreas endêmicas são assintomáticos, mas são relatados 

quadros de dermatite cercariana, que pode se manifestar como uma urticária local, 

minutos após a infecção pelas cercárias (GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 

2009). Coincidindo com a migração e maturação sexual dos vermes adultos e 

posterior postura dos ovos pela fêmea (fase aguda postural), surgem sintomas como, 

febre elevada acompanhada de calafrios, significativa sudorese, mal-estar geral, 

astenia, tosse não produtiva, sintomas estes que são conhecidos como Síndrome de 

Katayama (COURA et al., 1970; GRYSEELS et al., 2006; BURKE et al., 2009; SOUZA 

et al., 2011). 

 

 
 
 
 

Com o início da ovipostura (fase aguda postural), entre a 4ª a 5ª semana da 

infecção, os antígenos secretados/excretados pelos ovos do parasito dão início a uma 

mudança no perfil dos mediadores imunológicos produzidos pelo hospedeiro, e a 

Figura 4. Indução da resposta imune durante infecção por S. mansoni. Fonte: Dunne; Cooke 
(2005). 
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resposta imune torna-se predominantemente Th2, sendo observado aumento de 

produção de citocinas desse perfil, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL- 13, e de quimiocinas, 

que estimulam a eosinofilia, diferenciação de macrófagos alternativamente ativados e 

a produção 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 estimulação da resposta Th2 é responsável pela formação dos granulomas 

nos tecidos onde os ovos do parasito ficam retidos, pois induz o recrutamento e 

ativação de eosinófilos, macrófagos alternativamente ativados, linfócitos T CD4+ e 

miofibroblastos ao redor dos ovos, que evoluem progressivamente para depósitos de 

fibrose, principalmente no intestino e no sistema porta-hepático (LENZI et al. 1998; 

CHEEVER et al., 2000; CORLISS et al., 2016). 

A resposta Th2 alcança seu pico na 8º semana após o início da infecção, e é, 

então, modulada negativamente com a progressão da infecção para a fase crônica 

(PEARCE et al., 1991; PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004; WILSON 

et al., 2007). Este processo de modulação ocorre principalmente via IL-10 e TGF-β, 

que regulam o balanço da resposta Th1/Th2 pela ativação de células regulatórias, 

atingindo ativação máxima por volta da 11-12ª semana de infecção (ARAÚJO et al., 

1996; PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004; WILSON et al., 2007). O 

processo modulatório está envolvido no prognóstico benigno da doença, uma vez que 

promove a redução do tamanho do granuloma (PEARCE; MACDONALD, 2002; 

LUNDY; LUKACS, 2013). 

Cogita-se que a partir do momento que a reposta imunológica é modulada, o 

início da fase crônica é estabelecido. Os sintomas clínicos da esquistossomose 

durante essa fase são atribuídos à fibrose relacionada à intensidade da resposta 

inflamatória granulomatosa induzida por substâncias líticas 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 indivíduo, representando uma intensa reação 

celular, que pode evoluir para fibrose hepática grave, também é benéfico, à medida 

que favorece a eliminação dos ovos pela mucosa intestinal e sequestra os antígenos 

liberados pelos ovos, os quais exibem efeito hepatotóxico (PEARCE; MACDONALD, 

2002; HAMS et al., 2013; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Dessa maneira, a evolução 

mais benigna da esquistossomose depende da formação e modulação dos 

granulomas. 
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2.2 Diagnóstico e Controle da esquistossomose  

O diagnóstico é realizado com base na anamnese do indivíduo aliado a 

métodos laboratoriais, sendo eles parasitológicos e/ou imunológicos (VITORINO et 

al., 2012).  

Os métodos parasitológicos se baseiam na análise macroscópica, verificando 

a consistência e presença de conteúdo sanguíneo e/ou fragmentos dos parasitos, e 

análise microscópica, avaliando a presença de ovos ou larvas dos parasitos 

eliminados junto às fezes. Dentre esses, temos os métodos qualitativos, como os 

métodos de Sedimentação Espontânea ou apenas HPJ (LUTZ, 1919; modificado por 

HOFFMAN et al., 1934) e o Centrífugo-sedimentação (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 imunológicos consistem na detecção de 

anticorpos ou antígenos circulantes, apresentando melhor eficácia no diagnóstico de 

indivíduos com infecções de baixa carga parasitaria (VAN LIESHOUT et al., 2000; 

DOENHOFF et al., 2004). Dentre esses, temos os métodos de dosagem sorológica 

dos antígenos circulantes [Antígenos Anódicos Circulantes (CAA) e Antígenos 

Catódicos Circulantes (CCA)] de S. mansoni (RABELO, 1997; GRYSSELS, 2012), 

sendo este último, embora presente no soro, também é detectado na urina (ADRIKO 

et al., 2014). 

Apesar do diagnóstico ser um grande aliado dos programas de controle da 

esquistossomose, esse conjunto ainda permanece com um grande desafio para os 

países endêmicos. As estratégias de controle se baseiam em programas públicos de 

saneamento básico, educação sanitária, controle do hospedeiro intermediário e 

tratamento das pessoas infectadas. O impacto econômico da esquistossomose é 

sentido por vários grupos sociais, principalmente pelos países pobres e pelas 

populações que vivem sob condições mais difíceis. O abastecimento de água tratada, 

as instalações sanitárias e o destino adequado dos esgotos sanitários são os recursos 

básicos de controle da doença 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 

intermediário, a partir do uso de moluscicidas químicos, causadores de alterações no 

ambiente (CARVALHO et al., 2008).  Infelizmente, o foco dos estudos continua sendo 
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o molusco, pois inúmeros estudos buscam substâncias naturais com ação 

moluscicida, além do tratamento de doentes. Em contrapartida, poucas pesquisas 

estão sendo realizadas em busca de alternativas naturais para o combate ao agente 

etiológico, S. mansoni, seja na sua forma larvária (aquática) ou adulta (nos 

hospedeiros vertebrados).  

O tratamento quimioterápico da esquistossomose é baseado no uso de apenas 

um fármaco, PZQ, eficaz na redução da morbidade, porém os resultados com o uso 

dessa droga têm sido menos promissores do que o esperado, pois seu uso extensivo 

e inapropriado culminou no aparecimento de resistência (CAFREY, 2007; 

DOENHOFF et al., 2008). Além disso, o fármaco é eficaz somente contra formas 

adultas do esquistossomo, não atuando, portanto, nas formas jovens do parasito, os 

esquistossômulos (UTZINGER et al., 2003). Dessa forma, é premente a necessidade 

de novas alternativas terapêuticas, 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 herbácea cosmopolita, encontrada na forma 

silvestre ou cultivada, procedente das Américas Central e Sul (México e outros 

países), se encontrando vastamente distribuída em regiões de clima tropical, 

subtropical e temperado. É considerada uma das espécies com maior área de 

dispersão (RIZZINI; MORS, 1976; CHEVALLIER, 1996; MORAES, 1996). No Brasil é 

extensa a sua distribuição (Figura 5), com ocorrência em todo o território (SENNA, 

2010). 

É 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 España, té 

burreno ou té hormiguero na Espanha; T’u-Ching-chieh na China; L’anserine 

vermifugue na França ou Wurmsaamen Gansefus na Alemanha (KLICKS, 1985; 

PARDO DE SANTAYNA et. al., 2005; PATRÍCIO, 2011). 
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D. ambrosioides, anteriormente, conhecida como Chenopodium ambrosioides, 

pertencia ao gênero Chenopodium, um táxon grande e morfologicamente variável de 

ervas anuais e perenes (FUENTES-BAZAN et al., 2012). Por razões morfológicas foi 

expandida a circunscrição do gênero Dysphania, compreendendo todos os táxons 

glandulares de Chenopodium. A mudança do conceito do gênero foi confirmada por 

dados moleculares e tornou-se amplamente aceita (VERLOOVE, 2013). 

Atualmente, a distribuição taxonômica desta espécie segundo Plants Database, 

(2019) é a seguinte: 

Reino: Plantae  

Subreino: Tracheobionta   

Divisão: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida    

Subclasse: Caryophyllidae       

Ordem: Carvophyllalles   

Família: Chenopodiaceae 

Gênero: Dysphania R. BR. 

Espécie: Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants 

Figura 5. Distribuição de Dysphania ambrosioides pelo Brasil. Fonte: Elaborado pelo autor de 
acordo com dados de Senna (2010). 
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D. ambrosioides é uma planta herbácea de pequeno porte com altura variando 

de 20cm até 1,50m. Apresenta propriedades aromáticas fortemente notáveis e 

características peculiares, sendo seu princípio ativo encontrado no óleo extraído de 

suas sementes (LORENZI; MATOS, 2002; ALVAREZ et al., 2011). Apresenta folhas 

com cinco lobos, de coloração verde pálido com borda dorsal serrilhada, não 

claramente definida. As sementes são marrons com ponta chanfrada (GROZEVA; 

CVETANOVA, 2013). É uma espécie vegetal que tem preferência por solos de textura 

média, com boa fertilidade e suprimento moderado de água, tolerando solos salinos. 

O desenvolvimento vegetativo é favorecido por uma boa iluminação e as plantas se 

tornam mais competitivas em regiões e em épocas de dias longos, sendo o 

florescimento estimulado por dias curtos (ZHANG et al., 2012). 

Devido ao disseminado uso terapêutico popular e a vasta distribuição no país, 

D. ambrosioides foi uma das 71 espécies escolhidas pelo Ministério da Saúde para 

integrar a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Único de 

Saúde (RENISUS) (BRASIL, 2009), onde é indicada como antiespasmódico, tônico, 

auxiliar da digestão, antirreumático e antitérmico, sendo considerada pela 

Organização Mundial da Saúde 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-

helmíntica (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-inflamatório e cicatrizante 

(RIBEIRO et al., 2004; GRASSI, 2011; SÉRVIO et al., 2011) e regeneração óssea 

(PENHA et al., 2017; PINHEIRO NETO et al., 2017;). Além disso, apresentou um efeito 

imunomodulador sobre algumas infecções, como cistite hemorrágica (SILVA et al., 

2015), sinovite (CALADO et al., 2015) e tumor de Ehrlich (NASCIMENTO et al., 2006), 

provocando aumento do recrutamento celular para órgãos linfóides secundários e 

aumento da atividade macrofágica (CRUZ et al., 2007). 

Alguns trabalhos realizados com essa mesma espécie vegetal apresentaram 

resultados promissores como esquistossomicida, daí a necessidade de mais estudos 
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nesse contexto (KAMEL et al., 2011; SOARES et al., 2017). Além disso, não há 

registros na literatura sobre a avaliação da atividade imunomoduladora dessa planta 

em indivíduos infectados com S. mansoni.  

Dessa forma, o presente trabalho se propõe em verificar o efeito anti-

esquistossomose e imunomodulador do extrato hidroalcóolico das folhas de D. 

ambrosioides frente a infecção 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 

hidroalcoólico das folhas de Dysphania ambrosioides (EDA) em camundongos 

infectados por Schistosoma mansoni. 

 

3.2 Objetivo Específicos 

• Avaliar atividade cercaricida e esquistossomicida in vitro do EDA;  

 
• Avaliar o efeito do tratamento com EDA nos diferentes estágios da infecção por S. 

mansoni em camundongos;  

 
• Avaliar a ativação da resposta imune do extrato das folhas de D. ambrosioides em 

camundongos infectados por S. mansoni. 

 
• Realizar a análise histopatológica do tecido hepático de camundongos infectados 

por S. mansoni e tratados com extrato de D. ambrosioides; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Extrato de Dysphania ambrosioides (EDA) 

4.1.1 Coleta da planta  

As partes aéreas de D. ambrosioides foram coletadas no Município 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 manhã, visando a manutenção de sua integridade e minimizando 

perdas de compostos voláteis (SIMÕES, 2003). O exemplar da planta identificado no 

Herbário do Maranhão (MAR) da Universidade Federal do Maranhão, Campus 

Bacanga, com exsicata de número 9.349 (Anexo A). 

 

4.1.2 Obtenção do extrato hidroalcoólico 

As folhas de D. ambrosioides foram secas em estufa a 37°C e trituradas em 

modinho de facas, obtendo-se 250 gramas de pó, que foi entumecido em 1000mL de 

Etanol a 70% por período de duas horas. O material foi então submetido ao processo 

de percolação exaustiva. O extrato percolado foi rotaevaporado, para remoção do 

solvente, e liofilizado (LIOTOP, L101) para remoção de água, e obtenção do extrato 

seco. Todos os procedimentos citados foram executados segundo Neiva et al (2011).  

O extrato seco foi pesado para o cálculo do rendimento (PATRÍCIO et al., 2008). 

A extração apresentou rendimento de 15,5% em relação às folhas secas. Para o uso 

foi ressuspendido em água destilada. 

 

4.2 Caramujos Biomphalaria glabrata  

4.2.1 Obtenção e manutenção 

Os espécimes de B. glabrata foram gentilmente cedidos pelo Moluscário do 

laboratório de Imunologia de Helmintos do Grupo Interdepartamental de Estudos 

sobre a Esquistossomose (GIDE), localizado no Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Seguindo as normas de transporte de 

material biológico, os caramujos foram transportados contendo a cepa LE de S. 

mansoni. Esta cepa tem sido mantida por sucessivas infecções 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 Laboratório de Parasitologia Humana (LPH) 

da Universidade Estadual do Maranhão, em aquários de vidro com água desclorada 

(GERKEN, 1977). Para sua nutrição e fortalecimento da concha, os caramujos tiveram 

como substrato uma fina camada de argila, acrescida com carbonato de cálcio e 

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

 

4.2.2 Obtenção das cercárias 

Os caramujos foram acondicionados individualmente em recipientes de vidro, 

e expostos por quatro horas à iluminação artificial em água desclorada, para estimular 

a eliminação de cercárias. As larvas obtidas foram analisadas quanto a sua 

viabilidade, posteriormente concentradas e contadas, com o auxílio de uma lupa 

esterioscópica (SMITHERS; TERRY, 1965).  

  

4.3 Avaliação da atividade cercaricida in vitro 

Foram coletadas cercárias viáveis, por foto-estimulação de caramujos B. 

glabrata. Para os ensaios foram colocadas 10 larvas em cada poço de uma placa de 

cultura com 24 poços contendo 400µL de meio de cultura RPMI em cada. Foram 

adicionados 100µL de extrato hidroalcoólico das folhas de D. ambrosioides obtendo 

concentrações finais de 10.000µg/mL, 5.000µg/mL, 1.000µg/mL, 500µg/mL e 

250µg/mL. Como controle negativo, 10 larvas foram colocadas em contato com 500µL 

meio RPMI. Para avaliação da atividade cercaricida in vitro, utilizou-se como 

parâmetro a viabilidade/mobilidade das larvas. O experimento foi realizado a 

temperatura ambiente (± 25°C) e as observações feitas em microscópio 

estereoscópico (aumento de 40x/80x) após 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 Avaliação da atividade esquistossomicida in vitro 

Os vermes foram obtidos por perfusão do sistema portal e veias mesentéricas 

com solução salina estéril (NaCl a 0,9% w/v) (SMITHERS; TERRY, 1965) de 

camundongos com sessenta dias de infecção. Vermes machos foram imediatamente 

transferidos para meio RPMI 1640 suplementado com 100µg/mL de penicilina, 
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100µg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal e lavados duas vezes com 

este meio. Os vermes foram distribuídos (dois vermes por poço) em placas de cultura 

com 24 poços com 2mL (por poço) do meio suplementado e as culturas incubadas a 

37ºC, em estufa de CO2. Duas horas após incubação, para permitir a adaptação dos 

vermes ao meio de cultura, o EDA foi adicionado nas concentrações de 250µg/mL, 

150µg/mL e 50µg/mL. Vermes incubados em meio RPMI suplementado serviram 

como grupo controle negativo. Vermes incubados em 10μg/mL de PZQ serviram como 

controle positivo. Todos os experimentos foram realizados três vezes, em 

quadruplicata, para cada grupo. Um microscópio invertido foi utilizado para avaliar as 

condições gerais dos vermes, incluindo a motilidade, alterações no tegumento e 

sobrevivência, 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 avaliação esquistossomicida e cálculo de IC50 

O tratamento foi considerado letal quando os vermes não exibiram nenhum tipo 

de movimento após 2 minutos de observação. A motilidade dos vermes foi pontuada 

após 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 pontuação foi seguinte: 3 = movimento corporal completo; 2 a 1.5 = 

mobilidade lenta e parcial; 1 = atividade mínima, mas o verme ainda vivo; 0 = verme 

morto.  

A concentração letal capaz de matar 50% dos vermes (IC50), foi expressa com 

limite de confiança de 95%, por meio do método de regressão linear, utilizando os 

dados do logaritmo da concentração das amostras versus o percentual de vermes 

mortos, para cada tempo de análise.  O software utilizado para a realização desses 

cálculos foi o GraphPad Prism versão 6 (Prism Software, Irvine, Califórnia, EUA).  

 

4.5 Avaliação 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 

Maranhão (UFMA). Todas as etapas, desde a manutenção até a experimentação dos 
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camundongos para fins de pesquisa científica, obedeceram aos princípios técnicos e 

éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório 

(SBCAL). O certificado de aprovação do Comitê de Ética para o Uso de Animais 

(CEUA) da UFMA, sob o nº 23115.003822/2016-26, consta em anexo (Anexo B). 

 
4.5.2 Infecção dos camundongos 

Os animais foram infectados por via percutânea com 50 cercárias viáveis de S. 

mansoni, obtidas de exemplares de B. glabrata provenientes da Cepa LE de Belo 

Horizonte – MG. 

 

4.5.3 Caracterização dos grupos e tratamento 

Os camundongos foram divididos em 7 grupos com 6 animais cada, sendo seis 

grupos infectados e um grupo não infectado (Quadro 1). 

 

 

Grupos Características  

Controle Limpo (L) Camundongos não infectados, que foram utilizados 
como parâmetro fisiológico. 

Controle Negativo (C-) Camundongos infectados sem tratamento.  

Controle Positivo (C+) Camundongos que foram tratados no 45º dia de infecção 
com Praziquantel durante em sete dias seguidos. 

Extrato D. ambrosioides 
1 (EDA1) 

Camundongos que foram tratados no 1º dia de infecção, 
na fase cutânea (esquistossômulo de pele), por sete dias 
consecutivos com EDA. 

Extrato D. ambrosioides 14 
(EDA14) 

Camundongos que foram tratados no 14º dia de infecção, 
na fase pulmonar (esquistossômulo pulmonar), por sete 
dias consecutivos com EDA. 

Extrato D. ambrosioides 28 
(EDA28) 

Camundongos que foram tratados no 28º dia de infecção, 
na fase de vermes imaturos (antes da ovipostura), por 
sete dias consecutivos com EDA. 

Extrato D. ambrosioides 
45 (EDA45) 

Camundongos que foram tratados no 45º dia de infecção, 
na fase de vermes maduros (após início da oviposição), 
por sete dias consecutivos com EDA. 

 

 

Quadro 1. Caracterização e descrição dos grupos controles e testes, e os seus respectivos 
tratamentos. 

 

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 não receberam nenhum tipo tratamento. No 60º dia de experimento, foi 

feita a eutanásia de todos animais (AIRES et al., 2014). Um resumo deste subtópico 

está ilustrado na Figura 6. 
 

 

 
 

 
 
4.5.4 Eutanásia dos camundongos 

Os animais foram pesados e eutanasiados com uma sobredose de anestésico 

(solução 2:1, Cloridrato de Xilasina 2% e Cloridrato de Ketamina 10%, intramuscular) 

para realização dos ensaios propostos (Figura 7). 

 

  

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

Figura 7. Organograma experimental dos ensaios realizados após eutanásia dos 
camundongos. Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.5.5 Quantificação de ovos eliminados nas fezes 

Para quantificar a presença de ovos eliminados nas fezes foi utilizada a técnica 

de ovos por grama de fezes a partir do protocolo padronizado por Negrão-Corrêa et 

al (2004). De forma resumida, as amostras de fezes foram coletadas do reto dos 

animais eutanasiados e pesadas. Foram então, diluídas em 2mL de solução salina 

(0,87% NaCl).  Após homogeneização, a amostra foi completada com 10mL de 

solução formol tamponado a 10%, e posteriormente submetidas a contagem. Para a 

quantificação, a solução fecal foi bem homogeneizada, foram preparadas seis lâminas 

com alíquotas de 100µL de cada amostra e examinadas ao microscópio óptico. 

Posteriormente, transformamos o valor obtido para ovos por grama de fezes acordo 

com a fórmula abaixo, onde: 1- Somatório de ovos encontrados em todas as lâminas 

analisadas; 2- Número de lâminas analisadas; 3- Volume final resultante da solução 

fecal; 4- Peso do material (fezes). 

 

 

4.5.6 Quantificação de ovos de S. mansoni retidos nos tecidos 

A quantificação do número de ovos de S. mansoni retido no tecido, foi realizada 

segundo Cheever (1968). Resumidamente, os fígados (lobo direito) foram separados, 

no ato da eutanásia, pesados e digeridos individualmente em solução de hidróxido de 

potássio (KOH) 5% a 37ºC por 4 h, ou até que não mais se observasse a presença de 

fragmentos de tecido. O material resultante da digestão 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 solução salina (0,87% NaCl). O 

procedimento de lavagem foi repetido cinco vezes e o material ressuspendido em 

10mL de solução salina e armazenado a 4ºC até a contagem dos ovos. Para a 

contagem, seis lâminas com alíquotas de 100µL de cada amostra foram examinadas 

ao microscópio óptico. Os ovos foram quantificados de acordo com a fórmula abaixo, 

e posteriormente apresentados como total de ovos/órgão/animal. Sendo: 1- Somatório 



24 
 

de ovos encontrados em todas as lâminas analisadas; 2- Número de lâminas 

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

 

 
 

4.6 Avaliação do tratamento com EDA sobre a resposta imune 

4.6.1 Avaliação de leucograma 

4.6.1.1 Obtenção do sangue  

Após a anestesia dos animais (descrito no tópico 4.5.4), o sangue foi obtido do 

plexo orbital. Coletado em tubo cônico de 2mL, e utilizado para fazer o esfregaço 

sanguíneo, imediatamente, 10µL de sangue. Em seguida, 20µL foram diluídos em 

400µL do Líquido de Turck (100mL de solução de ácido acético 2%, 1mL de solução 

de violeta genciana) para contagem dos leucócitos totais (ARAÚJO-JORGE; 

CASTRO, 2000). Após cinco minutos de descanso a temperatura ambiente, o tubo 

com o sangue foi acondicionado em caixa com gelo, até a formação do coágulo. Após 

centrifugação (290 G /4°C/10 minutos), o soro foi coletado foi congelado. 

 

4.6.1.2 Análise leucométrica  

A contagem global de leucócitos foi feita em câmara Neubauer, com auxílio de 

microscópio óptico de luz comum (Olympus CX40), sob aumento de 40X. Ao total de 

células contadas (N), foi aplicada a fórmula: Leucócitos/mm3 = N x 50 (ARAÚJO-

JORGE; CASTRO, 2000). 

A contagem diferencial dos leucócitos foi realizada no esfregaço sanguíneo 

corado com o kit panótico rápido (Laborclin), com auxílio de microscópio óptico de luz 

comum, sob aumento de 100X. Estabeleceu-se a quantidade de cada tipo de célula, 

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

A concentração de IgE total no soro foi estimada utilizando um kit de ELISA 

comercialmente disponível de acordo com as instruções do fabricante (Bethyl 

Laboratories Inc, Montgomery, Texas). Resumidamente, placas de 96 poços foram 

sensibilizadas com 1μL de anticorpo de captura diluído em 100μL de tampão de 

carbonato-bicarbonato com pH 9,6, para cada poço, permanecendo por 1h a 

temperatura ambiente. Após este período, as placas foram lavadas 3 vezes com 

tampão de lavagem (tampão Tris-NaCl: Tris 50 mM, NaCl 0,14 M, contendo 0,05% 

Tween 20, pH 8). As placas foram bloqueadas por 30 minutos com tampão Tris-NaCl 

contendo 1% de BSA e lavadas como descrito anteriormente. As amostras de soro 

foram diluídas (1:200) em tampão de diluição (tampão de lavagem contendo 1 % 

BSA). Concentração conhecida da proteína recombinante fornecida pelo fabricante 

também foi diluída em tampão de diluição (250 – 3,9 ng/mL), e aplicada nas placas 

para gerar a curva padrão utilizada para transformar as leituras de absorbância das 

amostras em concentração de proteína. As placas contendo as amostras foram 

incubadas a temperatura ambiente por 1h, e lavadas por 3 vezes com tampão de 

lavagem. Imunoglobulina E (IgE) presente nos poços foi revelada pela incubação com 

o anticorpo de detecção conjugado com peroxidase (1:10000) por 1 h a temperatura 

ambiente seguido por 3 lavagens, e revelação da reação através da adição do 

substrato (H2O2 0,5 M em solução de OPD 4 mM diluído em tampão citrato pH 5). As 

placas foram incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, 

e a reação foi interrompida pela adição de solução 2 N de H2SO4 (50μL/poço). A 

leitura da intensidade de cor foi realizada no leitor de microplacas com filtro de 492 

nm. 

 

4.6.3 Obtenção e contagem das células dos órgãos linfóides e peritônio 

O lavado peritoneal foi obtido com a aplicação de 5mL de PBS estéril na 

cavidade peritoneal, seguida de aspiração. O baço foi retirado, pesado e triturado em 

3 mL de PBS estéril, e a suspensão celular obtida foi mantida em banho de gelo e 

diluída 50x em PBS para contagem. Para obtenção das células da medula óssea, o 

fêmur da pata esquerda foi perfundido com 1mL de PBS. Para a contagem as 

suspensões celulares foram fixadas e coradas de cristal violeta, na proporção 9:1. As 
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contagens celulares foram realizadas em câmara de Neubauer, com auxílio de um 

microscópio óptico de luz comum (CRUZ et al., 2007). 

 

4.6.4 Contagem diferencial das células do peritônio 

Para a contagem diferencial, 200µL da suspensão celular (obtida conforme o 

tópico 4.6.2), com ajuste para 2x105 de células, foram centrifugados (800 G /4°C/3 

minutos), em Cito-Centrifuga Presvac®, e as lâminas foram posteriormente coradas 

com o kit panótico rápido (Laborclin). A contagem das células foi feita em microscópio 

óptico de luz comum, sob aumento de 100X. Estabeleceu-se a quantidade de cada 

tipo de célula, encontrada ao final da contagem de 100 células (ARAÚJO-JORGE; 

CASTRO, 2000). 

 

4.6.5 Preparação das culturas do baço e peritônio 

Células do baço (após hemólise) e peritônio foram cultivadas em placas de 96 

poços a uma concentração de 2x105 por poço, em meio RPMI 1640 suplementado 

com 2mM de L-glutamina, 23mM de L asparagina, 0,1mM de ácido pirúvico, 1mM de 

ácido fólico, 1% de estreptomicina (100μg/mL), penicilina G (100 μg/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 Avaliação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2)  

As células do peritônio foram ressuspendidas com PBS e ajustadas para 

1x106/mL, e 100μL foram transferidos para os poços de uma placa de 96 poços. Cada 

amostra foi testada em triplicata, para avaliação do NM (não marcado), DHR 

(espontâneo) e DHR+PMA (estimulado). Estas células foram incubadas a 37°C, em 

presença de DHR (Dihydrorhodamine 100 ng/mL; SIGMA-ALDRICH), por 10 minutos. 

Em seguida, tratadas ou não com éster de forbol, Phorbol-12- miristato-13- acetato 

(PMA - 50nM; SIGMA-ALDRICH) e incubadas por 1 hora a 37ºC. Em seguida foram 

lavadas com PBS, e ressuspendidas para leitura. As aquisições foram feitas em 

citômetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), no canal FL1. 

Para análise, 5000 eventos foram adquiridos, levando-se em consideração os 

parâmetros de tamanho (Forward Scatter, FSC) e complexidade celular (Side Scatter, 

SSC) para estabelecimento do gate de aquisição. Os dados foram analisados no 
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software Flow Jow® (TreeStar) e expressos em média de intensidade de fluorescência 

(MFI) e percentual de células expressando a marcação com DHR. 

 

4.6.7 Determinação da produção de óxido nítrico 

Foram transferidos 50μL dos sobrenadantes das culturas para placas de 96 

poços de fundo chato aos quais foram adicionados 50μL de reagente de Griess (1% 

de sulfanilamida/0,1% de dihidrocloreto de naftileno/2,5% de ácido orto-fosfórico) em 

temperatura ambiente por 10 minutos ao abrigo da luz. A absorbância foi determinada 

no leitor de microplaca (Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384), com filtro de 

540nm, com branco constituído por meio RPMI mais reagente de Griess. Os 

resultados obtidos em densidade óptica foram transformados em μM de NO, mediante 

equação de regressão linear com base na curva padrão obtida com concentrações 

conhecidas de nitrito de sódio (0, 5, 10, 30 e 60μM de NO) (DING; NATHAN; STUEHR, 

1988). 

 

4.6.8 Fenotipagem das células do baço e peritônio  

Para avaliação fenotípica, as células do baço e peritônio (1x106/mL) foram 

ressuspensas em 100 µL de PBS e transferidas para uma placa de 96 poços de fundo 

redondo e centrifugadas (340 G /4°C/ 3 minutos).  Após centrifugação o sobrenadante 

foi descartado e adicionou-se 200μL de PBSA 1% (PBS 1x mais BSA 1%) ao pellet 

formado para ser lavado por duas vezes. Após a lavagem foi adicionado aos poços 

50μL anticorpo Fc Block (BD Pharmingen) na proporção de 1μL do Anticorpo:100μL 

de PBSA 1% em todos os poços para incubar por 15 minutos a 4°C. Adicionou-se 

150μL de PBSA 1% e foi feita centrifugação das células a 340 G; 4ºC durante 3 

minutos. O sobrenadante foi descartado novamente e o pellet desprendido para ser 

incubado com o 100μL do mix de anticorpos e incubados durante 20 minutos ao abrigo 

da luz a 4ºC.  Passado o período de incubação foi adicionado mais 200μL de PBSA 

1% para o pellet ser centrifugado por mais duas vezes (340 G/ 4ºC / 3 min). Em 

seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido à 4% e incubadas por 15 

minutos à 4ºC ao abrigo da luz para em seguida serem novamente lavadas por mais 

duas vezes com PBSA 1%. Após a última lavagem, o pellet foi ressuspenso em 150μL 

de PBSA 1%. As suspensões de células foram transferidas para microtubos de leitura 
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para aquisição de 20000 eventos no citômetro de fluxo FACScalibur (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA).  Os dados foram analisados no programa Flow 

Jow®(TreeStar). 

Para as células do baço, foram montados 3 painéis de marcação com os 

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 

marcação com os 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 realização a marcação com os respectivos isotipos no pool 

de células. Para calibração do citômetro, foi realizado um pool de células, que foram 

utilizadas no controle branco (sem anticorpo conjugado) e três controles positivos 1, 2 

e 3 (marcados com um anticorpo conjugado com fluorocromo da molécula mais 

expressa para seu canal correspondente). 

 

 

FLUOROCROMO FITC PerCP PE PerCP-Cy5.5 

PAINEL 1 CD3 CD4 CD28 - 

PAINEL 2 CD3 CD8 CD28 - 

PAINEL 3 - - CD19 F4/80 

 

 

 

FLUOROCROMO PE-Cy7 PerCP-Cy5.5 

PAINEL 1 iNOS F4/80 

 

 

4.7 Avaliação histopatológica e histomorfometrica do tecido hepático  

Com relação à análise histológica, amostras de fígado (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 sequência de imersão em 

álcool a 70%, 80%, 95% e absoluto 1 e 2. Posteriormente foi imerso em xilol 1 e 2 

Quadro 3. Painel para marcação das células do peritônio 

Quadro 2. Painéis para marcação das células do baço 
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para clarificação e finalmente, embebido em parafina histológica para inclusão. Após 

a inclusão em parafina os blocos foram seccionados em micrótomo na espessura de 

5m e os cortes corados com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968). 

Análise histopatológica foi realizada por microscopia óptica de luz comum, 

avaliando-se parâmetros patológicos (infiltrado inflamatório, lesão tecidual, necrose, 

presença de granulomas e congestão vascular) através do sistema de escore que 

determina (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso. A análise 

histomorfometrica foi realizada por software ImageJ, em imagens de 6 campos 

aleatórios por amostra histológica para a contagem do número e área dos granulomas. 

As imagens foram feitas usando um microscópio óptico invertido (NIKON®, modelo 

eclipse Ti-U) acoplado a uma câmera digital e sistema de computador (NIS-Elements 

advanced research). Todas as avaliações foram realizadas por observadores “duplo-

cegos”. 

 

4.8 Análise estatística 

Os dados foram analisados utilizando Software Prism 6 (GraphPad, San Diego, 

CA, EUA). Os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão (S.D). A 

normalidade foi avaliada pelo teste Kolmogorov–Smirnov. O teste t de Student foi 

utilizado e o nível de significância foi de 5% (um valor de p<0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo). Para avaliação da curva de sobrevivência foi utilizada 

a curva de KaplanMeier e a análise estatística 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 exposição das cercárias de S. mansoni frente a diferentes 

concentrações do EDA, observou-se que após três horas (180 minutos) todas as 

larvas morreram. As concentrações de 10.000 µg/mL e 5.000 µg/mL as larvas 

apresentaram menor sobrevida, morrendo em 15 minutos e 30 minutos, 

respectivamente. Nas concentrações de 1.000 µg/mL e 500 µg/mL, 100% das larvas 

estavam mortas após 90 minutos. E na concentração de 250 µg/mL, as larvas 

apresentaram maior sobrevida, ficando inativas (20%) após 90 minutos, e 

completando os 100% em 150 minutos. O tempo médio de sobrevivência das 

cercárias do grupo controle foi superior a 3 horas, permanecendo viáveis em até 20 

horas (Figura 8A e B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

0 3 0 6 0 9 0 1 2 0 1 5 0 1 8 0
0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0
M e io

2 5 0 g /m L

5 0 0 g /m L

1 .0 0 0 g /m L

5 .0 0 0 g /m L

1 0 .0 0 0 g /m L

* * * *

M in u to s

V
iv

o
s

 (
%

)

M e io  2 5 0 5 0 0 1 .0 0 0 5 .0 0 0 1 0 .0 0 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

E D A  (µ g /m L )

*

*
*

* *

M
in

u
to

s
A

B

 

 

 

 

 

Figura 8. Sobrevivência de cercárias de S. mansoni (Cepa LE – Belo Horizonte/MG) durante 180 
minutos de exposição ao extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. Foram utilizadas 10 larvas 
por poço em quadruplicata em diferentes concentrações (µg/mL) do extrato. No grupo controle utilizou-
se apenas meio. (A) Avaliação do percentual de sobrevivência pela curva de Kaplan Meier e a análise 
estatística pelo teste de Log-Rank. (B) Avaliação da inatividade das larvas pela média de minutos. 
*p<005 em comparação ao controle. 
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5.2 O EDA apresenta atividade esquistossomicida in vitro 

No decorrer da exposição dos vermes machos de S. mansoni frente a 

diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides, observou-se 

que após 24 horas todos os helmintos estavam mortos. A concentração 250 µg/mL foi 

a mais efetiva, pois os vermes machos apresentaram 50% de viabilidade (com score: 

2 a 1.5) após 6 horas, e morreram (score: 0) após 9 horas de cultura. As 

concentrações de 150 µg/mL e 50 µg/mL, os vermes machos apresentaram 50% de 

viabilidade (com score: 2 a 1) após 12 horas, e morreram (score: 0) após 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) após 3 

horas, morreram após 5 horas de cultura. O tempo médio de sobrevivência dos 

helmintos do grupo controle negativo, sem exposição às 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 exposição ao extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. Foram utilizados 
dois vermes machos por poço em quadruplicata em diferentes concentrações (µg/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 
mínima ou imóvel, mas o verme ainda vivo; 0 = verme morto), e analisados pelo teste Two-way ANOVA 
(A). Para avaliação do percentual de sobrevivência foi utilizada a curva de Kaplan Meier e a análise 
estatística foi realizada pelo teste de Log-Rank (B). * p<0.05 em comparação ao controle negativo. 
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A partir do cálculo de IC50, foram estabelecidas as concentrações do extrato 

hidroalcoólico de D. ambrosioides capazes de inibir 50% de viabilidade dos vermes 

nas diferentes horas avaliadas. Essas concentrações variaram de, 178.5 a 6.5µg/mL 

(Tabela 1).  

 

 

 

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 hidroalcoólico de D. ambrosioides, em diferentes 

fases da infecção, reduziu o número total de ovos eliminados nas fezes e retidos no 

tecido hepático, apresentando eficácia semelhante ao controle positivo, e sendo 

diferente ao controle negativo (Figura 10A e B). 

 

 Tempo (horas) 

3 6 12 18 24 

IC50 - µg/mL 178.5 152.3 34.9 7.7 6.5 

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

a Os valores de IC50 apresentados foram determinados a partir de curvas de regressão sigmoidal 
feitas no programa Graph Pad Prism 6.0.   
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Figura 10.  Efeito do tratamento com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides sobre o número de ovos 
presentes nas fezes (A) e retidos no fígado (B) de camundongos infectados por S. mansoni. O número 
total de ovos eliminados por grama de fezes foi estimado a partir do método de diluição com solução salina 
(0,85% NaCl) e solução de formol tamponado a 10%. O número de ovos retidos no fígado foi quantificado pelo 
método de digestão completa com KOH 5%. No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercárias e 
eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. 
O controle positivo (C+) foi tratado (45º ao 51º 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 padrão de 6 animais por grupo. * p<0.05 em 
comparação 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 parâmetros leucométricos de camundongos 

infectados por S. mansoni 

 
Os dados relacionados ao perfil leucométrico de camundongos infectados ou 

não por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides, 

se encontram na Tabela 2 (frequência absoluta) e Tabela 3 (frequência relativa).  

A infecção (controle negativo) aumentou número de leucócitos totais, 

monócitos e eosinófilos, e reduziu o número linfócitos, quando comparado ao controle 

limpo. Os grupos tratados com D. ambrosioides, quando comparados ao controle 

negativo, apresentaram alteração do número de leucócitos totais, dependendo do 

intervalo de tratamento, sendo maior no grupo EDA14 e menor no grupo EDA45; a 

contagem diferencial mostrou redução do número de neutrófilos, monócitos e 

eosinófilos no EDA45; o grupo EDA 28 também houve redução do número eosinófilo.  

O tratamento com o extrato induziu o aumento do número de linfócitos em 

relação aos controles negativo e positivo.  

 

   

 

 

 

 

 
Célula 

(x103/ mm3) 

Grupos 

L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45 

Leucócitos  3.7 ±0.6 

 

6.5 ±0.9@ 

 

5.8 ±1.6 7.4 ±2.3 11.5 ±4.8* 

 

7.5 ±0.9 4.8 ±1.1* 

Neutrófilos  2.6 ±0.5 

 

3.0 ±0.4 

 

3.4 ±1.0 2.7 ±1.1 3.1 ±1.4 

 

2.7 ±0.8 1.9 ±0.5* 

Linfócitos  1.0 ±0.3 

 

0.6 ±0.2@ 

 

0.6 ±0.3 2.7 ±0.9*# 5.9 ±2.5*# 
 

3.0 ±0.7*# 1.7 ±0.6*# 

Monócitos  0.1 ±0.1 1.4 ±0.6@ 1.3 ±0.6 1.1 ±0.5 1.4 ±0.5 1.2 ±0.5 0.6 ±0.1* 

Eosinófilos 0 1.4 ±0.4@ 0.6 ±0.3* 0.8 ±0.5 1.1 ±0.5 0.7 ±0.2* 0.5 ±0.1* 

Tabela 2. Contagem global e diferencial de leucócitos do sangue de camundongos infectados ou 
não por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. 
 

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo 
(L) não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado 
(45º ao 51º 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 Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais por grupo.  
@ p<0.05 em comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo; # p<0.05 em 
comparação ao grupo controle positivo.  
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Em relação ao percentual do perfil leucométrico (Tabela 3), o controle negativo 

aumentou o percentual de neutrófilos, monócitos e eosinófilos, e reduziu o percentual 

de linfócitos, quando comparado ao controle limpo.  

O tratamento com o extrato, em relação aos controles negativo e positivo, 

apresentou aumento do percentual linfócitos, e redução do percentual de neutrófilos; 

além da redução do percentual de monócitos nos grupos EDA14 e EDA28. 

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

positivo) apresentaram redução do percentual de eosinófilos em relação ao controle 

negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

infectados por S. mansoni 

 

Em relação à celularidade da medula óssea (Tabela 4), o controle negativo 

aumentou o número de células, quando comparado ao controle limpo. Os grupos 

 
Célula 

(%) 

Grupos 

L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45 

Leucócitos  100 

 

100 

 

100 100 100 

 

100 100 

Neutrófilos  71.2 ±6.9 

 

46.3 ±3.5@ 

 

58.5 ±7.2 36.8 ±10.5*# 26.2 ±3.1*# 

 

36.3 ±9.3*# 39.3 ±2.7*# 

Linfócitos  26.7 ±6.6 

 

8.8 ±2.8@ 

 

10 ±3.5 37.3 ±9.4*# 51.2 ±1.9*# 

 

40 ±9.7*# 34.5 ±5.5*# 

Monócitos  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*# 

Eosinófilos 0 21.3 ±4.3@ 10.7 ±4.7* 10.8 ±4.8* 10 ±2.1* 8.8 ±1.9* 11.8 ±2.9* 

Tabela 3. Percentual total e diferencial de leucócitos do sangue de camundongos infectados ou não por 
S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. 
 

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) 
não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45º ao 
51º 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 Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais por grupo.  
@ p<0.05 em comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo; #p<0.05 em 
comparação ao grupo controle positivo. 
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tratados com D. ambrosioides, em relação controle negativo, apresentaram aumento 

no número de células no grupo EDA28. 

 

 

 

  

 

 

 

5.4.3 O tratamento com EDA reduz níveis de IgE total no soro de camundongos 

infectados por S. mansoni 

 

Em relação a dosagem das concentrações séricas de IgE total (Figura 11), o 

controle negativo apresentou aumento, em relação ao controle limpo. Entretanto, os 

grupos tratados com D. ambrosioides, em relação controle negativo, apresentaram 

redução dos níveis de IgE total nos grupos EDA28 e EDA45. 
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Órgãos 
Grupos 

L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45 

Medula 
óssea 

(x106/mL) 
1.3 ±0.6 4.3 ±1.7@ 5.8 ±1.4 5.8 ±1.3 7.4 ±3.5 7.4 ±1.6* 6.0 ±2.5 

Tabela 5. Celularidade da medula óssea de camundongos infectados ou não por S. mansoni, e 
tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides.  
 

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo 
limpo (L) não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) 
foi tratado (45º ao 51º 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.  
b Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais por grupo.  
 @ p<0.05 em comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo. 

Figura 11. Concentrações séricas de IgE total de camundongos infectados ou não por S. 
mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. O soro foi obtido de 
animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) 
não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado 
(45º ao 51º 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 comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo.  
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5.4.4 O tratamento com EDA aumenta número de linfócitos T, linfócitos B e 

macrófagos no baço de camundongos infectados por S. mansoni 

 

Em relação à celularidade total do baço (Figura 12A), o controle negativo 

aumentou o número de células, quando comparado ao controle limpo. Os grupos 

tratados com D. ambrosioides apresentaram aumento no número de células no grupo 

EDA28, em relação aos controles negativo e positivo.  

Quanto ao número de linfócitos T, linfócitos B e macrófagos no baço (Figura 

12B, C e D), o controle negativo aumentou número de todos os subtipos celulares 

caracterizados, quando comparado ao controle limpo. Os grupos tratados com D. 

ambrosioides, em relação aos controles negativo e positivo, apresentaram aumento 

no número de todos subtipos celulares no grupo EDA28; e no grupo EDA14 houve 

aumento apenas de linfócitos B. 
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Figura 12. Celularidade total (A) e caracterização fenotípica dos linfócitos T (B), linfócitos B (C) e 
macrófagos (D) do baço de camundongos infectados ou não por S. mansoni, e tratados ou não com 
extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. As células do baço foram obtidas dos animais que, no dia 0 
foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) não foi infectado. O controle 
negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45º ao 51º 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 suspensão celular do baço foi 
contada em câmara de Neubauer. Os esplenócitos foram marcados com anticorpos específicos e foi 
realizada análise das frequências absolutas. Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais 
por grupo. @ p<0.05 em comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo; 
#p<0.05 em comparação ao grupo controle positivo.  
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5.4.5 O tratamento com EDA aumenta número de linfócitos T auxiliares e citotóxicos 

no baço de camundongos infectados por S. mansoni 

 
Em relação ao número de linfócitos T auxiliares (Figura 13A e B), o controle 

negativo aumentou o número de células, mas não alterou o número das células que 

expressam CD28, quando comparado ao controle limpo. Os grupos tratados com D. 

ambrosioides apresentaram aumento de linfócitos T CD4 e das células que expressam 

de CD28 no grupo EDA28, em relação aos controles negativo e positivo.  

Quanto aos linfócitos T citotóxicos (Figura 13C e D), o controle negativo 

aumentou o número de células e das que expressam CD28, em relação ao controle 

limpo. Os grupos tratados com D. ambrosioides apresentaram aumento de linfócitos 

T CD8 e das células que expressam de CD28 no grupo EDA28, em relação aos 

controles negativo e positivo. 
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Figura 13. Caracterização fenotípica dos linfócitos T auxiliares (A e B) e linfócitos T citotóxicos 
(C e D) do baço de camundongos infectados ou não por S. mansoni, e tratados ou não com 
extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides.  As células do baço foram obtidas dos animais que, no 
dia 0 foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) não foi infectado. 
O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45º ao 51º 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 
esplenócitos foram marcados com anticorpos específicos e foi realizada análise das frequências 
absolutas. Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em 
comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo; #p<0.05 em 
comparação ao grupo controle positivo.  
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5.4.6 O tratamento com EDA não altera celularidade da cavidade peritoneal de 

camundongos infectados por S. mansoni 

 
Em relação à contagem total ou diferencial de células peritoneais (Tabela 5), o 

controle negativo aumentou número de células peritoneais totais, de macrófagos, 

linfócitos e eosinófilos, em relação ao controle limpo.  

O tratamento com o EDA, em relação ao controle negativo, aumentou o número 

de neutrófilos, com exceção do grupo EDA14; e aumentou o número de linfócitos no 

grupo EDA14. 

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

positivo) apresentaram redução de mastócitos em relação ao controle negativo. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Células 

(x106/ mL) 

Grupos 

L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45 

Células 
Peritoneais 

1.0 ±0.3 

 

8.6 ±3.7@ 

 

6.0 ±2.7 9.5 ±2.1 13.9 ±6.4 

 

12.0 ±4.6 10.7 ±3.2 

Macrófagos 0.5 ±0.1 

 

3.8 ±1.8@ 

 

3.0 ±1.7 4.1 ±1.3 6.0 ±3.6 5.1 ±2.1 5.1 ±1.5 

Neutrófilos 0.2 ±0.1 

 

0 

 

0 1.7 ±1.2* 0.2 ±0.3 

 

1.1 ±0.5* 0.6 ±0.3* 

Linfócitos 0.2 ±0.1 

 

1.6 ±0.7@ 

 

1.1 ±0.4 1.1 ±0.4 4.0 ±1.6* 

 

2.3 ±0.8 1.6 ±0.5 

Eosinófilos 0 2.9 ±1.3@ 1.9 ±0.9 2.6 ±0.5 3.5 ±2.4 3.5 ±1.4 3.4 ±1.4 

Mastócitos 0.1 ±0.1 0.2 ±0.1 0* 0* 0* 0* 0* 

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

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo 
limpo (L) não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) 
foi tratado (45º ao 51º 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 Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais por grupo.  
@ p<0.05 em comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo. 
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5.4.7 O tratamento com EDA não altera os percentuais de macrófagos e expressão 

de iNOS em células da cavidade peritoneal de camundongos infectados por S. 

mansoni 

  
Em relação a caracterização fenotípica dos macrófagos (Figura 14A) e 

expressão da enzima iNOS (Figura 14B), o controle negativo aumentou o percentual 

de macrófagos, mas não alterou o percentual de expressão da iNOS, em relação ao 

grupo limpo.  

Os grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel não 

apresentaram alteração no percentual de macrófagos e expressão da iNOS, em 

relação ao controle negativo. 
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Figura 14. Percentual da análise fenotípica de macrófagos (A) e expressão de iNOS (B) em células 
da cavidade peritoneal de camundongos infectados ou não por S. mansoni, e tratados ou não com 
extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides.  As células peritoneais foram obtidas dos animais que, no 
dia 0 foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) não foi infectado. O 
controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45º ao 51º 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 
específicos ou para estimar a produção de H2O2 pelo método DHR, e em seguida, avaliadas em citômetro 
de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). Os valores representam a média ± desvio padrão de 6 animais 
por grupo. @ p<0.05 em comparação ao controle limpo; *p<0.05 em comparação ao controle negativo; 
#p<0.05 em comparação ao grupo controle positivo. 
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5.4.8 O tratamento com EDA reduz produção peróxido de hidrogênio em células da 

cavidade peritoneal de camundongos infectados por S. mansoni 

 
Em relação a produção de peróxido de hidrogênio avaliada nas células 

peritoneais (Figura 15), o controle negativo apresentou aumento espontâneo e 

estimulado (PMA), em relação ao controle limpo. O tratamento com D. ambrosioides, 

no grupo EDA1, ou com praziquantel apresentou redução da produção espontânea 

de peróxido de hidrogênio nas células peritoneais, em relação ao controle negativo. 
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Figura 15. Avaliação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) em camundongos infectados 
ou não por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. Foram 
utilizadas células do peritônio (1x106/mL) de todos os camundongos para estimar a produção de H2O2 a 
partir do método DHR, e avaliadas em citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). No dia 0 os 
camundongos foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (L) não foi 
infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45º ao 
51º 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 padrão de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparação ao 
controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo. 
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5.5 Avaliação histopatológica e histomorfométrica do tecido hepático 

5.5.1 O tratamento com EDA reduz infiltrado, necrose, lesão tecidual e presença de 

granuloma em tecido hepático de camundongos infectados por S. mansoni 

 
Em relação a análise histopatológica do fígado (tabela 6), o controle negativo 

apresentou aumento de todos os parâmetros analisados, em relação ao controle 

limpo.  

Em comparação ao controle negativo, o tratamento com D. ambrosioides, no 

grupo EDA28, ou com praziquantel apresentou redução em todos os parâmetros 

analisados; O grupo EDA1 apresentou redução em todos os parâmetros, exceto na 

necrose; o grupo EDA14 apresentou redução de lesão tecidual e presença de 

granuloma; o grupo EDA45 apresentou redução de congestão vascular.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Grupos 

L C- C+ EDA1 EDA14 EDA28 EDA45 

Infiltrado 1 ±0 3 ±0@ 2 ±0* 2 ±0* 3 ±0 2 ±0* 2.5 ±0.5 

Necrose 0 2 ±0@ 1 ±0* 1.5 ±0.5 1.5 ±0.5 1 ±0* 1.5 ±0.5 

Lesão 
tecidual 

1 ±0 3 ±0@ 2 ±0* 2 ±0* 2.3 ±0.5* 2 ±0* 2.5 ±0.5 

Presença de 
granuloma 

0 3 ±0@ 1 ±0* 2 ±0* 2 ±0* 1.5 ±0.5* 3 ±0 

Congestão 
vascular 

1 ±0 2 ±0@ 1 ±0* 1 ±0* 1.5 ±0.5 1.5 ±0.5 1 ±0* 

Tabela 6. Análise histopatológica do tecido hepático de camundongos infectados ou não por S. 
mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. 
 

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo 
(L) não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado 
(45º ao 51º 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 análise foi realizada em cortes histológicos (corados com HE) da parte central do lobo lateral 
esquerdo do fígado (4 lâminas por grupo). A avaliação realizada com base no escores: 0= ausente; 1= 
leve; 2= moderado; 3= intenso. 
b Os valores representam a média ± desvio padrão de 4 animais por grupo.  
@ p<0.05 em comparação ao controle limpo; * p<0.05 em comparação ao controle negativo. 
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5.5.2 O tratamento com EDA reduz área e número dos granulomas no tecido hepático 

de camundongos infectados por S. mansoni 

 

Quanto ao número de granulomas por área no tecido hepático (Figura 16A e 

17), o tratamento com D. ambrosioides, exceto no EDA45, ou com praziquantel 

apresentou redução, em relação ao controle negativo. 

Em relação a análise da área dos granulomas no tecido hepático (Figuras 16B 

e 18), os grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel apresentaram 

redução da área, em relação ao controle negativo. O grupo EDA1 apresentou redução 

da área do granuloma, em relação ao controle positivo. 
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Figura 16. Análise morfométrica da área (A) e número (B) de granulomas no tecido hepático de 
camundongos infectados ou não por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico 
de D. ambrosioides. A análise foi realizada através do software ImageJ em imagens de cortes 
histológicos (corados com HE) da parte central do lobo lateral esquerdo do fígado (4 lâminas por grupo) 
de animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo 
(L) não foi infectado. O controle negativo (C-) não recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado 
(45º ao 51º 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 padrão de 4 animais por grupo. * p<0.05 em 
comparação ao controle negativo; # p<0.05 em comparação ao controle positivo. 
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Figura 17. Fotomicrografia de cortes histológicos hepáticos de camundongos infectados ou não 
por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides corados com 
HE (40x). As imagens representam número de granulomas sobre área do tecido hepáticos de animais 
que, no dia 0 foram infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O controle negativo (A) não 
recebeu tratamento. O controle positivo (B) foi tratado (45º ao 51º 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 
(EDA45) (F) foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. 
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Figura 18. Fotomicrografia de cortes histológicos hepáticos de camundongos infectados ou não 
por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides corados com 
HE (100x). As imagens representam áreas dos granulomas hepáticos de animais que, no dia 0 foram 
infectados com 50 cercárias e eutanasiados no 60º dia. O grupo limpo (A) não foi infectado. O controle 
negativo (B) não recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45º ao 51º 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 DISCUSSÃO 

Em síntese, os dados apresentados neste trabalho mostram que o tratamento 

com o EDA apresentou ação esquistossomicida in vitro e in vivo, e ação 

imunumoduladora sobre a infecção. 

No ensaio cercaricida, todas as larvas morreram após três horas de exposição 

a diferentes concentrações do extrato. A disposição do EDA na água deve ser 

considerada como um fator de estresse químico, podendo alterar o comportamento e 

a expressão das larvas de maneira pontual ou duradoura (FEIL; FRAGA 2012; 

ROQUIS et al., 2015), onde a presença de macromoléculas solúveis presente no 

meio, sobre as cercárias  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 avaliação do efeito esquistossomicida de uma substância é importante 

conhecer a biologia do parasito, dessa maneira, parâmetros como, motilidade e 

alterações morfológicas, associados diretamente a mortalidade, são indicadores para 

tal efeito (KATZ, 2008). Em relação à atividade esquistossomicida in vitro, o EDA se 

mostrou eficaz nas três concentrações testadas, levando os vermes a morte em até 

24 horas de cultura, com diferença em relação ao grupo controle negativo, onde os 

vermes permaneceram viáveis em até 48 horas. 

Os bioensaios realizados por Soares et al (2017) evidenciaram que o óleo 

essencial de D. ambrosioides, nas maiores concentrações, apresentou atividade 

esquistossomicida, matando os vermes adultos em até 72 horas de cultura, com 

relatos de alteração tegumentar e redução da atividade motora, até morte total dos 

vermes adultos. Esses relatos corroboram com os achados em nosso estudo. 

A ação do EDA pode estar relacionada às alterações no sistema 

neuromodulador ou neurotransmissor do parasito, pois estes, como serotonina, 

dopamina, acetilcolina, adrenalina, neuropeptídeos e glutamato, são responsáveis 

pela variedade de movimentos ondulatórios e peristálticos propagados ao longo da 

sua extensão corporal (SANGSTER et al., 2005; NOEL et al., 2008; MARKS; MAULE, 

2010; TAMAN; RIBEIRO, 2011). Além disso, a ação do EDA pode estar associada ao 

tegumento de Schistosoma spp., que está envolvido em uma variedade de funções 

que são importantes para o verme, como a absorção de nutrientes, presença de 

proteínas responsáveis pela manutenção 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; XIÃO et al., 2002; DOENHOFF et al., 2008). Assim, sugere-

se que sistema neuromodulador ou neurotransmissor e o tegumento do parasito sejam 

os principais alvos na ação esquistossomicida do EDA presente no meio.  

O grupo não tratado não apresentou qualquer alteração na viabilidade, 

atividade motora e tegumento dos vermes adultos, comprovando que os efeitos 

estavam relacionados a ação do extrato (DE MELO et al., 2011). No grupo tratado 

com PZQ, os vermes morreram em até 5 horas de cultura, pois sua ação 

esquistossomicida interfere na homeostasia dos íons de cálcio, provocando 

contrações musculares continuas e lesões no tegumento dos parasitos, que os levam 

a morte (ALMEIDA et al., 2011; GODINHO et al., 2014). 

A caracterização química do EDA utilizada no presente estudo, realizada por 

Gomes (2018), revelou a presença de dezesseis compostos, tendo como majoritários 

aqueles derivados da Quercetina e Kaempferol (Apêndice A). Matos et 

al (2014) observaram que os flavonoides derivados da quercetina inibem o 

desenvolvimento do protozoário Neospora caninum in vitro. Já Helgren et al (2015) 

evidenciaram que os análogos da quercetina apresentaram 

efeitos antiparasitários contra o protozoário Plasmodium falciparum.  

Por sua vez, Ferreira et al (2011) e Akkari et al (2014) constataram atividade 

anti-helmíntica de extratos aquosos e etanólicos de Artemisia sp. contra Haemonchus 

contortus, Angiostrongylus cantonensis e S. mansoni in vitro, sendo que a análise 

química desses extratos revelou a presença proeminente dos flavonoides quercetina 

e apigenina.  

Apesar das propriedades e mecanismos de ação anti-helmíntica da quercetina 

ainda não estarem bem elucidados, tem havido grande interesse nas atividades 

biológicas desse flavonoide para uma variedade de doenças (D'ANDREA, 

2015). Nossos resultados, in vitro, sugerem que a ação anti-Schistosoma do EDA 

sobre as cercárias e vermes adultos podem estar diretamente associados à 

quercetina, um dos principais flavonoides encontrado no extrato. 

Com resultados promissores da atividade esquistossomicida in vitro, nós 

propusemos avaliar o efeito esquistossomicida e imunomodulador do EDA em 

camundongos experimentalmente infectados por S. mansoni. Para realização desta 

etapa, avaliamos parâmetros parasitológicos, imunológicos e histopatológicos. 
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Iniciando com avaliação dos parâmetros parasitológicos, que são essenciais 

para a triagem de compostos anti-esquistossomóticos e/ou drogas eficazes no 

combate a helmintos in vivo, temos: avaliação da carga parasitária dos animais 

tratados, avaliação quantitativa dos ovos distribuídos no tecido hepático, quantificação 

dos ovos eliminados pelas fezes e contagem dos granulomas no fígado 

(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 hepático, em comparação aos animais infectados 

(controle negativo).  

A avaliação da carga parasitária em relação a eliminação de ovos nas fezes, 

de acordo com a Organização Mundial de Saúde (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 eficácia semelhante a 

grupo PZQ, e sendo significativamente diferente do grupo controle negativo, na qual 

a carga parasitária foi superior a 500 opg por fezes. 

Quanto à redução no número de ovos do tecido hepático dos camundongos 

infectados tratados com EDA, nós acreditamos ter ocorrido, principalmente, pela 

redução dos vermes no hospedeiro, tendo em vista a eficácia esquistossomicida in 

vitro do extrato. Dessa maneira, havendo redução dos vermes, consequentemente 

ocorrerá redução da carga parasitária, resultando numa diminuição correspondente 

do número 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 redução acentuada do 

número de ovos de S. mansoni no tecido. 

Em outros trabalhos, a espécie vegetal D. ambrosioides apresentou ação anti-

helmíntica, comprovada por Sousa et al (1991), Pessoa et al (2001), e mais 

recentemente por  Zamilpa et al (2018), bem como uma ação promissora anti-

Schistosoma, relatada por Kamel et al (2011) com extrato metanólico, por Silva (2012) 

e por Soares (2017), com óleo essencial. 

Na esquistossomose, em torno de 40 a 50% dos ovos produzidos pelos vermes, 

ficam retidos nos tecidos do hospedeiro, principalmente no fígado, provocando uma 

reação inflamatória imunogênica, granulomatosa e fibrótica, que causam doença 
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intestinal ou hepatoesplênica (PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004; 

GRYSEELS et al., 2006; SOUZA et al., 2011). Como o EDA apresentou potencial na 

redução da carga parasitária, avaliamos parâmetros histopatológicos no tecido 

hepático dos animais infectados e tratados com esse extrato. 

A resposta imunológica sobre a infecção por S. mansoni apresenta um 

predomínio de resposta do tipo 1 na fase aguda pré-postural, e predomínio de uma 

resposta do tipo 2 após a ovoposição (fase aguda pós-postural). O predomínio Th2 é 

importante na defesa do hospedeiro através da formação do granuloma, que limita os 

antígenos liberados pelos ovos e reduz o dano tecidual (ANDRADE, 2009; CHUAH et 

al., 2014). O granuloma é formado pela interação dinâmica e intricada entre célula-

célula, e célula-matriz do tecido afetado, e aquelas recrutadas da circulação. Os 

linfócitos T CD4+ e B, macrófagos e eosinófilos, em consequência de um estímulo 

frente à antígenos solúveis dos ovos, modificam a produção e deposição da matriz 

extracelular heterogênea, que resulta na formação 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 reduções na 

deposição de ovos, na formação, na área e no número dos granulomas sobre o tecido 

hepático, corroborando com a literatura (ZAIA, 2015). 

Estudos tem evidenciado o potencial anti-inflamatório do EDA na redução da 

formação do granuloma (IBIRONKE et al., 2007; PERREIRA et al., 2009; 

TRIVELLATO-GRASSI et al., 2013). Por sua vez, o composto majoritário deste 

extrato, a Quercetina, é um flavonoide que também apresenta efeito hepatoprotetor e 

antifibrótico (HERNÁNDEZ-ORTEGA et al., 2012). O tratamento com o EDA em 

animais infectados, evidenciou redução de todos os parâmetros patológicos avaliados, 

tais como, infiltrado inflamatório, lesão tecidual, necrose, presença de granulomas e 

congestão vascular, quando comparados aos animais infectados tratados ou não com 

PZQ. Dessa forma, sugere-se que o tratamento com EDA apresenta efeito 

hepatoprotetor, reduzindo a atividade granulomatosa sobre o tecido hepático. 

Além do mais, os animais infectados e tratados com EDA apresentaram 

redução da área do granuloma e em sua quantidade sobre o tecido hepático. 

Guimarães et al (2015) demonstraram melhora da doença hepática, a partir do 

tratamento com alcaloide Epiisopiloturina, havendo a redução do diâmetro dos 

granulomas, e sugerindo em seu estudo, que isso ocorreu devido a intervenções 
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imunológicas e ações imunomoduladoras do alcaloide. Já Aires et al (2014) 

associaram a redução no tamanho do granuloma à atividade anti-inflamatória da Beta-

lapachona. Deste modo, sabendo que o EDA possui efeito anti-inflamatório, além de 

compostos com potencial efeito hepatoprotetor e antifibrótico, é provável que o EDA 

tenha modulado favoravelmente a resposta imune granulomatosa, não causando 

danos exacerbados no tecido hepático dos animais. 

Em continuidade, avaliamos fatores que estão diretamente associados à 

morbidade da doença, como leucometria global e diferencial (PELLEGRINO; KATZ, 

1968). A contagem leucométrica no sangue dos animais infectados sem tratamento, 

apresentou aumento de leucócitos totais, monócitos, eosinófilos e neutrófilos 

(percentual), e redução de linfócitos. Em animais imunocompetentes, oscilações na 

mobilização de células para o sangue periférico são esperadas à medida que o 

sistema imune combate infecções causadas por diversos agentes etiológicos 

(DESCAT, 2002). Por sua vez, sempre ocorre aumento progressivo do número de 

leucócitos entre a 8ª até a 10ª semana de infecção por S. mansoni (FERNANDES, 

2016), bem como o aumento de monócitos (LAROCCA et al., 2004; ZAIA, 2015) 

eosinófilos (SOUZA et al., 2011), e neutrófilos (SHAMRI et al., 2011). 

Quanto ao perfil leucométrico no sangue dos animais infectados e tratados com 

EDA, em relação aos animais infectados sem tratamento (controle negativo), 

percebeu-se, dependendo do intervalo de tratamento, o aumento leucócitos totais, e 

dentre os diferenciais, apenas os linfócitos obtiveram aumento significativo. Essa 

leucocitose nos grupos tratados com EDA ocorreu devido a uma provável 

linfoproliferação induzida pelo extrato (PEREIRA et al., 2010; SILVA et al., 2015). 

Além disso, ressalta-se que os eosinófilos exibem um grande papel na 

modulação da resposta imunológica frente às infecções helmínticas (CARA et al., 

2000; GENTIL et al., 2013), principalmente como protetor na resposta imune frente a 

infecção 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 redução de eosinófilos, quando comparados aos 

animais infectados sem tratamento. Assim, sugerimos que o tratamento com o extrato 

apresentou potencial em regular a resposta inflamatória da infecção por S. mansoni, 

que é responsável pela indução do aumento de eosinófilos. 

A redução de eosinófilos no sangue também ocorreu no grupo infectado e 

tratado com PZQ. Segundo Souza et al (2007), após a quimioterapia específica com 
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PZQ, os indivíduos infectados apresentam valores normais de leucócitos, 

principalmente de eosinófilos, que são o tipo celular predominante em hospedeiros 

infectados (OVINGTON; BEHM, 1997). 

Como o tratamento com EDA evidenciou redução da carga parasitária, o 

próximo passo do presente estudo foi avaliar os parâmetros imunológicos, que 

segundo Chaiworaporn et al (2005), na infecção por S. mansoni, a redução da carga 

parasitária, realizada com composto anti-esquistossomótico, está diretamente 

relacionada a ação sinérgica do sistema imune do hospedeiro. Dessa maneira, com 

alterações do perfil leucométrico no sangue dos animais infectados e tratados com 

EDA, avaliamos o órgão responsável pela produção de células, a medula óssea, além 

da dosagem do anticorpo IgE. 

O EDA é considerado um extrato seguro, pois segundo Pereira et al. (2010), 

apesar do EDA induzir a alterações renais pontuais em doses altas, não apresenta 

toxicidade subcrônica na dose terapêutica (5mg/kg) e não causou morte dos animais 

mesmo em dose 100 vezes maior. A dose utilizada neste estudo, já padronizada no 

estudo de Silva (2012), foi de 50mg/kg, não apresentando toxicidade, uma vez que os 

grupos infectados e tratados nessa dose, apresentaram aumento no número células 

da medula, em relação ao grupo infectado, possivelmente, porque o EDA apresenta 

potencial imunoestimulador, e pode ter aumentado o recrutamento de células para 

esse órgão linfoide (CRUZ et al., 2007). 

O grupo infectado e tratado com PZQ, não apresentou diferenças em relação 

ao grupo infectado, ou infectado e tratado com EDA, denotando provavelmente 

ausência de toxicidade relacionada à droga neste compartimento, e corroborando com 

alguns trabalhos, que evidenciam, uma droga segura e com baixa toxicidade e 

ausência de potencial mutagênico, carcinogênico e teratogênico (FROHBERG, 1989; 

VALE et al., 2017). 

Além de células da imunidade inata, anticorpos como a imunoglobulina E (IgE), 

produzidas por linfócitos B, estão diretamente envolvidos na imobilização ou 

destruição do parasito S. mansoni em associação com populações de células 

efetoras, tais como eosinófilos (CAPRON; CAPRON, 1992; ZHANG; MUTAPI, 2006). 

A IgE age como anticorpo opsonizante para fixar os eosinófilos fagocitários aos 

helmintos, e permitir que as principais proteínas básicas e catiônicas dos eosinófilos 

sejam liberadas para se centrarem sob os alvos de morte extracelular do parasito 

(ZHANG; MUTAPI, 2006), proporcionando, redução da carga parasitária, do número 
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de eosinófilos e dos níveis plasmáticos de IgE (GAMA, 2010). Os animais infectados 

e tratados com EDA apresentaram redução dos níveis de IgE total, em relação ao 

grupo infectado sem tratamento. Logo, sugere-se que o tratamento com EDA ao 

diminuir a carga parasitária, modula a resposta imune a favor do hospedeiro, 

diminuindo a resposta inflamatória ocasionada pela infecção, responsável pela 

indução de eosinófilos e altos níveis de IgE. 

Em relação ao baço, realizamos avaliação da celularidade total, tendo em vista 

que, este é o maior órgão linfoide interposto entre a circulação sistêmica e a portal 

(TISCHENDORF, 1985), onde juntamente com o fígado, é um dos órgãos diretamente 

afetados pelo parasito da espécie S. mansoni, ocasionando o aumento de celularidade 

e hiperplasia desse órgão, com desenvolvimento de esplenomegalia relacionada à 

fibrose (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 número 

de células em relação 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 

proliferação de células para o baço (CRUZ et al., 2007). 

Tendo em vista o aumento da celularidade do baço, realizamos à 

caracterização dos esplenócitos. Assim, evidenciamos nos animais infectados, 

aumento de linfócitos T, B e macrófagos. Durante a infecção por S. mansoni, supõe-

se que as células T normalmente medeiem os mecanismos reconhecimento, que 

permitem aos hospedeiros sobreviverem, incluindo formação de granuloma, o 

desenvolvimento de anticorpos específicos aos antígenos dos ovos e a regulação de 

processos inflamatórios (PEARCE; MACDONALD, 2002; HOFFMANN et al., 2002). 

As células B apresentam a função de proteger o hospedeiro em estágios posteriores 

durante a infecção, impedindo o avanço crônico e excessivamente grave da doença, 

por regularem a inflamação hepática e desenvolvimento de hipertensão portal mais 

grave (HERNANDEZ et al., 1997; JANKOVIC et al., 1998; ZARETSKY et al., 2009). 

Além dos linfócitos, os macrófagos apresentam-se essenciais para a sobrevivência do 

hospedeiro durante a fase crônica da infecção, 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 proliferação de linfócitos murinos e 
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induzindo o recrutamento de macrófagos (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 número de linfócitos T, linfócitos B e 

macrófagos no baço. Por outro lado, diversos estudos evidenciaram que atividade 

biológica do EDA pode estar associada a outros componentes presente no extrato. 

Macdonald et al (2004) trabalharam com fração hexânica 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 

predominância de fitol e ausência de ascaridol, mostrou atividade profilática em 

camundongos infectados com Strongyloides venezuelensis. Um dos compostos 

majoritários do EDA, utilizado neste estudo, é o flavonoide Quercetina, relatado em 

literatura com inúmeras atividades, como, anti-inflamatória, antioxidante, 

anticarcinogênica, antiviral, antiulcerogênica, antitrombótica, anti-isquêmica, 

antialérgica e hepatoprotetora (BEHLING et al., 2004; FORMICA et al, 1995). Logo, 

sugere-se para estudos futuros, a investigação do efeito desse composto sobre o 

sistema imune e sua ação imunomoduladora. 

Quanto a análise de duas subpopulações celulares de linfócitos T, os animais 

infectados apresentaram aumento do número de células TCD4+ e TCD8+. Garcia et 

al. (1986) demonstraram que indivíduos infectados com S. mansoni, as células T 

aumentavam em número e totalizavam em média 55% dos esplenócitos totais, com 

subpopulações linfocitárias CD4+ e CD8+ equivalentes. Isso ocorre porque a resposta 

granulomatosa é dependente de linfócitos T CD4+ específicos contra antígenos 

parasitários, linfócitos T CD8+ e linfócitos B, que atuam produzindo citocinas e 

modulando tal resposta (MUTAPI et al., 2017). 

Os animais infectados e tratados com EDA, apresentaram aumento do número 

de células TCD4+ e TCD8+, e das células que expressam CD28, em relação 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 produção de IL-4 e IL-5 na presença de antígenos de ovos de 

S. mansoni (KING et al., 1996). Diante do exposto, é possível que o tratamento com 

EDA, além do efeito de induzir linfoproliferação, apresenta potencial em induzir, 

primariamente, a resposta do tipo 2.  
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 A infecção por S. mansoni provoca intensa resposta granulomatosa 

inflamatória sobre os órgãos do sistema porta-hepático dos hospedeiros, 

principalmente fígado, baço e intestino, chegando a atingir graus extremos de 

severidade (SILVA-SOUZA; VASCONCELOS, 2005). Em virtude disso, realizamos 

avaliação da celularidade total e diferencial da cavidade peritoneal, verificando que os 

animais infectados apresentaram aumento número de células peritoneais totais, de 

macrófagos, linfócitos e eosinófilos. Possivelmente isso ocorreu, porque durante a 

infecção portal sistêmica da esquistossomose, há o recrutamento de eosinófilos, 

células mononucleadas, mastócitos e macrófagos, em defesa a ação de antígenos 

secretados pelos ovos e pelos vermes adultos (LAROCCA et al., 2004; ZAIA, 2015).  

O tratamento com EDA em animais infectados, aumentou o número de 

neutrófilos, em relação aos animais infectados sem tratamento. Sousa et al. (2012), 

mostraram que o tratamento com EDA, induziu aumento do número de neutrófilos na 

cavidade peritoneal, corroborando com nossos achados. Gomes (2018) constataram 

que o EDA tem potencial para regular as funções dos neutrófilos, em contextos de 

ativação demasiada. Então, propõe-se que além da indução do aumento de 

neutrófilos, o EDA apresenta potencial em regular as atividades efetoras dessas 

células, uma vez que, a sua ativação desregulada ou sua manutenção durante 

processos inflamatórios, associa-se ao desenvolvimento ou piora de doenças 

inflamatórias (PINEGIN et al., 2015). 

Larocca et al (2004) verificaram a migração crescente de mastócitos na 

cavidade peritoneal dos camundongos infectados por S. mansoni, sugerindo a 

participação destes granulócitos na resposta inflamatória crônica experimental. Os 

animais infectados que receberam tratamento com EDA, apresentaram redução do 

número de mastócitos. Os efeitos anti-inflamatórios do EDA têm sido demonstrados 

em diferentes modelos experimentais, onde Calado et al (2015) evidenciaram que o 

tratamento com EDA reduziu inflamação sinovial e as alterações comportamentais 

causadas pela dor; Silva et al (2015) demonstraram efeito anti-inflamatório do EDA 

sobre a cistite hemorrágica, com diminuição o peso e a hemorragia da bexiga; Rios et 

al (2017) mostraram que o EDA diminuiu o crescimento bacteriano e, 

concomitantemente, evitou a resposta inflamatória exacerbada sistêmica observada 

na sepse; E Pereira et al (2018) observaram que o tratamento com EDA reduziu 

citocinas inflamatórias (IL-6 e TNF-α) que participam diretamente do desenvolvimento 

e manutenção do processo inflamatório na artrite reumatoide. Assim, sugere-se que o 
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tratamento apresentou eficácia em regular a resposta inflamatória da infecção por S. 

mansoni, responsável pela indução do recrutamento de mastócitos.  

Apesar dos animais infectados e tratados com EDA não apresentarem 

diferenças no número de macrófagos da cavidade peritoneal em relação aos outros 

grupos, essas células totalizaram em média, mais de 50% das células peritoneais. 

Deste modo, avaliamos a caracterização fenotípica dos macrófagos e sua ativação 

pela expressão da enzima iNOS e produção de peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Os macrófagos são células hematopoiéticas especializadas que desenvolvem 

um papel importante na homeostase, remodelação de tecido e na defesa contra 

patógenos (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009). Dependendo do tipo de citocinas 

no microambiente em que os macrófagos se encontram, podem ser diferencialmente 

ativados em M1 (ou classicamente ativado) ou M2 (alternativamente ativados) 

(STRAUSS-AYALI et al., 2007). Os macrófagos M1 possuem alta capacidade anti-

inflamatória por meio da produção de espécies reativas de nitrogênio, como óxido 

nítrico (NO), através da enzima iNOS, e espécies reativas de oxigênio, como peróxido 

de hidrogênio (H2O2) (PAIXÃO E SILVA et al., 2011). Os macrófagos M2 modulam a 

resposta inflamatória do tipo 1, e promovem e regulam a resposta imune do tipo 2, 

além de promoverem uma reparação tecidual (GORDON, 2003). Os animais 

infectados e tratados com EDA, não apresentaram diferença quanto aos percentuais 

de macrófagos e sua ativação, assim, não foi possível inferir qual dos subtipos de 

macrófagos estava ativado. 

Na avaliação da produção de H2O2 nas células da cavidade peritoneal, os 

animais infectados apresentaram aumento espontâneo e estimulado (PMA) de H2O2. 

A elevada produção de H2O2 em infecções por S. mansoni tem sido associada a um 

sistema constituído por células monocíticas/macrofágicas, que tem o importante papel 

de realizar a fagocitose de partículas, antígenos e patógenos (SHOKOUH-AMIRI et 

al., 1990; BRANDT et al., 2005). Quando ativadas, estas células produzem grandes 

quantidades de agentes microbicidas altamente reativos derivados do oxigênio, tais 

como o ânion superóxido (O2
-), que, por ação da enzima superóxido 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 redução da produção 

espontânea de H2O2 nas células peritoneais. De acordo com Brunk e Cadenas (1988), 
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a produção de H2O2 além de outros componentes tóxicos para os lisossomos, são 

fabricados em grandes quantidades durante a fagocitose, sendo considerados de 

grande importância para os mecanismos de defesa do hospedeiro durante o processo 

inflamatório por S. mansoni. Em contrapartida, estudos realizados por Shaheen et al. 

(1994) evidenciaram que o tratamento com Praziquantel reduz ou estabiliza o 

processo inflamatório, ocasionando a possível redução da produção de H2O2. De 

maneira semelhante, em nosso estudo, os animais infectados e tratados com PZQ 

tiveram redução da produção espontânea de H2O2 nas células peritoneais. Nesse 

contexto, o EDA apresentou desempenho similar ao PZQ. 

Além disso, a redução espontânea de H2O2 dos animais tratados com o EDA 

pode ter ocorrido porque o extrato apresenta efeito antioxidante, devido a presença 

de compostos fitoquímicos antioxidantes, tais como flavonóides, terpenos e esteroides 

(DE FEUDIS et al., 2003; TAKEOKA; DAO, 2003), onde, possivelmente, inibiu ou 

regulou a produção espontânea de H2O2. Todavia, apesar do EDA apresentar 

atividade antioxidante, tal efeito não é irrerversivel, uma vez que, a adição do estímulo 

com PMA sobre as células peritoneais dos animais tratados, induziu aumento de H2O2 

em todos os grupos. 

Dessa maneira, nossos resultados apoiam a ideia preliminar de que o EDA 

apresenta atividade anti-esquistossomótica, e é capaz modular a resposta imune a 

favor do hospedeiro vertebrado, regulando o processo inflamatório granulomatoso 

ocasionado pela esquistossomose. Além disso, nos fornece a perspectiva em avançar 

nas investigações dos compostos isolados presentes no EDA, na avaliação dos 

possíveis efeitos antiparasitários e imunomoduladores sobre as diferentes fases de S. 

mansoni. 
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7 CONCLUSÕES 

Diante dos resultados expostos podemos concluir que o tratamento com extrato 

hidroalcoólico das folhas de D. ambrosioides na infecção por S. mansoni: 

 

• Apresenta da atividade cercaricida e esquistossomicida in vitro; 

• Reduz ovos de S. mansoni no tecido hepático e nas fezes; 

• Aumenta número de linfócitos e induz redução do número de eosinofilos no 

sangue;  

• Aumenta celularidade da medula óssea; 

• Aumenta celularidade da do baço, com significativo aumento de linfócitos T 

auxiliares, T citotóxicos, linfócitos B; 

• Aumenta número de neutrófilos e reduz número de mastócitos na cavidade 

peritoneal; 

• Reduz a produção de peróxido de hidrogênio pelas células peritoneais; 

• Reduz área e a quantidade de granulomas sobre o tecido hepático. 
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APÊNDICE A 

 

Tabela 7. Composição química do extrato hidroalcoólico de Dysphania ambrosioides 

 (M-H)
-
 MSn Compostos 

1 191 173; 127; 85 Ácido quínico 

2 193 135 Ácido glucorônico 

3 285 257 Kaempferol 

4 295 163 Ácido p-coumaroil-xilose 

5 301 285; 267; 241; 173 Hesperetina 

6 431 285 Kaempferol-3-O-alfa-L-
raminosideo 

7 463 301 Quercetina-3-O-glicosideo 

8 563 431;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 ” - 
Rhamnoside 

12 595 301; 151 Quercetina-3-O-
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 

Análise realizada por espectrometria de massas. M-H (massa do composto menos um 
H) e MSn (Íon filho) 
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Figura 19. Estratégia de análise para identificação de linfócitos T, linfócitos B e macrófagos 
do baço dos animais. As células do baço foram obtidas dos animais infectados ou não por S. 
mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. As células foram 
marcadas com anticorpos específicos para linfócitos T, B e macrófagos. Para análise das células 
inicialmente, foi feita a seleção da região contendo as células de interesse, característica dos 
esplenócitos no gráfico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 18A). Para 
análise dos linfócitos T foi feita a seleção da região positiva para CD3+ no histograma baseado em 
CD3 (canal 1) (Figura 18B). Para análise dos linfócitos B foi feita a seleção da região positiva para 
CD19+ no histograma baseado em CD19 (canal 2) (Figura 18C). Para análise dos macrófagos foi 
feita a seleção da região positiva para F4/80+ no histograma baseado em F4/80 (canal 3) (Figura 
18D).  
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Figura 20. Estratégia de análise para identificação de linfócitos T auxiliares e T citotóxicos do 
baço dos animais. As células do baço foram obtidas dos animais infectados ou não por S. mansoni, 
e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. Para análise das células 
inicialmente, foi feita a seleção da região contendo as células de interesse, característica dos 
esplenócitos no gráfico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho (FSC) (Figura 19A). Para 
análise das subpopulações majoritárias de linfócitos T selecionou-se os parâmetros e as regiões 
duplo-positivas em CD3 (canal 1) versus CD4 (canal 3) para linfócitos T auxiliares (CD3+/CD4+) 
(Figura 19B) e CD3 (canal 1) versus CD8 (canal 3) para linfócitos T citotóxicos (CD3+/CD8+) (Figura 
19C). Para avaliação da expressão das moléculas co-estimuladoras dos linfócitos T auxiliares e 
citotóxicos foram selecionadas as regiões positivas para o CD28 no histograma baseado em CD28 
(canal 2) (Figura 19D). 
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Figura 21. Estratégia de análise para identificação de macrófagos e expressão da iNOS em 
células peritoneais dos animais. As células peritoneais foram obtidas dos animais infectados ou 
não por S. mansoni, e tratados ou não com extrato hidroalcoólico de D. ambrosioides. Para análise 
das células, inicialmente, foi feita a seleção da região contendo as células de interesse, 
característica das células peritoneais no gráfico baseado em granulosidade (SSC) versus tamanho 
(FSC) (Figura 20A). Para análise dos macrófagos foi feita a seleção da região positiva para F4/80+ 
(canal 3) (Figura 20B). Em seguida foi avaliada a expressão da iNOS na região positiva para iNOS+ 
(canal 3) (Figura 20C). 
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Anexo A 

Voucher exsicata Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo B: Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animai 
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ANEXO B 

Parecer do comitê de ética 
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ANEXO C 

Carta de Submissão de Artigo 

Revista: Mediators of Inflammation (Impact Factor 3.549) 
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ANEXO D 

Carta de Submissão de Artigo 

Revista: Acta Parasitológica (Impact Factor 1.039) 

 

 

 


