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Onde vocé vé um obstaculo,

alguém vé o término da viagem

e o outro vé uma chance de crescer.

Onde vocé vé um motivo pra se irritar,

Alguém vé a tragédia total

E o outro vé uma prova para sua paciéncia.

Onde vocé vé a morte,

Alguém vé o fim

E o outro vé o comeco de uma nova etapa...

Onde vocé vé a fortuna,

Alguém vé a riqueza material

E o outro pode encontrar por tras de tudo, a dor e a miséria total.
Onde vocé vé a teimosia,

Alguém vé a ignorancia,

Um outro compreende as limitagdes do companheiro,
percebendo que cada qual caminha em seu préprio passo.
E que ¢é inttil querer apressar o passo do outro,

a nao ser que ele deseje isso.

Cada qual vé o que quer, pode ou consegue enxergar.
"Porque eu sou do tamanho do que vejo.

E nao do tamanho da minha altura."

Fernando Pessoa



A minha familia, por ser meu incentivo, forca, apoio e
motivac¢io a cada dia.

Dedico
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RESUMO

No mundo cerca de 240 milhdes de pessoas estdo infectadas pelo helminto
Schistosoma mansoni, representando sério problema de saude publica. Considerada
doenca negligenciada, a terapéutica da esquistossomose € limitada, com Praziquantel
(PZQ), mas efeitos colaterais e resisténcia parasitaria ja tem sido relatado. Este
guadro torna necessaria a Pesquisa e Desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos alternativos e/ou complementares. Neste sentido, os produtos naturais,
especialmente de origem vegetal, representam importantes fontes de compostos
bioativos, passiveis de ocasionarem efeitos sinérgicos com o Praziquantel. Assim, o
objetivo desse estudo foi avaliar a eficicia e seguranca do extrato das folhas de
Passiflora edulis Sims. (nome vernacular: maracuja) como alternativa e/ou
complemento terapéutico ao praziquantel no controle da esquistossomose mansoni
experimental. Folhas de P. edulis foram coletadas em areas de cultivo, em Pago
Lumiar, Maranh&o, Brasil; submetidas a extracao padronizada por maceragcao em 70%
etanol no hidromédulo 1:8. Inicialmente foram realizados ensaios in vitro de
citotoxicidade (células linhagem GM-0754 e atividade hemolitica) e de eficacia
(avaliacdo esquistossomicida sobre a viabilidade de vermes adultos e inibicdo da
oviposi¢do) com extrato hidroetandlico das folhas de P. edulis (EPE) em diferentes
concentracbes. Posteriormente, foram realizados ensaios in vivo, empregando
camundongos Swiss, divididos em 05 grupos (n: 06 animais/grupo): controle sadio
(animais nao infectados e nem tratados); controle negativo (animais infectados sem
tratamento); controle positivo (animais infectados tratados com PZQ 50mg/Kg), grupo
EPE (animais infectados tratados com extrato hidroetandélico das folhas de P. edulis
50mg/Kg) e grupo EPE+PZQ (animais infectados tratados com extrato hidroetandlico
das folhas de P. edulis 50mg/Kg em associagdo ao Praziquantel 50mg/Kg); sendo os
animais infectados com 50 cercéarias de S. mansoni no dia 0, tratados do 45 ao 51°
dia apo6s a infeccdo de eutanasiados no 90° dia pos-infecgdo. Os resultados ndo
evidenciaram citotoxicidade em nenhuma dose testada de EPE. O EPE apresentou
atividade esquistossomicida e inibicdo da oviposi¢cao significativa nos testes in vitro.
Nos ensaios in vivo, 0 EPE reduziu o nimero de ovos nas fezes bem como os retidos
nos tecidos hepético e intestinal. O EPE também reduziu a extensao dos granulomas
hepaticos. Este efeito foi potencializado quando o EPE foi associado ao PQZ. Com
base nos dados obtidos pode-se concluir que o EPE tanto quando usado isoladamente
guanto em associacdo com PZQ possui efeito antiesquistossomicida contribuindo
para a diminuicdo da eliminacdo de ovos nas fezes e assim, diminuicdo da
disseminagéo da doenca.

Palavras-chave: Esquistossomose; Maracuja; Citotoxicidade; Parasitol6gico;
Histopatologia.



ABSTRACT

Around 240 million people worldwide are infected by the helminth Schistosoma
mansoni, representing a serious public health problem. Considered a neglected
disease, the treatment of schistosomiasis is limited, with Praziquantel (PZQ), but side
effects and parasite resistance have already been reported. This picture makes
Research and Development of new alternative and/or complementary therapeutic
agents necessary. In this sense, natural products, especially those of plant origin
represent important sources of bioactive compounds, likely to cause synergistic effects
with Praziquantel. Thus, the objective of this study was to evaluate the efficacy and
safety of Passiflora edulis Sims. (vernacular name: passion fruit) as an alternative
and/or therapeutic complement to praziquantel in the control of experimental
schistosomiasis mansoni. P. edulis leaves were collected from cultivated areas, in
Paco Lumiar, Maranh&o, Brazil; submitted to standardized extraction by maceration in
70% ethanol in 1:8 hydromodule. Initially, in vitro tests of cytotoxicity (GM-0754 cell
line and hemolytic activity) and efficacy (schistosomicide evaluation on adult worms
viability and inhibition of oviposition) were performed with hydroethanolic extract of P.
edulis leaves (EPE) at different concentrations. Subsequently, in vivo assays were
performed using Swiss mice, divided into 05 groups (n: 06 animals/group): healthy
control (non-infected and untreated animals); negative control (infected animals
without treatment); positive control (infected animals treated with PZQ 50mg/Kg), EPE
group (infected animals treated with hydroethanolic extract of P. edulis 50mg/Kg) and
EPE+PZQ group (infected animals treated with hydroethanolic extract of P. edulis
leaves 50mg/Kg in association with Praziquantel 50mg/Kg); the animals were infected
with 50 cercariae of S. mansoni on day O, treated from day 45 to 51 after infection and
euthanized on day 90 post-infection. The results showed no cytotoxic at any tested
dose of EPE. EPE showed significant schistosomicidal activity and oviposition
inhibition in in vitro tests. In the in vivo assays EPE reduced the number of eggs in
feces as well as those retained in liver and intestinal tissues. EPE also reduced the
extent of liver granulomas. This effect was enhanced when EPE was associated with
PQZ. Based on the date obtained, it can be concluded that EPE, both when used alone
and in association with PZQ, has an antischistosomicidal effect, contributing to a
decrease in the elimination of eggs in the feces and thus reducing the spread of the
diasease.

Keywords: Schistosomiasis; Passionflower; Toxicity; Parasitology; Histopathology



1 INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni € uma doenca infecto-parasitaria de substancial
relevancia no panorama de saude publica mundial, considerada como doenca tropical
negligenciada em 78 paises. Ocasionada pelo helminto trematédeo Schistosoma
mansoni, a doengca acomete cerca de 200 milhbes de pessoas em todo o mundo,
levando a obito cerca de 6,4 milhdes, perdendo apenas para a malaria como a
principal causadora de morbidade entre as demais doencgas parasitarias (WHO, 2014;
WHO, 2017; WHO, 2018; VERJEE, 2019).

No Brasil, estima-se que cerca de 1,5 milhdes de pessoas vivem em areas sob
risco de contrair a doenga, devido a extrema pobreza e saneamento basico precario,
fatores ligados a presenca do hospedeiro intermediario da espécie endémica S.
mansoni, representado por caramujos do género Biomphalaria (SCHOLTE et al.,
2014; WHO, 2018). Os casos de esquistossomose no pais ocorrem principalmente na
faixa litoranea do estado do Maranhdo até o Espirito Santo e o estado de Minas
Gerais, onde ainda se encontram regides com prevaléncia igual ou superior a 15%
(NOYA et al., 2015).

A contaminagdo da esquistossomose mansonica ocorre pela presenca dos
seus hospedeiros; com ciclo heteroxénico, envolvendo dois seres distintos e
ambientes diferentes, sendo o hospedeiro intermediario vivente de ambiente
dulcicolas, como algumas espécies de moluscos de género Biomphalaria, que
contaminados atuam na producdo continua de larvas denominadas como cercarias,
sendo infectantes para o hospedeiro definitivo, que incluem mamiferos vertebrados,
tais como o homem, sendo este o hospedeiro classico definitivo (MIRANDA et al.,
2015; SIMOES et al,.2017; MORAES et al., 2019).

A quimioterapia é uma estratégia geral para o controle da esquistossomose,
entretanto, o Unico farmaco utilizado atualmente para esse fim é o Praziquantel®, que
€ eficaz sobre os vermes adultos de S. mansoni, porém ndo altera as lesdes
histopatolégicas ja instaladas, as quais podem deixar sequelas irreversiveis
(MORAES et al.,, 2011). Diante dessa problemética, é necessario Pesquisa &
Desenvolvimento (P & D) visando novas alternativas e/ou complementos terapéuticos

no combate a infeccéo (LEITE et al., 2017).



No processo de descoberta e desenvolvimento de compostos
farmacologicamente ativos, 0s recursos naturais, especialmente de origem vegetal,
representam importante fonte de drogas. A rica diversidade ecossistémica do planeta
e flora cientificamente desconhecida, associada aos avangos dos estudos quimicos e
farmacoldgicos, tém estimulado a pesquisa com espécies vegetais com potencial
terapéutico, principalmente as de uso popular tradicional, contribuindo efetivamente
para obtencdo de novos produtos bioativos, medicamentos semissintéticos ou como
protétipo para sintese de moléculas mais ativas e/ou seletivas (MARTINS; GARLET,
2016).

A validagéo de espécies vegetais visa & comprovacao da seguranga (auséncia
de efeitos téxicos e inexisténcia de contaminantes nocivos a saude), eficacia
(comprovacao dos efeitos terapéuticos) e qualidade (obediéncia ao conjunto de
critérios que caracterizam o material vegetal para o uso ao qual se destina); o que
exige o0 atendimento a determinagbes legais vigentes como qualquer outro
medicamento (BRASIL. Resolu¢gdo CNS-MS n° 196/96; BRASIL. Resolugdo ANVISA-
MS n° 899/03) e determinacdes legais especificas (BRASIL. Resolu¢do ANVISA-MS
n° 48/04; BRASIL. Decreto n® 5813/06; BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA-MS n°
14/2010; BRASIL. Resolugdo RDC ANVISA-MS n°26/2014).

O género Passiflora € o de maior numero de espécies descritas com cerca de
520; sendo destaque no Brasil pela diversidade, com 83 espécies endémicas dentre
150 espécies nativas (BERNACCI et al., 2015). As espécies de Passiflora sao
conhecidas popularmente como maracujazeiros, ocorrendo variagdes de acordo com
a espécie (MESQUITA, 2019). O Brasil € o maior produtor e consumidor de maracuja
detendo cerca de 70% da producdo mundial (FALEIRO et al., 2005; COELHO et al.,
2011), e devido ao seu crescente uso terapéutico e suas atividades comprovadas, a
espécie P. edulis Sims estd incluida oficialmente na bibliografia da Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 2019).

A composicdo quimica das folhas de P. edulis tem sido muito estudada,
evidenciando a presenca de alcaloides, flavonoides e triterpenos (COSTA, 2016). Na
pratica popular é utilizado como sedativo, cicatrizante, antioxidante, anti-inflamatorio
e antihipertensivo (SOUZA, 2016; BRASIL, 2016).



Considerando a elevada prevaléncia de esquistossomose e comprovacéo da
resisténcia do parasito aos esquemas terapéuticos usuais, logo com necessidade de
pesquisa e desenvolvimento (P & D) de novas opg¢des terapéuticas, especialmente na
perspectiva de contribuicdo efetiva na implantacdo da Fitoterapia na Assisténcia a
Saude com os estudos de validacdo de espécies vegetais da flora brasileira, com
destaque a espécies do género Passiflora; esse projeto propde a continuidade dos
estudos do Grupo de Produtos Naturais e do Grupo de pesquisa do Laboratério de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), com espécies
vegetais nativas da flora brasileira e de grande ocorréncia no estado do Maranhéo,
com potencial terapéutico.

Estudos antiesquistossomotico realizados por Rodrigues et al (2020), utilizando
a espécie Dysphania ambrosioides demostrou a reducao significativa de ovos de S.
mansoni eliminados nas fezes e retidos no tecido hepatico, infiltrado inflamatorio,
lesdo tecidual, necrose e congestdao vascular em animais tratados com D.
ambrosioides, cuja espécie possui potencial anti-inflamatério (PEREIRA et al., 2010)
comprovado. Sabendo que Passiflora edulis também possui efeito anti-inflamatério
(SILVA, et al, 2001) e estudos anteriores ja demonstraram algumas atividades
biolégicas importantes dessa espécie vegetal, como atividade giardicida (Neiva et al.,
2014) e anti-helmintico (SANGEETHA et al., 2010). Entretanto ndo h& relatos de
estudos esquistossomicida utilizando extrato de P. edulis.

Diante disso o objetivo do estudo € investigar a eficicia e seguranca do extrato
das folhas de P. edulis no controle de S. mansoni como alternativa ou complemento
terapéutico ao Praziquantel.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Esquistossomose mansonica
2.1.1 Ecoepidemiologia

A esquistossomose €é uma doenca infecto parasitaria, negligenciada,
ocasionada por trematddeos pertencentes ao género Schistosoma, com elevado
interesse clinico e socioeconémico (MARTINS-MELO, 2014; WHO, 2015; AMARAL et
al., 2017; WHO, 2020).

Dentre as espécies responsaveis pela infeccdo, seis possuem relevancia por
afetar o ser humano, conhecidas como Schistosoma mansoni Sambon,
1907, Schistosoma japonicum Katsurada, 1904, Schistosoma haematobium Bilhartz
1852, Schistosoma mekongi Voge, Brickner & Bruce 1978, Schistosoma intercalatum
Fischer 1934 e Schistosoma guineenses, distribuidas em regifes geograficas distintas
no mundo (Figura 1), pertencentes ao filo Platelminthes Gegenbauer 1859, classe
Trematoda Rudolphi 1808, subclasse Digenea Carus 186, ordem Schistosomatoidea
Stiles & Hassal 1898, familia Schistosomatidae Stiles & Hassal 1898, género
Schistosoma Weiland 1858 (BERGQUIST et al, 2017; BUTROUS, 2019; WHO, 2020).

B cuaerevaliEncia
Il FREVALENCIA MODERADA
BAIXA PREVALENCIA

Figura 1. Distribuicdo mundial de algumas espécies de Schistosoma capazes de infectar
humanos. Fonte. BUTROUS, 2019.



Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS) em 2018 a esquistossomose
foi classificada em segundo lugar no ranking mundial de doencgas infecto parasitarias,
ocasionando cerca de 200 mil mortes anuais, ficando atrds da malaria. Em 2019 a
doenca foi notificada em 78 paises, afetando em média 240 milhdes de pessoas e
com estimativa de aproximadamente 10% da populagcdo mundial (~779 milhdes)
esteja sob risco de contaminac¢éo, por habitarem ou residirem em regides endémicas
localizadas em paises em desenvolvimento, situados na Africa, Asia e América Latina.
Contudo dentre os paises notificados, 19 ndo possuem ocorréncias de novos casos
nos ultimos cinco anos, o que pode indicar uma possivel interrupcdo da doenca
nesses paises, e em 52 tem transmissfes notificadas de moderada a alta. (GBD,
2017; WHO, 2020).

A origem do parasito supostamente decorre da Asia, que se dispersou para
Africa, tendo indicios da porta de entrada no Brasil ter ocorrido através do trafico de
escravos, sendo o pais mais afetado das Américas, com estimativa de 42,9 milhdes
de pessoas sob risco de infeccao e cerca de 1,5 milhdes de infectados (GENTILE et
al., 2012; LAWTON et al, 2011; SANTOS et al, 2017; BRASIL, 2017; MORAES et al.,
2019). A unica espécie encontrada no pais é S. mansoni, considerada endémica,
estando presente em 19 estados da Federacao Brasileira, com registros entre os anos
de 2008 e 2016 de aproximadamente 500 morte anuais, totalizando 4.473 6bitos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017; 2021).

No pais, o parasito tem como &reas endémicas e focais os seguintes estados:
Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo,
Minas Gerais, Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa
Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal (BRASIL, 2017
MARTINS et al., 2019; MINISTERIO DA SAUDE, 2021) (Figura2).
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Figura 2. Distribuicdo geografica esquistossomose no Brasil segundo a média do percentual de
positividade por municipio. Brasil, 2009-2020. Fonte. MINISTERIO DA SAUDE, 2021.

Entre os estados brasileiros, Minas Gerais possui uma elevada importancia
epidemiolégica para a infec¢cdo no pais, uma vez que a doenga prevalece em 61%
dos seus municipios (NOYA et al., 2015; FERREIRA et al., 2017). Contudo a regido
nordeste do pais evidencia taxas elevadas em numeros de casos e frequéncia da
doenca, devido a precariedade de saneamento béasico, pobreza, habitos de vida
(pesca e agricultura), migracdo populacional, clima, presenca de hospedeiros
intermediérios, além das grandes planta¢cdes que sdo mantidas por irrigacédo, que se
transformam em verdadeiros criadouros de moluscos vetores propiciando condi¢des
ideais para sua manutencdo (PARAENSE, 2001; KLOOS et al.,, 2010; SANTOS;
MELO, 2011).

Outro fator a ser considerado na manutencdo de S. mansoni no pais é a
presenca de vertebrados mamiferos que atuam como reservatorios do parasito (REY,
1993; GENTILE et al., 2012). Algumas espécies foram descritas como capazes de

potencializar a disseminagdo da esquistossomose em areas endémicas, por serem



passiveis de contaminacao por S. mansoni e possuirem modo de vida semiaquaticos,
como os roedores Holochilus sciureus e Nectomys squamipes aquaticus (MARTINS
et al., 1955; VEIGA-BORGEAUD et al., 1986; GENTILE et al. 2012; MIRANDA et al.,
2015).

No Maranhdo, a esquistossomose esta presente em 49 dos 217 municipios,
sendo 22 municipios endémicos localizados na Baixada Ocidental Maranhense
(CANTANHEDE et al., 2014; MONTEIRO et al., 2018) (Figura 3). Estudos realizados
por Mendes (2019) demostram que 0S municipios com maior numero de casos da
esquistossomose na baixada, entre os anos de 2007 a 2016 foram: Cururupu (6.453
casos), Bacuri (5,820), Apicum-acu (5,029), S&o Bento (3,292), Serrano do Maranhao
(2,344) e Peri-mirim (1,384) que corresponderam a 69,9% dos casos da doenca no
estado do Maranhéo.
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Figura 3. Mapa densidade de casos de esquistossomose por municipio no estado do Maranhé&o,
2007 a 2016. Fonte. MENDES, 2019.



2.1.2 Ciclo biolégico

S. mansoni possui um ciclo bioldgico heterdxeno (Figura 4), envolvendo a fase
de reproducdo assexuada no hospedeiro intermediario (espécies de caramujos do
género Biomphalaria) e a fase de reproducdo sexuada no hospedeiro definitivo
(vertebrados, especialmente o homem e pequenos mamiferos) (KATZ; ALMEIDA,
2003; CRISCIONE et al., 2009; WEERAKOON et al., 2015).

As espécies de hospedeiros intermediarios pertencem a seguinte taxonomia:
género Biomphalaria Preston, 1910, filo Mollusca Linnaeus, 1758, classe Gastropoda
Cuvier 1797, subclasse 7 Pulmonata Cuvier 1817, ordem Basommatophora Schmidt
1855 e familia Planorbidae Rafinesque, 1815 (MALEK, 1985; PARAENSE, 2004;
JARNE et al., 2011). Somente as espécies Biomphalaria glabrata (Say, 1818),
Biomphalaria tenagophila (Orbigny, 1835) e Biomphalaria straminea (Dunker, 1848),

foram encontradas naturalmente infectadas e tém importancia na transmisséo da
esquistossomose no Brasil (PARAENSE, 1972; BUTROUS, 2019).

oz

Vermes adultos

Humano

" . (Hospedeiro definitivo)
Schistosoma sp. \

S. mansoni

Miracidio N ——— Caramujo

Figura 4. Ciclo Biolégico da Schistosoma mansoni. (1) Os ovos excretados nas fezes do hospedeiro
definitivo eclodem ao contato com a &gua, liberando miracidios (2), que penetram no caramujo
hospedeiro intermediario (Biomphalaria spp.) Dentro do caramujo, os miracidios se transformam em
esporocistos, que por sua vez produzem novas filhas esporocistos. reproducéo assexuada. Apds 30
dias, as cercarias emergem do caramujo em resposta a luz solar (4) e (5), penetram na pele de um
hospedeiro humano (na pele), as caudas caem e as larvas se transformam em esquistossémulos. Os
esquistossdmulos penetram nos vasos sanguineos venosos e sdo levados até os pulmdes pelo coragéo
e, em seguida, entram na circulacgéo (6). (7) Ao atingirem o sistema porta hepatico, os esquistossomos



migram para as veias mesentéricas do figado, onde amadurecem e se tornam adultos de sexos
separados e copulam. Os vermes fémeas migram para as veias mesentéricas do intestino, onde a
fémea produz os ovos. Os ovos séo liberados na corrente sanguinea, passam pela parede intestinal e
s&o excretados nas fezes, iniciando novamente o ciclo. Fonte. LICA, 2020.

O ciclo de vida inicia quando os ovos sdo eliminados através das fezes de
pessoas infectadas, que ao entrarem em contato com a agua, eclodem e liberam
miracidios, que sdo guiados por estimulos quimicos e luminosos para penetrar no
hospedeiro intermediario (GRYSEELS et al., 2006; CARVALHO, 2016).

Uma vez que os miracidios penetram no caramujo, hospedeiro intermediario,
perdem sua estrutura ciliada, ocorrendo modificagcfes fisiologicas, dando origem a
esporocistos primarios e, ap6s 14 dias, esporocistos secundarios (CARVALHO, 2016).
Apbs ocorrer sua reproducdo assexuada dando origem a cercérias (forma larvéaria) de
Schistosoma mansoni, e serem liberadas em ambientes aquaticos por estimulos
provocados pela temperatura e luminosidade, nadam por até 72h em busca do
hospedeiro definitivo (WOLMARANS et al., 2002; GRYSEELS et al., 2006; MCMANUS
et al.,, 2018). As cercarias possuem em sua estrutura morfolégica uma cauda
bifurcada de aproximadamente 300 mm e comprimento em torno de 0,2 mm por 0,07
mm de largura (KATZ; ALMEIDA, 2003; NEVES et al., 2016).

Ao penetrarem na pele ou mucosa do hospedeiro definitivo, ocorre o inicio a
fase sexuada do ciclo, decorrendo a alteragbes morfofisioldgicas, causadas pelas
mudancas de osmolaridade e temperatura, transformando-as em esquistossémulos
(KATZ; ALMEIDA, 2003; JAMIESON, 2016; CARVALHO, 2016; MCMANUS et al.,
2018). Estes migram da derme e para os pulmdes através da corrente circulatéria,
onde sofrem a fase de alongamento chamado de esquistossomulo pulmonar (REY,
2008). Apos esta etapa, eles caem novamente na corrente sanguinea chegando as
veias do sistema porta-hepético, onde vai ocorrer a maturagdo sexual dos vermes e o
acasalamento (WILSON et al., 1978, CRABTREE; WILSON, 1986; KRAUTZ-
PETERSON et al., 2009). Os vermes adultos alcangam entre 1 a 2 cm de comprimento
e 0,3 a 0,6 mm de largura; sdo dioicos com corpo cilindrico, possuindo duas ventosas,
tegumento complexo, trato digestivo cego e 6rgaos reprodutivos (LAMBERTUCCI,
2010; VALE et al., 2012; JAMIESON, 2016). O macho possui um canal ginecéforo, no

gual a fémea se instala e, quando acasalados, percorrem pela corrente sanguinea até
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as veias mesentéricas, onde as fémeas iniciam a oviposi¢do (LAMBERTUCCI, 2010;
VALE et al., 2012; NEVES et al., 2016).

A producao de ovos ocorre entre o periodo de 5 a 7 semanas apos a infeccao,
sendo eliminados juntos ao bolo fecal, ocasionando manutencéo ao ciclo (COLLEY et
al., 2014). Entretanto pode ocorrer o transporte de alguns ovos pela circulagao
sanguinea para outros orgdos, decorrendo uma reacgdo inflamatoéria granulomatosa
em torno da regido onde ficam retidos, quando nao deixam os vasos, e se acumulam
nos orgaos internos pelo fluxo sanguineo, especialmente no figado, onde tornam-se
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 sao
inicialmente encontrados nas fezes apos 40 dias da infeccdo, reiniciando o ciclo
(SIQUEIRA-BATISTA et al.,, 1998; LENZI et al., 2008; SOUZA et al.,, 2011,
CARVALHO, 2016).

2.1.3 Diagnéstico

O diagnostico € realizado com a investigacdo clinica do paciente, utilizando
métodos laboratoriais auxiliado & anamnese do paciente (VITORINO et al., 2012). O
método de diagnostico mais utilizado entre os métodos laboratoriais € a deteccao de
ovos do parasito nas fezes, entretanto com o0 passar dos anos ocorreram diversas
alteracdes no diagndstico dos detritos fecais, visto que a pessoa que detivesse uma
carga parasitaria baixa, dificulta a deteccdo de ovos pelo exame fecal, podendo
ocorrer uma prevaléncia subestimada, dificultando o controle da doenca (WHO, 2009;
TEIXEIRA, 2011). Perante isso, 0s ensaios imunoldgicos e a biologia molecular
apresentam alternativas no diagnéstico da infeccdo (TEIXEIRA, 2011; GRYSEELS,
2012).

2.1.3.1 Métodos parasitolégicos

Os exames parasitologicos para deteccdo da infeccdo embasam-se em: (a)
andlise macroscopica, investigando a consisténcia, presenca de sanguinea e/ou
por¢cdes do parasito; e (b) analise microscopica, investigando a presenca de ovos ou
larvas dos parasitos eliminados junto as fezes. Dentre as andlises, temos 0s métodos
qualitativos, como, métodos de Sedimentacdo Espontanea ou apenas HPJ (LUTZ,
1919; modificado por HOFFMAN et al., 1934) e o Centrifugo-sedimentac&o (MIFC) ou
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método de Blagg (BLAGG et al., 1955); e os métodos quantitativos mais usuais sédo
os métodos de KatoKatz (KATO; MIURA, 1954; modificado por KATZ et al., 1972) e
Helmintex® (TEIXEIRA et al., 2007).

2.1.3.2 Métodos imunolégicos

Os métodos imunoldgicos baseiam-se na descoberta de anticorpos (deteccao)
ou de antigenos circulantes, com maior eficacia no diagnéstico de individuos
infectados com baixa carga parasitaria (VAN LIESHOUT et al., 2000; DOENHOFF et
al., 2004). Os métodos utilizados sdo o de dosagem soroldgica dos antigenos
circulantes [Antigenos Anddicos Circulantes (CAA) e Antigenos Catddicos Circulantes
(CCA)] de S. mansoni (possibilidade de deteccdo na urina) (RABELO, 1997;
GRYSSELS, 2012; ADRIKO et al., 2014).

2.1.3.3 Ensaios de biologia molecular

As técnicas de biologia molecular possuem ferramentas importantes para
diagnéstico de diversos patdégenos, por possuir alta sensibilidade e capacidade de
diferir as espécies pertencente ao mesmo género. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase - do inglés Polymerase Chain Reaction (PCR) identificou S. mansoni em
amostras fecais e de urina pertencente de humanos, bem como em caramujos
infectados (STEINAUER et al., 2010). Além do que, marcadores genéticos, como
microssatélites e DNA mitocondrial vém sendo utilizados como uma ferramenta de
investigacdo (DURAND et al., 2000).

2.1.4 Controle da esquistossomose

Apesar dos diagnosticos serem aliados aos programas de controle da
esquistossomose, ainda permanece como sendo um grande desafio para os paises
endémicos. As medidas e estratégias de controle se fundamentam em programas
publicos de saneamento basico, educagcdo sanitaria, controle dos moluscos
hospedeiros e tratamento dos infectados. O embate econémico da esquistossomose
€ sentido nos grupos sociais, especialmente em paises pobres e em populacdes que
vivem sob condi¢des dificeis; pois o fornecimento de &gua tratada, instalagbes

sanitarias e o destino adequado dos esgotos sanitarios sao ferramentas basicas para
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o controle da doenca a médio e longo prazo (BERGQUIST, 2002; FENWICK;
WEBSTER, 2006; STEINMANN et al., 2006; BROOKER et al., 2009).

O controle da esquistossomose era conduzido anteriormente ao hospedeiro
intermediario, através dos moluscicidas quimicos, entretanto esses causam
alteracdes no ambiente (CARVALHO et al., 2008).

A guimioterapia da esquistossomose € baseada apenas no uso de um farmaco,
o Praziquantel (PZQ), que apresenta eficacia no tratamento das cinco espécies mais
importantes de Schistosoma, ja sendo utilizado ha cerca de 30 anos como estratégia
de controle do parasito em areas endémicas (WANG et al., 2012). Contudo apesar de
demonstrar eficacia na reducdo da morbidade, a utilizacdo da droga tem sido menos
promissora do que desejado, pois seu uso extensivo e inapropriado culminou no
aparecimento de resisténcia (CAFREY, 2007; DOENHOFF et al., 2008).

A resisténcia a medicamentos tem sido relatada com frequéncia em muitos
focos endémicos de S. mansoni (WANG et al., 2012). Além disso, o farmaco apresenta
eficacia apenas contra vermes adultos do esquistossomo, ndo atuando nas formas
jovens do parasito (UTZINGER et al., 2003). Considerando as falhas terapéuticas e a
intolerancia dos pacientes ao tratamento, fica evidente a necessidade de um
tratamento mais eficaz da esquistossomose. A OMS recomenda a busca de novos
farmacos para o tratamento da doenca. Entretanto, o processo de desenvolvimento
de novos medicamentos é um processo longo e dispendioso (ARAUJO, 2010). Dessa
forma, se faz necesséario novas alternativas e/ou complementos terapéuticos,
especialmente com uso de produtos naturais (NDAMBA et al., 1994; MOLGAARD et
al., 2001; SANDERSON et al., 2002; MOHAMED et al., 2005; BRASIL, 2014).

Devido a necessidade de novas alternativas terapéuticas e a utilizagdo popular
no uso de plantas no tratamento das parasitoses intestinais, especialmente a
esquistossomose, e efeitos colaterais do farmacos usual e ao aumento da resisténcia
dos parasitos ao farmaco, foi realizada uma revisdo para investigacdo de produtos
naturais; sendo evidenciado que extratos das folhas espécies de Passiflora
demonstram potenciais contra a esquistossomose, sinalizando para potencial de
espécies o género na Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de novas alternativas e/ou

complementos terapéutica no combate a esquistossomose.



13

2.2 O Género Passiflora

A familia Passifloracea esta distribuida largamente por todo o neotrépico
(TROPICOS, 2018), que se divide em: tribo Paropsieae DC e tribo Passiflorieae DC
(ESCOBAR, 1988). Na América do Sul € encontrada apenas a tribo Passiflorieae
(IMIG, 2013). No Brasil ja foram identificadas cerca de 153 espécies da familia
Passifloraceae, distribuidas em 04 (quatro) géneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea
Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L. (BERNACCI et al., 2015).

O género Passiflora € um dos maiores de espécies ja descritas, com cerca de
520 espécies; sendo destaque no Brasil pela diversidade, com 83 espécies endémicas
de 150 espécies nativas (BERNACCI et al., 2015;). Dentre essas, merece destaque:
Passiflora edulis Sims, Passiflora alata Curtis, Passiflora ligularis Juss. e Passiflora
guadrangularis L. por serem de maior propagacao (MELETI, 2011).

As espécies de Passiflora sdo conhecidas popularmente como maracujazeiros,
ocorrendo variagcdes de acordo com a espécie (MESQUITA, 2019). A origem da
palavra maracuja vem do tupi, cujo significado € “alimento em forma de cuia”; também
€ conhecida como “passionflower” para os ingleses, significando flor da paixao,
relacionando com o simbolo da Paix&o de Cristo (FALEIRO et al., 2005).

As plantas sdo caracterizadas por serem trepadeiras lenhosas ou herbaceas,
com gavinhas axilares (GENEROSO, 2018). Tem caule cilindro, folhas alternas,
pecioladas, inteiras ou lobadas, algumas vezes caducas. Flores actinomorfas,
solitarias ou inflorescéncias, apresentam bracteas, 05 (cinco) sépalas, 05 (cinco)
pétalas e 01 (uma) ou mais séries de filamentos que formam a corona. Frutos
carnosos do tipo baga e sementes comprimidas, com arilo carnoso (CERVI, 1997;
VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

O cultivo das espécies em sua maioria é para o uso dos frutos na alimentagéo,
in natura e no preparo de sucos e sobremesas; é utilizada na ornamentacdo em
decorréncia da beleza das flores, e também para fins medicinais, onde o uso das suas
folhas € aplicado na producdo de medicamentos (BRASIL, 2010; MESQUITA 2019).
O Brasil € o maior produtor e consumidor de maracuja obtendo cerca de 70% da
producdo mundial (FALEIRO et al. 2005; COELHO et al.,, 2011); onde o cultivo

comercial se baseia em duas espécies P. edulis, que representa 90% dos pomares,
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pela produtividade, qualidade e rendimento dos frutos e sucos (MELETTI, 2011;
OLIVEIRA et al., 2013; VIANA et al., 2016).

Devido ao crescido uso terapéutico e atividades comprovadas, a espécies P.
edulis esta incluida oficialmente na bibliografia da Farmacopéia Brasileira (BRASIL,

2019) como potencial terapéutico.
2.2.1 Passiflora edulis Sims

Conhecido popularmente como maracuja, maracuja-amarelo ou maracuja-
azedo a espécie P. edulis (Figura 5), € nativa da Brasil, sendo a mais difundida devido

sua importancia na indastria alimenticia (VILEGAS, 2000).

Figura 5. Flor (A), folha (B) e frutos (C; D) de P.edulis Sims. Fonte. Rodrigues (2013).

Atualmente, a distribuicdo taxondmica desta espécie segundo Plants

Database, (2019) é a seguinte:

Reino: Plantae Ordem: Violales

Subreino: Tracheobionta Familia: Passifloraceae
Divisao: Magnoliophyta Género: Passiflora L

Classe: Magnoliopsida Espécie: Passiflora edulis Sims

Subclasse: Dilleniidae

Na América do Sul, P. edulis € empregada na terapéutica como: sedativo,
diurético, anti-helmintico, em tratamento de hipertenséo e fendmenos da menopausa.
Contudo, o uso de P. edulis ndo é restrito aos paises sul americanos (MIRODDI et al.,
2013).
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De acordo com Jamir et al. (1999), o extrato das folhas frescas de P. edulis é
empregado na india no tratamento de hipertenséo, disenteria e na dependéncia a
morfina (INGALE; HIVRALE, 2010), enquanto na Ilha da Madeira os frutos de P. edulis
sdo utilizados no tratamento de tumores gastricos (WATT; BREYERBRANDWIJK,
1962). No Peru, o suco do fruto € empregado no tratamento de infec¢des urinarias e
como sedativo leve (TAYLOR, 2005). Na Polénia é empregado para histeria e
neurastenia. Na Turquia, para dismenorreia, epilepsia, insénia, neurose e neuralgia
(TAYLOR, 1996). Na Argentina e no México € utilizada pelos efeitos sedativos
(RODRIGUES-FRAGOSO et al.,, 2008). Em outros paises da América também é
utiizado no tratamento de diarreia, sindrome pré-menstrual, dismenorreia,
gueimaduras, antiespasmadicos e analgésico (NEUWINGER, 2000; DHAWAN et al.,
2004).

O fruto de P. edulis € empregado para alivio & constipacdo e estimulante
digestivo e sedativo. O chd das folhas serve como calmante sedativo e
antiespasmaédico (LORENZI; MATOS, 2008). O mesocarpo € utilizado para o
tratamento de diabetes (AGRA et al.,, 2007); e as raizes e semente sdo anti-
helminticas (CERVI, 1997).

Devido a grande utilizagcdo das folhas das espécies Passiflora na prética
popular gerou o interesse da industria farmacéutica; pois as folhas dessas espécies
sdo empregadas como componente ativo de preparacdes fitoterapicas, em forma de
comprimidos, infus@es e/ou tinturas (RUDNICKI, 2005). Além da espécie P. edulis, na
pratica popular Passiflora incarnata e Passiflora alata também sdo empregadas,
representando as espécies do género mais estudadas quanto composi¢cdo quimica e
propriedades farmacolégicas, por isso estdo incluidas na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais do Sistema Unico de Saude (RENISUS), pelo potencial farmacoldgico
(BRASIL, 2009).

As propriedades farmacolégicas, a comprovacdo e validacdo dos efeitos
ansioliticos e sedativos de extratos de Passiflora promoveu a producdo de
medicamentos para estas finalidades; além de estudos que demostram a utilizacao
de P. edulis na fabricacdo de medicamentos para tratamento de outras patologias
(MESQUITA, 2019).
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2.3 Espécies vegetais na Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de novas opcdes

terapéuticas: estudo de validacao

A constatacdo ascensdo do uso plantas e preparacdes derivadas na pratica
popular, sem comprovagdo cientifica dos parametros de eficicia, seguranca e
gualidade tém merecido atencédo da Farmacovigilancia; ocasionando determinacdes
normativas do Governo Federal relacionadas a Politica Nacional de Fitoterapicos no
sentido de minimizar riscos associados ao uso irracional. Nesse sentido, fica evidente
a necessidade de desenvolvimento dos estudos cientificos, em busca de definicdo de
critérios para fundamentar o uso de tais recursos terapeuticamente; com base nos
estudos de validagdo (MIGLIATO et al., 2011; BORELLA et al., 2012; ARAUJO et al.,
2014; SIMOES et al., 2017).

Para que uma espécie vegetal seja utilizada como uso medicinal, deve ser
garantido que os estudos embasados em metodologias para avaliagdo da eficacia,
seguranca e qualidade das plantas para que ocorra validacdo, permitindo assim seu
uso como medicamento. Portanto os estudos de validagao representam o caminho
para a transformacédo das plantas em produtos fitoterapicos (MACIEL et al., 2002;
BRANDAO et al., 2012; BRITO et al., 2016; SIMOES et al., 2017).

A investigacao de espécies vegetais deve ser vista como a¢ao social uma vez
gue grande parte da populacdo a emprega como medicamento; exigindo assim que
seja alvo das mesmas exigéncias e investigacdes de um medicamento; com
atendimento aos rigores técnicos e legais (MOREIRA et al., 2014).

Assim, para que ocorra a conversao de uma planta em medicamento, visando
um produto tecnicamente formulado, exige a utilizagdo de procedimentos de
transformacé&o tecnoldgica, visando assegurar a preservacao da integridade quimica
e farmacoldgica do vegetal, certificando a constancia da ac&o bioldgica e a seguranca
e qualidade na utilizaco (SIMOES et al., 2017).

Para obtencdo de um medicamento transformado a partir de uma espécie
vegetal, € necessario que essa espécie passe a ser alvo da interagdo inter e
multidisciplinar, abrangendo estudos etnodirigidos, botanicos, agrondmicos, quimicos,
biol6gicos (farmacologia e toxicologia pré-clinica e clinica) e farmacéutico
(desenvolvimento de metodologia analitica de controle de qualidade e producdo
tecnologica) (CHABARIBERI et al., 2009; SIMOES et al., 2017) (Figura 6).



18

ESTUDO ETNODIRIGIDO
* selegado de espécies vegetais
| 1 1 1
BOTANICA ANALISES ANALISES TECNOLOGIA
QUIMICAS BIOLOGICAS FARMACEUTICA
= cultvo
« coleta « screening * plangjamento
+ processamento + fracionamento * formulacdo
* armazenamento * elucidacio BLibas i
* aspectos estrutural * controle de
fl1lTl’(l-!"~1t(in1l( o0s - fﬂ”lld{:)ll](]b& quahdade
* toxicologia
fin vitrg: 1 SINCO, i1 AVD. &x vivo)
AUTENTICIDADE ENSAIOS
INTEGRIDADE cLINICOS
PUREZA |
* potencial terapéutico
* sequranca em seres humanos

>

°

 MULTICENTRICO g

< >

I.n. S

3 L -4,, °

T
ndviduos pacientes pacientes pesquisa pos-
sadios voluntanos comercializacdo

Figura 6. Fases da Pesquisa e Desenvolvimento (P & D) de medicamentos a partir de espécies
vegetais. Fonte. AMARAL et al. (2021)

A pesquisa e desenvolvimento (P & D) de farmacos a partir de plantas além
de ser um processo longo, complexo e de alto valor financeiro; exige estratégias de
selecdo da espécie para investigacdo cientifica. Embora reconhecendo a grande
contribuicdo dos estudos etnodirigidos no processo de P & D de um fitoter4pico,
considerando que o uso prolongado por determinados grupos étnicos pode ser
encarado como uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica em humanos; nédo é
recomendavel o pensamento comum que o uso popular e tradicional seria suficiente
para validar espécies vegetais como medicamentos (AMARAL, 2007; GODINHO,
2017; AMARAL et al., 2021).

A validacdo de espécies vegetais visa a comprovacdo da seguranca
(auséncia de efeitos toxicos e inexisténcia de contaminantes nocivos a saude),
eficacia (comprovacao dos efeitos bioldgicos) e qualidade (obediéncia ao conjunto de

critérios que caracterizam o material vegetal para o uso ao qual se destina); o que




19

exige a obediéncia a determinagcbes legais vigentes como qualquer outro
medicamento (BRASIL. Resolugcdo CNS-MS n° 196/96; BRASIL. Resolu¢cdo ANVISA-
MS n° 899/03); bem como a determinacgfes legais especificas (BRASIL. Resolucao
ANVISA-MS n° 48/04; BRASIL. Decreto n° 5813/06).

Ensaios biologicos pré-clinicos envolve as fases de ensaios in vitro (células
e orgdos isolados); in silico e in vivo (animais de laboratorio) na determinacdo dos
parametros toxicoldgicos (toxicidade aguda e crbnica) e farmacolégicos (estudos
farmacodinamicos e farmacocinéticos) (LAPA et al., 2016; ARAUJO, 2018; LOPES,
2020).

A evolucdo dos estudos de culturas de células e tecidos, constatado nas
ultimas décadas, contribuiram significativamente para a representatividade atual da
etapa dos ensaios in vitro na avaliagdo do potencial citotdxico, especialmente a partir
de matéria prima vegetal; possibilitando procedimento de rastreamento rapido,
sensivel, reprodutivel, facil de gerenciar, automatizado e barato na selecdo de
potenciais farmacos nas misturas complexas de compostos naturais; bem como na
identificacdo de possiveis alvos moleculares para ataque terapéutico seletivo e
elucidacado do mecanismo de acéo e resisténcia (TRACY; WEBSTER JR., 2005).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar eficacia e seguranca do extrato das folhas de P. edulis (EPE) no
controle de S. mansoni como alternativa e/ou complemento terapéutico ao

praziquantel.

3.2 Objetivos especificos

¢ Investigar parametros de citotoxicidade do EPE;
¢ Investigar atividade esquistossomicida in vitro do EPE;
e Avaliar o efeito do tratamento in vivo do EPE isolado e em associagdo ao

Praziquantel em camundongos infectados por S. mansoni.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coletada espécie vegetal e identificacdo botanica

A coleta das folhas de P. edulis foi realizada em é&reas de cultivo conforme
metodologia descrita (CORREA-JUNHO, 2013), e autorizada pelo Sistema Nacional
de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen) sob cadastro A24E345, para fim de Pesquisa e Desenvolvimento
Tecnoldgico. As folhas de P. edulis foram coletadas no primeiro semestre do ano de
2019, na cidade de Pacgo do Lumiar, estado do Maranhao, Brasil (2° 30' 9" S; 44° 9’
27" W). A espécime foi depositada no Herbario Atico Seabra, da UFMA, sob o nimero

de 1155, autenticada pela Prof2 Dr2 Ana Zélia Silva.

4.2 Obtencao do extrato de P. edulis

O extrato das folhas de P. edulis foi obtido segundo técnica de padronizacéo
definida por Mesquita (2019). As folhas coletadas segundo procedimento
anteriormente descrito (item 4.1) foram secas, separadamente, a 40°C, em estufa com
circulacdo de ar, sendo pulverizadas com moinho de facas para obtencédo de pé
moderadamente grosso (particulas passam em sua totalidade pelo tamis com abertura
nominal de malha de 710 pm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de
malha de 250 mm). O p6 das folhas de P. edulis foi extraido com etanol a 70%, por
maceracdao, utilizando hidromédulo 1:8 (raz&o droga/solvente) durante 48 horas.

A solucéo extrativa, foi concentrada a 40°C em evaporador rotativo sob vacuo
para obtencdo do extrato. Em seguida foram liofilizadas para obtencé&o do extrato

SecCo.

4.3 Ensaios de citotoxicidade
4.3.1 Citotoxicidade utilizando célula de linhagem GM-0749

As andlises da citotoxicidade in vitro do extrato de P. edulis foram realizadas
em modelo de células de fibroblasto linhagem GM-0749, pelo método do Brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazélio]  (MTT), utilizado para  determinar
citotoxicidade, proliferacdo e ativacdo de células viaveis (MOSMANN, 1983;
DENIZOT; LANG, 1986).
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4.3.1.1 Linhagem e cultivo celular

A linhagem celular foi gentilmente cedida pela Prof2. Ana Paula Azevedo, do
Laboratério de Imunologia Aplicada ao Cancer da UFMA, Cidade Universitaria Dom
Delgado, S&o Luis. As células foram cultivadas em garrafas de 25 mz2, utilizando meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% soro fetal
bovino inativado (Gibco, BRL) e 1% de Gentamicina. As culturas foram incubadas a
37°C, em atmosfera umidificada, em presenca de 5% de CO: para a adesao,
crescimento e replicacdo, até obtencdo da quantidade de células necessérias para
testes de citotoxicidade in vitro. Os repiques celulares foram feitos sempre que

atingiam uma confluéncia de 80 - 100%, que ocorreram entre 48 - 72 horas.
4.3.1.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi medida utilizando-se o teste do MTT descrito por
Mosmann (1983), com modificagbes. Utilizando placa de 96 pocos foram distribuidas
as células (2 x 10* células/mL em meio DMEM suplementado com 10% de SFB). As
placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera Umida com 5% de COe..

Depois de 24 horas de incubacédo foi realizado o tratamento com 08 (0ito)
concentragfes decrescentes (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6 e 7,8 pg/mL) do
extrato hidroetandlico de P. edulis, utilizando como controle negativo apenas o meio
DMEM e positivo DMSO. As placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera iamida
com 5% de CO..

Apods 48 e 72 horas de tratamento, o meio de cultura das células foi retirado e
as células foram incubadas com 100 pL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL) a 37°C em
presenca de 5% de CO:2 por 3 h. ApGs o periodo de incubagéo a solucao de MTT foi
removida e os cristais de formazan foram dissolvidos com 100 pL de alcool etilico P.A.
A absorbéancia foi determinada a 540 nm, em leitor automatico (Epoch).

Os ensaios foram realizados em triplicata. Vinte e quatro horas antes do
tratamento com o extrato, as células foram incubadas em placas de 96 pocos (2 x 10*
células/mL) com meio completo para aderéncia e crescimento por 24 horas, atingindo
60 - 70% de confluéncia (DENIZOT; LANG, 1986).
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4.3.2 Atividade hemolitica

Sangue de carneiro desfibrinado (EB FARMA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foi
utiizado para este ensaio. Os eritrécitos foram centrifugados a 2000 rpm
(Centrifugadora 5810R, Eppendorf) por 10 min, a 4° C. ApGs a remoc¢ao do plasma,
os eritrécitos foram lavados 03 (trés) vezes com PBS (pH 7,4). Em seguida, foram
ressuspensos no mesmo tampao a 2% (v/v). Para avaliar a atividade hemolitica do
extrato, aliquotas de 100 pL da solugao eritrocitaria foram adicionadas a microplacas
de 96 pocos, e submetidas a diferentes concentra¢des do extrato (7,8 a 1000 pg / mL).
A hemodlise total ocorreu pela adigdo de Triton x-100 (1%) (Sigma-Aldrich), enquanto
o PBS foi usado como controle negativo. ApGs incubacao por 60 min, em temperatura
ambiente, as células foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min, e o sobrenadante foi
usado para medir a absorbéancia a 540 nm (SILVA et al., 2016). A atividade hemolitica

relativa foi expressa em relacdo ao Triton X-100, calculado pela seguinte formula:

(DO tratamento extratro — DO tratamento PBS)
DO tratamento Triton x — 100 — DO tratamento PBS

HEMOLISE (%) = | 1 X 100%

Os ensaios foram realizados em quintuplicatas pelo menos 02 (duas) vezes.

4.4  Caramujos Biomphalaria glabrata

Os espécimes de B. glabrata foram gentilmente cedidos pelo Moluscério do
laboratério de Imunologia de Helmintos do Grupo Interdepartamental de Estudos
sobre a Esquistossomose (GIDE), localizado no Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Seguindo as normas de transporte de
material biolégico, os caramujos foram transportados contendo a cepa LE de S.
mansoni. Esta cepa tem sido mantida por sucessivas infeccbes em hamsters
(Mesocricetus auratus) e caramujos B. glabrata, de acordo com a técnica descrita por
Pellegrino e Katz (1968).

Os espécimes foram mantidos no Laboratério de Imunofisiologia (LIF) da
Universidade Federal do Maranhdo, em aquarios de vidro com agua desclorada

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




24

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

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

45 Avaliagcao da atividade esquistossomicida in vitro

Os vermes foram obtidos por perfusao do sistema portal e veias mesentéricas
com solucdo salina estéril (NaCl a 0,9% w/v) (SMITHERS; TERRY, 1965) de
camundongos com sessenta dias de infeccdo. Vermes machos foram imediatamente
transferidos para meio RPMI 1640 suplementado com 100ug/mL de penicilina,
100ug/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal e lavados duas vezes com
este meio. Os vermes foram distribuidos (dois vermes por po¢o) em placas de cultura
com 24 pogos com 2mL (por pog¢o) do meio suplementado e as culturas incubadas a
37°C, em estufa de CO2. Duas horas apoés incubacéo, para permitir a adaptacdo dos
vermes ao meio de cultura, o EPE foi adicionado nas concentra¢cées de 250ug/mL,
150pg/mL, 50ug/mL, 25ug/mL e 10pg/mL. Vermes incubados em meio RPMI
suplementado serviram como grupo controle negativo. Vermes incubados em
10pg/mL de PZQ serviram como controle positivo. Esse ensaio foi realizado trés
vezes, em quadruplicata, para cada grupo. Um microscépio invertido foi utilizado para
avaliar as condi¢cdes gerais dos vermes, incluindo a motilidade, alteragbes no
tegumento e sobrevivéncia, monitorizada nos tempos de 6, 12, 18, 24, 36, 48, 64 e 72
horas de cultura. Os procedimentos citados foram feitos com base no protocolo de
Rodrigues et al (2020).

4.5.1 Critérios de avaliagdo esquistossomicida e célculo de Clso

O tratamento foi considerado letal quando os vermes néo exibiram nenhum tipo
de movimento apds 2 minutos de observacao. A motilidade dos vermes foi pontuada
apos o tratamento com EPE 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
pontuacéo foi seguinte: 3 = movimento corporal completo; 2 a 1.5 = mobilidade lenta
e parcial; 1 = atividade minima, mas o verme ainda vivo; 0 = verme morto.

A concentracao letal capaz de matar 50% dos vermes (Clso), foi expressa com
limite de confianga de 95%, por meio do método de regresséo linear, utilizando os
dados do logaritmo da concentragcdo das amostras versus o percentual de vermes
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mortos, para cada tempo de andlise. O software utilizado para a realizacdo desses

célculos foi o GraphPad Prism versdo 8 (Prism Software, Irvine, Califérnia, EUA).

4.6 Avaliagdo da oviposicao in vitro de S. mansoni

Para este ensaio, um casal foi utilizado por poco e o tempo de analise foi de 48
horas, utilizando a concentragdo de 58.02 pg/mL para o EPE (grupo teste), dose
encontrada neste estudo, com base na concentracéo letal capaz de matar 50% dos
vermes (Clso) nesse tempo. No grupo controle positivo foi utilizada uma dose sub letal
de PZQ (0,5 pg/mL), de acordo com Mendonca et al. (2016). No grupo controle
negativo foi utilizado meio RPMI suplementado. Um microscopio invertido foi utilizado
para contabilizar os ovos em cada poc¢o contendo o casal ainda viavel. Os casais de
vermes que eventualmente estavam mortos apés as 48 horas, ndo foram
considerados para essa andlise. Os testes foram feitos em quadruplicata com duas
repeticdes, seguindo o protocolo descrito por Alves et al (2020).

4.7 Avaliagdo do efeito esquistossomicida in vivo
4.7.1 Animais

Foram utilizados 30 camundongos Swiss machos, com peso entre 30-40g e
idade entre 52 a 64 dias, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA). Todas as etapas, desde a manutencao até a experimentacédo dos
camundongos para fins de pesquisa cientifica, obedeceram aos principios técnicos e
éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério
(SBCAL). O certificado de aprovacdo da Comisséo de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da UFMA, sob o n® 23115.002254/2020-18 (ANEXO 1).

4.7.2 Obtencao das cercarias

Os caramujos foram acondicionados individualmente em recipientes de vidro,
e expostos por quatro horas a iluminacéo artificial em dgua desclorada, para estimular
a eliminacdo de cercarias. As larvas obtidas foram analisadas quanto a sua
viabilidade, posteriormente concentradas e contadas, com o auxilio de uma lupa
estereoscopica (SMITHERS; TERRY, 1965).
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4.7.3 Infecgdo dos camundongos

Os animais foram infectados por via subcutanea com 50 cercarias viaveis de S.
mansoni, obtidas de exemplares de B. glabrata provenientes da Cepa LE de Belo
Horizonte — MG (PERTERS; WARREN, 1980).

4.7.3.1 Caracterizagdo dos grupos e tratamento

Os camundongos foram divididos em 05 (cinco) grupos com 06 (seis) animais
cada, sendo 04 (quatro) grupos infectados e 01 (um) grupo néo infectado, como
demonstra o quadro 1:

Quadro 1. Caracterizagéo e descricdo dos grupos controles e testes, e 0s seus
respectivos tratamentos.

GRUPOS CARACTERISTICAS

Camundongos nao infectados, que foram utilizados

Controle Sadio (S) como parametro fisiologico.

Controle Negativo (C-) Camundongos infectados sem tratamento.

Camundongos que foram tratados no 45° dia de

iti + . ~ . . .
Controle Positivo (C+) infeccdo com Praziquantel durante sete dias seguidos.

Camundongos que foram tratados no 45° dia de
Extrato P. edulis (EPE) infeccdo, na fase de vermes maduros (apoés inicio da
oviposicéo), por sete dias consecutivos com EPE.

Extrato P. edulis Camundongos que foram tratados no 45° dia de
+ infeccdo, na fase de vermes maduros (apos inicio da
Praziquantel oviposic¢éo), por sete dias consecutivos com
(EPE+PZQ) associacédo do EPE com Praziquantel.

Fonte: Elaborado pelo autor com base no protocolo de Aires et al. (2014)

O tratamento do grupo EPE foi realizado na dose de 50 mg/Kg (SILVA, 2012)
por via oral (PEREIRA et al., 2010). O grupo Controle Positivo foi tratado com PZQ na
dose de 50 mg/Kg por via oral (AIRES et al. 2014). O grupo utilizando a associagao
EPE+PZQ foi empregada a dose de 50 mg/Kg por via oral de cada componente. Os
grupos Controle Sadio e Negativo ndo receberam nenhum tipo tratamento. No 90° dia
de experimento, ocorreu a eutandsia de todos animais (AIRES et al., 2014) (Figura 7).
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Figura 7. Delineamento experimental ao longo da etapa de infeccdo dos camundongos e das
etapas de tratamento dos diferentes grupos. Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 .4 Eutanasia dos camundongos

Os animais foram pesados e eutanasiados com sobredosagem de cetamina
300mg /kg + xilazina 30mg/kg (cloridrato de xilazina 2% e cloridrato de cetamina 10%,

intraperitoneal) para realizacao dos ensaios posteriores (Figura 8).

EUTANASIA
[

PARASITOLOGICOS HISTOLOGICOS
I [

Contagem de ovos nas Avaliagao
fezes, figado e intestino histopatoldgica:

infiltrado inflamatdrio,
les&o tecidual, necrose,
presenga de granulomas

e congestéo vascular

Avaliagao
Histomorfométrica:
area dos granulomas

ESTATISTICA

Figura 8. Organograma experimental dos ensaios realizados apds eutanasia dos camundongos.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7.5 Quantificacdo de ovos eliminados nas fezes

Para quantificar a presenca de ovos eliminados nas fezes foi utilizada a técnica
de ovos por grama de fezes a partir do protocolo padronizado por Negréao-Corréa et
al (2004). De forma resumida, as amostras de fezes foram coletadas do reto dos
animais eutanasiados e pesadas. Estas amostras foram diluidas em 2 mL de solug&o
salina (0,87% NaCl). Ap6s homogeneiza¢éo, a amostra foi completada com 6 mL de
solucéo formol tamponado a 10%, e posteriormente submetidas a contagem. Para a
guantificacdo, a solucao fecal foi homogeneizada, e foram preparadas seis laminas
com aliquotas de 100 pL de cada amostra e examinadas ao microscopio 6ptico.
Posteriormente, foi transformado o valor obtido para ovos por grama de fezes acordo
com a férmula abaixo, onde: 1- Somatdrio de ovos encontrados em todas as laminas
analisadas; 2- Numero de laminas analisadas; 3- Volume final resultante da solugéo
fecal; 4- Peso do material (fezes).

4

1 Z Ovos (laminas) T
x V (mL)x10
EJ N° de laminas
E}—- Peso (Fezes)

4.7.6 Quantificagédo de ovos de S. mansoni retidos nos tecidos

A guantificagdo do numero de ovos de S. mansoni retido no tecido foi realizado
segundo Cheever (1968). Resumidamente, os figados (lobo direito) foram separados,
no ato da eutandsia, pesados e digeridos individualmente em solug&o de hidroxido de
potéssio (KOH) 5% a 37°C por 4 h, ou até que ndo mais se observasse a presenca de
fragmentos de tecido. O material resultante da digestéao tecidual foi transferido para
tubos de 15 mL e centrifugados por 1 min/ 200 g. O sobrenadante foi desprezado,
cuidadosamente, e foram adicionados mais 14 mL de solucéo salina (0,87% NaCl). O
procedimento de lavagem foi repetido cinco vezes e o material foi ressuspenso em 10
mL de solucéo salina e armazenado a 4°C até a contagem dos ovos. Para a contagem,
seis laminas com aliquotas de 100 pL de cada amostra foram examinadas ao
microscoépio optico. Os ovos foram quantificados de acordo com a formula abaixo, e
posteriormente apresentados como total de ovos/érgdo/animal. Sendo: 1- Somatorio
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de ovos encontrados em todas as laminas analisadas; 2- Numero de laminas

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

x V(mL)x10

4
l ZOvos (laminas) J g

2 N° de laminas

E Peso

4.8 Avaliacdo histopatoldgica e histomorfométrica do tecido hepatico

Com relacdo a analise histolégica, amostras de intestino, figado (parte central
do lobo lateral esquerdo) e de pulméo foram retiradas, e fixadas em formol a 10% por
48 horas. Os materiais passaram por uma sequéncia de imersdo em alcool a 70%,
80%, 95% e absoluto 1 e 2. Posteriormente foram imersos em xilol 1 e 2 para
clarificacdo e finalmente, embebidos em parafina histolégica para inclusdo. Apos a
inclusdo em parafina os blocos foram seccionados em micro6tomo na espessura de 5
pHm e os cortes corados com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968).

Andlise histopatoldgica foi realizada por microscopia 6ptica de luz comum,
avaliando-se parametros patoldogicos (infiltrado inflamatorio, leséo tecidual, necrose,
presenca de granulomas e congestdo vascular) através do sistema de escore que
determina (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso. A analise
histomorfométrica foi realizada por software ImageJ, em imagens de 6 campos
aleatérios por amostra histologica para a contagem do niumero e area dos granulomas.
As imagens foram feitas usando um microscopio optico invertido (NIKON®, modelo
eclipse Ti-U) acoplado a uma camera digital e sistema de computador (NIS-Elements
advanced research). Todas as avaliagdes foram realizadas por observadores “duplo-

cegos’.

4.9 Analises dos resultados

Os dados foram analisados utilizando Software Prism 8 (GraphPad, San Diego,
CA, EUA). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (S.D). A
normalidade foi avaliada pelo teste Kolmogorov—Smirnov. O teste t de Student foi
utiizado e o nivel de significancia de 5% (um valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo). Para avaliacdo da curva de sobrevivéncia foi utilizada



30

a curva de KaplanMeier e a andlise estatistica foi realizada pelo teste de Log-Rank.
Foi utilizado o teste Two-way ANOVA para avaliar a viabilidade in vitro dos diferentes

grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 EPE néo apresenta citotoxicidade in vitro

O efeito do extrato das folhas de Passiflora edulis (EPE) em linhagem celular
(Figura 9 e 10). O EPE ndo induziu toxicidade em células de fibroblastos humano GM-

0749 mesmo em elevadas concentragcdes e nos tempos testados de 48 e 72 horas.

150 48 H

100

Viabilidade celular 1Cs
S
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Concentragao pg/mL

Figura 9. Efeito do extrato das folhas de Passiflora edulis em células humanas GM-0749, ap6s 48
horas de incubacgdo. A avaliacéo foi feita através do microensaio colorimétrico utilizando MTT. O
composto DMSO (2%) foi usado como controle positivo e meio DMEM como controle negativo. Os
dados foram analisados por ANOVA no pés-teste de Tukey, com *p <0,05.
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Figura 10. Efeito do extrato das folhas de Passiflora edulis em células humanas GM-0749, apos
72 horas de incubacédo. A avaliagao foi feita através do microensaio colorimétrico utilizando MTT. O
composto DMSO (2%) foi usado como controle positivo e meio DMEM como controle negativo. Os
dados foram analisados por ANOVA no pés-teste de Tukey, com *p <0,05.
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O EPE ndo demonstrou atividade hemolitica, nem na sua maior concentracao
(Figura 11).
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Figura 11. Efeito citotéxico do extrato hidroetanélico das folhas de P. edulis na atividade
hemolitica dos eritrécitos de carneiro. A atividade hemolitica foi comparada ao Triton X-100 (1%),
como controle da hemdlise. A atividade hemolitica do Triton X foi considerada 100% para analise dos
dados. Os dados foram analisados por ANOVA no pés-teste de Tukey, com *p <0,05.

5.2 O EPE apresenta atividade esquistossomicida in vitro

No decorrer da exposicdo dos vermes machos de S. mansoni frente a
diferentes concentracdes do extrato hidroetandlico de P. edulis, foi observada que a
morte dos vermes ocorreu de forma mais efetiva foi na concentracdo de 250 pg/mL,
pois, no tempo de 48 horas houve letalidade de 100% dos vermes; ja ha concentracao
de 150 yg/mL os helmintos tiveram mortalidade em sua totalidade apés 64 horas.
Contudo, nem todas as concentracfes apresentaram acdo esquistossomicida,
constatando que as concentragdes de 50 pg/mL, 25 pg/mL e 10 pg/mL até o tempo
avaliado de 72 horas nao induziram 100% de letalidade dos vermes. Por outro lado, o
Praziquantel (10 yg/mL), controle positivo, induziu 100% de morte dos vermes apos 6
horas de cultura.

Os vermes do controle negativo, mantidos em meio RPMI, sem exposi¢ao as
drogas permaneceram vidveis até o final do experimento, sobrevida superior a 72

horas de cultura (Figura 12).
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Figura 12. Viabilidade de vermes machos adultos de S. mansoni (Cepa LE — Belo Horizonte/MG)
durante 72 horas de exposi¢édo ao extrato hidroetandlico das folhas de P. edulis. Foram utilizados
dois vermes machos por pogo em quadruplicata em diferentes concentragdes (ug/mL) do extrato. No
grupo controle negativo foi utilizado apenas meio e no grupo controle positivo utilizado droga anti-
Schistosoma (praziquantel). A viabilidade dos vermes foi monitorada através escala de viabilidade que
varia de 0 a 3 (3 = movimento corporal completo; 2 a 1.5 = mobilidade lenta e parcial; 1 = atividade
minima ou imével, mas o verme ainda vivo; 0 = verme morto), e analisados pelo teste Two-way ANOVA
(A). Para avaliacdo do percentual de sobrevivéncia foi utilizada a curva de Kaplan Meier e a analise
estatistica foi realizada pelo teste de Log-Rank (B). * p<0.05 em comparacao ao controle negativo.

A partir do calculo de Clso, foram estabelecidas as concentracdes do extrato
hidroetandlico das folhas de P. edulis capazes de inibir 50% de viabilidade dos vermes
nas diferentes horas avaliadas. Essas concentra¢6es variaram de 250.1 a 26.5 pg/mL
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores das concentracdes do extrato hidroalcéolico de P. edulis
capazes de inibir 50% de viabilidade dos vermes machos de S. mansoni em
diferentes horas.

Tempo (horas)

24 36 48 64 72
Clso - pg/mL 250.1 144.5 58.02 39.7 26.5
IC (95%) 248,2 -251,7 128,6-162,3 52.34-64.31 27,13-58,13 17,55-40,18

@ Os valores de Clso apresentados foram determinados a partir de curvas de regresséo sigmoidal feitas
no programa Graph Pad Prism 8.0.
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5.3 EPE reduz a oviposi¢cao fémeas de S. mansoni tratadas in vitro

A avaliacdo da oviposicdo de S. mansoni teve como objetivo medir a
capacidade de reproducdo dos vermes sobre a exposi¢cdo de 58.02 ug/mL para o EPE.
A contagem de ovos eliminados pelas fémeas foi monitorada 48 horas, e comparado
com 0s grupos controle negativo e controle positivo (0,5 pg/mL de PQZ).

O EPE inibiu a oviposi¢cdo assim como o controle positivo (PZQ). Em contraste
os vermes do grupo controle negativo permaneceram acasalados favorecendo sua
reproducao.

O numero de ovos eliminados pelas fémeas de S. mansoni, dos diferentes

grupos sao mostradas abaixo (Figura 13).
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Figura 13. Andlise de oviposicdo de vermes de S. mansoni. Efeito do EPE (58.02 pg/mL) na postura
de ovos de vermes de S. mansoni in vitro no tempo de 48 horas. No grupo controle positivo foi utilizada
uma dose sub letal de PZQ (0,5 pg/mL), de acordo com Mendonga et al. (2016). No grupo controle
negativo foi utilizado meio RPMI suplementado. * p<0.05 em comparac¢do ao controle negativo.

5.4 EPE apresenta efeito esquistossomicida in vivo
5.4.1 EPE reduz ovos nas fezes

O tratamento com extrato hidroetandlico de P. edulis, e sua associacdo com
Praziquantel (EPE+PZQ), reduziu o numero de ovos eliminados nas fezes em relacao
ao controle negativo (Figura 14). O grupo EPE+PZQ n&o foi significativo quando
comparado ao controle positivo, tratado com Praziquantel.

A associacdo EPE+PZQ também apresentou o melhor percentual de reducao

de ovos em relacdo aos demais tratamentos.
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Figura 14. Efeito do tratamento com extrato hidroetanolico das folhas de P. edulis sobre o
numero de ovos presentes nas fezes de camundongos infectados por S. mansoni. (S) nédo
infectado. (C-) ndo recebeu tratamento. Os tratamentos ocorreram entre 45° ao 51° dia por via oral, o
controle positivo (C+) foi tratado com Praziquantel na dose de 50mg/kg; o grupo EPE tratado com
50mg/kg do extrato de P. edulis e o grupo EPE +PQZ ocorreu a associacdo dos tratamentos na dose
de 50mg/kg de cada composto. Os valores representam a média + desvio padrédo de 6 animais por
grupo. *p<0.05 em comparacdo ao controle negativo, # p<0,05 comparado ao grupo tratado com EPE.

5.4.2 EPE reduz ovos nos tecidos

O tratamento com extrato hidroetandlico das folhas de P. edulis, e sua
associacdo com Praziquantel (EPE+PZQ), reduziu o nimero total de ovos retidos nos
tecidos, figado e intestino, em relacdo ao controle negativo (Figura 15A e B). Porém
a associacao nao foi significativo quando comparado ao controle positivo, tratado com
Praziquantel. Entretanto foi significativo quando comparado com o grupo EPE.



36

60000

40000

20000

Ovos/Figado

S C- C+ EPE PZQ+EPE

200007

15000

10000- .

Ovosl/intestino

t

5000

1
S C- C+ EPE PZQ+EPE

Figura 15. Efeito do tratamento com extrato hidroetandlico das folhas de P. Edulis sobre o
numero de ovos presentes no retidos no figado (A) e intestino (B) de camundongos infectados
por S. mansoni. O nimero de ovos retidos no figado e intestino foi quantificado pelo método de digestao
completa com KOH 5%. No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados
no 90° dia. O grupo sadio (S) ndo foi infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O
controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50mg/kg. Os
grupos EPE foram tratados (45° ao 51° dia) por via oral com extrato de P. edulis com dose de 50mg/kg
e 0 grupo associacdo EPE+PZQ foram tratados (45° ao 51° dia) por via oral com as respectivas doses
50mg/kg do extrato de P. edulis associado a 50mg/kg de Praziquantel. Os valores representam a média
+ desvio padrédo de 6 animais por grupo. * p<0.05 em comparacdo ao controle negativo; @p<0,05
comparado ao grupo tratado com EPE.
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5.5 EPE reduz a quantidade de ovos e a area dos granulomas

O tratamento com EPE quando comparado ao controle negativo e positivo
apresentou reducdo na quantidade de ovos e da area dos granulomas. Por outro lado
a associacdo EPE+PZQ, quando comparado aos controles positivo e negativo,
apresentou reducdo da lesdo tecidual, quantidade de ovos além da extensdo do
granuloma; quando comparado ao tratamento apenas com o extrato (EPE) houve
reducao da lesédo tecidual e da quantidade de ovos (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise histopatolégica do tecido hepatico de camundongos
infectados ou n&o por S. mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroetandlico
de P. edulis (EPE) e sua associagcao com Praziquantel (EPE+PZQ).

Grupos
As C- C+ EPE EPE + PZQ
Infiltrado 0 3+0b 3+0°b 3+0°b 3+0°b
Necrose 0 1+0° 1+0°b 1+0° 1+0°
Les&o tecidual 0 2+0Pb 2+0°P 2+0Pb 1+0 b **e
Presenca de 0 3+0b 3+0b 3+0b 3+0b
granulomas
Quantidade de 0 3+0P 3+0Pb 2+Qb *# 1+0 b *#e
oVvoS
Extensdo do 0 3+0 b 2+0* b 1+0** b 140 b *#
Granuloma

@ No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados 90° dia. O grupo sadio
(S) ndo foi infectado. O controle negativo (C-) foi infectado e ndo recebeu tratamento. O controle positivo
(C+) foi infectado e tratado (45° ao 51° dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50 mg/kg. Os
grupos EPE e EPE+PZQ também foram infectados e tratados do dia 45 ao 51 na dose de 50mg/kg de
cada composto.

b Qs valores representam média + desvio padrdo de 6 animais por grupo.

* p<0.05 em comparacao ao controle negativo; # p<0.05 em comparacédo ao controle positivo; @ p<0.05
em comparacao ao tratamento EPE.

Quanto ao numero de granulomas por area no tecido hepatico (Figura 16A), o
tratamento com EPE, PQZ+EPE e praziquantel apresentou redugdo, em comparacao
ao controle negativo.

Em relagdo a area do granuloma no tecido hepatico (Figura 16B e 17), os
grupos tratados com Praziquantel, EPE isolado ou associado ao Praziquantel

apresentaram reducdo da area, em relagdo ao controle negativo. Os grupos EPE e
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EPE+PZQ, apresentaram reducdo da area do granuloma, em relacdo ao controle
positivo. Apesar do EPE aparentemente ter um efeito menos eficaz, este diminuiu o

granuloma, comprovando seu efeito anti-inflamataorio.
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Figura 16. Analise morfométricas da area (A) e numero (B) de granulomas no tecido hepético de
camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroetanélico
de P. edulis e sua associagao ao Praziquantel. A andlise foi realizada através do software ImageJ
em imagens de cortes histolégicos (corado com HE) da parte central do lobo lateral esquerdo do figado
(6 laminas por grupo de animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no
90° dia. Grupo sadio (S) néo foi infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle
positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50 mg/kg. O grupo
EPE e EPE+PZQ também foram tratados nos dias 45 ao 51 na dose de 50mg/kg de cada composto.
Os valores representam a média + desvio padrdo de animais por grupo. * p<0.05 em comparagéo ao
controle negativo; @ p<0.05 comparado ao controle positivo; # p<0.05 em comparacido ao tratamento
EPE.
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Figura 17. Fotomicrografia de cortes histolégicos hepaticos de camundongos infectados ou nao
por S. mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroetandlico de P. edulis e sua associagao ao
Praziquantel corados com HE (100x). As imagens representam areas dos granulomas hepaticos de
animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 90° dia. Grupo sadio (A)
nao foi infectado. O controle negativo (B) n&o recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado
(45° ao 51° dia) por via oral com Praziquantel na dose de 50 mg/kg. O grupo EPE (D) e EPE+PZQ (E)
também foram tratados nos dias 45 ao 51 na dose de 50mg/kg de cada composto. As setas indicam os
OvOS Nnos granulomas.
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6 DISCUSSAO

Os dados apresentados neste trabalho evidenciam que a utilizacdo do EPE
como tratamento é seguro, por ndo ser citotdxico; e o seu efeito isolado e a sua
associacéo ao PQZ apresentou acdo esquistossomicida in vitro e in vivo, reduzindo a
carga parasitaria da infeccgao.

Nos ensaios citotoxicos, o extrato hidroetandlico das folhas de P. edulis ndo
apresentou toxicidade, corroborando com outros estudos de atividades citotéxicas de
extratos de P. edulis. Estudo in vivo realizado por Rojas et al. (2006) utilizando ratos,
avaliou DLso do extrato etandlico de folhas e do suco do fruto de P. edulis, em
diferentes doses, comprovando que nas maiores doses, 0S animais apresentaram
sonoléncia excessiva durante o primeiro dia, e estabeleceram a DLso para o extrato
de 10.687 mg/kg e acima de 20.000 mg/kg para o suco do fruto. Esta dose é 213
vezes maior que a dose utilizada, mostrando uma segurancga relativa com relagéo ao
uso desse extrato classificado como nao toxico.

Outros estudos foram realizados utilizando extrato aquoso de P. edulis a partir
do pericarpo na dose de 300 mg/Kg, que apresentou efeito hipnético e ansiolitico em
camundongos (SENA et al., 2009). Entretanto estudos realizados por Arruda (2015)
utilizando a mesma dosagem do extrato aquoso em ratos machos por 30 dias e ratas
prenhas durante o periodo da gestacdo ndo demostrou nenhum parametro
toxicolégico. Dados que ratificam o observado por Devaki et al (2012) que utilizaram
extrato aquoso das folhas de P. edulis em ratos com doses variantes entre 100 e 400
mg/Kg, e ndo observaram alteracdes metabdlicas e corporeas. Em sintese, os dados
apresentados neste trabalho, demonstram que o extrato utilizado das folhas de P.
edulis ndo apresenta toxicidade, sendo seguro na utilizagdo do tratamento in vivo.

Para a realizacdo da avaliacdo esquistossomicida de uma substancia em
potencial, faz-se necessario conhecer os parametros biolégicos do parasito, pois as
alteracOes correlacionadas com a mortalidade s&o indicativos para este efeito (KATZ,
2008; NOEL, 2008). Com relacdo ao ensaio esquistossomicida in vitro, o EPE
demostrou eficacia nas concentracfes de 250 ug/mL e 150 ug/mL, apresentando
mortalidade nos tempos respectivos de 48 e 64 horas de cultura, apresentando

diferenca sobre o grupo do controle negativo, em que permaneceram viaveis apos 72
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horas. A atividade esquistossomicida do extrato hidroalcéolico de P. edulis ainda ndo
havia sido relatada na literatura até o presente momento.

Em andlise microscopica dos vermes apds 0 ensaio evidenciam possiveis
alteracbes provocadas pelo EPE no tegumento dos vermes de S. mansoni,
responsavel pela absor¢do de nutrientes, excrecdo de metabdlitos, além de conter
proteinas ligadas a resposta imunes dos hospedeiros e ser o campo de interagédo entre
o parasito e ambiente (HOFFMANN et al., 1996; XIAO et al., 2002; DOENHOFF et al.,
2008). A acdo do EPE também pode estar associada a sua atividade
neurotransmissora e neuromoduladora, pois estudos revelam que dopamina,
acetilcolina, epinefrina e alguns amino&cidos: glutamato, y-acido aminobutirico
(GABA) e aos neuropeptidios da familia FMRF-amidas, influenciam na atividade
motora do parasito, responsavel pela propagacdo dos movimentos (MARKES;
MAULE, 2010; TAMAN; RIBEIRO, 2011; FREZZA, 2012; OLIVEIRA et al., 2012).

O grupo que nédo recebeu tratamento (C-) ndo exibiu alteragbes no tegumento
dos vermes maduros, nem modificacfes em suas atividades e viabilidades motora,
constatando que os efeitos estavam associados ao extrato e sua agéo (DE MELO et
al., 2011; RODRIGUES et al., 2020). Contudo, o grupo que recebeu o PZQ como
tratamento (C+) obteve letalidade total em até 6 horas, visto que o efeito
esquistossomicida prejudica a homeostasia de ions de calcio ocasionando constantes
contragdes musculares e lesdes no tegumento dos parasitos, acarretando a morte
(ALMEIDA et al., 2011; GODINHO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2020). Nesse
sentido, sugere-se que o EPE tenha a ac&o esquistossomicida na baseada na atuagao
no sistema neurotransmissor e no tegumento do parasito, uma vez que estas
alteracdes representam alvo de acdo dos farmacos esquistossomicidas (FREZZA,
2012).

Considerando a atividade esquistossomicida apresentada pelo extrato a partir
do calculo de Clso, foi entdo avaliado efeito do EPE sobre a oviposi¢géo de S. mansoni.
A capacidade reprodutiva foi avaliada apds exposicdo do EPE na concentracdo de
58.02 pug/mL, apenas nos casais de vermes que sobreviveram ao tempo de 48 horas.
O efeito da dose sub letal de EPE inibiu a postura de ovos assim como o grupo controle
positivo (PZQ - 0,5 ug/mL), contrapondo o casal do grupo negativo que permaneceu
acasalado e o que favoreceu a reproducgéo. Visando o controle da esquistossomose
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esse efeito podera interferir no ciclo da doenca, uma vez que promove a diminui¢ao
na eliminacao de ovos ou eliminem ovos inviaveis pelo hospedeiro, independente da
diminuicdo da carga parasitéria, pois a patogenicidade esta relacionada, a presenca
de ovos, pois estes ficam retidos nos tecidos (GRYSEELS et al., 2006; WILSON et al.,
2007). Diante disso, visa a busca por alternativas terapéuticas que possa promover a
inibicdo da oviposicdo uma vez que 0 ovo € o principal agente patogénico (KATZ,
2008).

Alguns estudos in vitro também evidenciaram alteracfes utilizando extratos ou
compostos vegetais na reducao e viabilidade da oviposicao de vermes de S. mansoni,
tais como: extratos das folhas de Zanthoxylum naranjillo (BRAGUINE et al., 2009),
extratos de semente de Nigella sativa L. (MOHAMED et al., 2005), Curcuma longa L
(MAGALHAES et al., 2009), composto extraido da Piper tuberculatum (DE MORAES
et al., 2011), leos essenciais de Baccharis trimera (OLIVEIRA et al., 2012), derivados
de floroglucindis (MAGALHAES et al., 2010), rizoma de Zingiber officinale
(SANDERSON; BARTLETT; WHITFIELD, 2002), Piper crassinervium e 0S composto
dermaseptina e epiisopiloturina (MORAES, 2011). No presente estudo nao foi
investigado se o EPE causa alteracdes nos oOrgdos reprodutivos dos parasitos.
Contudo considerando a reducao da oviposicao é possivel que estes 6rgaos tenham
sofrido alguma lesdo capaz de afetar a oogénese e espermatogénese.

Partindo para caracterizacdo quimica do EPE utilizada no presente estudo,
revelou a presenca de cinco compostos, sendo os majoritarios derivados da Apigenina
e Luteolina (ANEXO B). De acordo com Bylka et al (2004), a apigenina possui efeito
contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis. e promissora anti-
Schistosoma. Além disso estudos constataram que a luteolina possui atividade
antiprotozoaria; assim como a combinacdo de apigenina, campferol, luteolina e
guercetina contra o Plasmodium falciparum in vitro (Lehane; Saliba, 2008; Wangchuk
et al., 2013). Além disso Wong et al (2009) verificaram o efeito sinérgico da quinacrina
e um novo dimero da apigenina no tratamento da Leishmaniose.

Ademais Akkari et al (2014) constataram atividade anti-helmintica do extrato
etandlicos de Artemisia sp. contra Haemonchus contortus, sendo que a analise
quimica desse extrato revelou a presenca dos flavonoides luteolina e apigenina. J&

Wangchuk et al (2016) evidenciaram que a luteolina derivada de Ajania nubigena,
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possui atividade anti-helmintica contra S. mansoni e Trichuris muris, causando danos
no tegumento dos vermes de S. mansoni e afetando a cuticula e bandas glandulares
de T. muris.

Ainda que os flavonoides tenham se destacado em estudos bioldgicos pela sua
diversidade em acles terapéuticas, ainda € desconhecida seus mecanismos de
acOes, sendo alvo de bastantes estudos (MACHADO et al., 2008). Nosso estudo
sugere que a agao anti-Schistosoma in vitro do EPE estédo associados a luteolina, um
dos principais flavonoides encontrado no extrato visto que este ja foi relatado que este
causa danos do tegumento dos vermes.

A partir dos resultados da acéo esquistossomicida in vitro, iniciou a avaliacao
esquistossomicida in vivo do EPE isolado e a sua associagao com o Praziquantel em
camundongos, experimentalmente infectados por S. mansoni. Para essa fase,
avaliamos parametros parasitoldgicos e histopatolégicos.

Primeiramente verificamos os parametros parasitolégicos, visto que estes sao
primordiais na sele¢cdo dos compostos anti-esquistossomotico e de drogas eficientes
capazes de combater helmintos. Neste ensaio in vivo verificamos a carga parasitaria
dos animais que tiveram tratamentos, avaliacdo quantitativa de ovos retidos no figado
e intestino; quantificacao de ovos eliminados pelas fezes e contagens de granulomas
no figado (PELLEGRINO; KATZ, 1968; HOLLAND et al., 1974). No entanto, o grupo
gue apresentou melhor resultado, foi 0 que obteve tratamento com associagcao
(EPE+PZQ), havendo reducéo na quantidade de ovos de S. mansoni eliminados nas
fezes e retidos no tecido hepatico e intestinal, quando comparado ao grupo que nao
recebeu tratamento (C-).

De acordo com a OMS, a analise da carga parasitaria associada a eliminacao
de ovos nas fezes (WHO, 2014) é determinada de acordo com a quantidade de ovos
eliminados nas fezes: refere-se como baixa até 99 ovos por gramas (opg), moderada
entre 100 a 399, e alta quando acima de 399 opg. Os grupos tratados com EPE e
EPE+PZQ exibiram carga parasitaria baixa com opg de fezes variando entre 47 e 96,
sendo semelhante ao grupo PZQ, tendo diferenca significativa do grupo que nao
recebeu tratamento (controle negativo, C-), na qual a carga parasitaria foi superior a

400 opg por fezes.
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Em relagdo a diminuicdo de ovos nos tecidos hepatico e intestinal dos
camundongos infectados tratados com EPE e EPE+PZQ, consideramos o ocorrido
devido a acao esquistossomicida in vitro do extrato que teve eficacia na reducdo dos
vermes e diminuicdo da oviposicdo. Por consequéncia, ocorrendo diminuicdo dos
vermes e da sua oviposic¢ao, reduzird o nimero de ovos depositados sobre os tecidos
(SECOR, 1996; KAMEL et al., 2006; RODRIGUES, 2019). Ademais, 0S grupos
tratados obtiveram resultados correspondentes ao grupo tratado com PZQ, que
também obteve elevada reducédo do nimero de ovos de S. mansoni nos tecidos.

Em outros estudos, a espécie vegetal P. edulis apresentou acéo
antiprotozoaria, atividade giardicida (Neiva et al., 2014) e anti-helmintico
(SANGEETHA et al., 2010).

Na esquistossomose cerca de 40 a 50% dos ovos de S. mansoni ficam retidos
nos tecidos dos hospedeiros, sobretudo no figado e intestino, ocasionando reacdes
inflamatoérias imunogénica, granulomatosa e fibrotica, acarretando em doenca
intestinal ou hepatoesplénica (PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004,
GRYSEELS et al., 2006; SOUZA et al., 2011). Com a reducdo da carga parasitaria
utiizando o EPE e EPE+PZQ, avaliamos os parametros histopatoldgicos no tecido
hepatico dos animais infectados e dos que obtiv
eram esses tratamentos.

A infeccdo por S. mansoni apresenta inicialmente uma resposta imunoldgica
predominante do tipo 1, correspondente a fase aguda pré-postural, com o inicio da
oviposi¢cdo ha o predominio de uma resposta do tipo 2 (fase aguda pés-postural). O
predominio Th2 é importante na defesa do hospedeiro, pois a formacao do granuloma,
limita os antigenos liberados pelos ovos e reduz o dano tecidual (CHUAH et al., 2014;
RODRIGUES, 2019). O granuloma é formado pela interacdo entre célula-célula, e
célula-matriz do tecido afetado, e das células recrutadas da circulagéo. Os linfocitos T
CD4+ e B, macrofagos e eosindfilos, em decorréncia do estimulo frente a antigenos
soluveis dos ovos, modificam a producdo e deposicdo da matriz extracelular
heterogénea, que resulta na formacdo de uma estrutura esférica e compacta, que se
organiza ao redor do ovo do parasito (PESCE et al.,, 2006; LENZI et al., 2008;

RODRIGUES, 2019). Por sua vez, a resposta Th2 ao alcanga o pico na 8° semana
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pés infeccdo, € modulada negativamente com a progressao da infec¢do para a fase
cronica (WYNN et al., 2004; WILSON et al., 2007).

A partir do momento que a reposta imunologica é modulada, cogita-se o
estabelecido da fase cronica. Os sintomas clinicos da esquistossomose durante essa
fase sdo atribuidos a fibrose relacionada a intensidade da resposta inflamatéria
granulomatosa induzida por substancias liticas liberadas pelos ovos do parasito
(LENZI et al., 1998; WILSON et al., 2007; ANDRADE, 2009).

O tratamento utilizando PZQ (C+) nos animais infectados nao induziu
diminuicdo na quantidade de ovos depositados, porém apresentou uma diminui¢cao na
extensdo e na formacdo dos granulomas sobre o tecido hepético, corroborando com
a literatura (ZAIA, 2015; RODRIGUES, 2019). Os animais que foram tratados com
EPE, apresentaram reducdo da extensdo do granuloma e quantidade de ovos; ja os
animais tratados com EPE+PZQ, além da diminuicdo desses parametros,
apresentaram também, uma menor lesao tecidual quando comparados aos animais
infectados tratados ou ndo com PZQ (C- e C+). Diante disso sugere-se que o EPE
potencializou o efeito do farmaco e ambos os tratamentos (EPE e EPE+PZQ) via um
efeito anti-inflamatério e hepatoprotetor, reduzindo a atividade granulomatosa
inflamatoria sobre o tecido.

Estudos tem evidenciado o potencial anti-inflamatério e cicatrizante do EPE
(SILVA, et al, 2001; GOMES et al., 2006; VARGAS et al., 2007; BENINCA, et al.,
2007). No entanto, os compostos majoritarios presentes nesse extrato apigenina e
luteolina também demostram acao antiinflamatdria, uma vez que podem inibir a 6éxido
nitrico sintase, além de reduzir a ativagcdo do sistema complemento, levando a
diminuicdo de células inflamatoérias ao endotélio, ocasionando uma diminuigdo da
resposta inflamatoria (FRIESENECKER et al., 1995; MUTOH et al., 2000; RASO et
al., 2001; SANDHAR et al., 2011).

Rodrigues et al (2020) demostraram que o tratamento com extrato de
Dysphania ambrosioides induziu alteragdes similares as observadas neste estudo,
possivelmente por efeito imunomodulador e anti-inflamatdrio do extrato. Guimaréaes et
al (2015) relataram melhora na inflamacao hepatica apés o tratamento com alcaloide
Epiisopiloturina, que reduziu o diametro dos granulomas, sinalizando que tal efeito

ocorreu devido a ac¢bes imunomoduladoras do alcaloide. Além disso o estudo
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realizado por Aires et al (2014) relacionou a diminuicdo no tamanho do granuloma a
Beta-lapachona que possui atividade anti-inflamatoria.

Mahamoud et al (2014), em estudo experimental, avaliaram a eficacia do
extrato de Propolis isolada e associada ao Praziquantel. Os autores obtiveram
resultados semelhantes aos do nosso estudo em relagdo a diminuicdo dos
granulomas, pois essa a associagdo da propolis com o farmaco promoveu a
potencializagdo do efeito anti-esquistossomético ativo do PQZ, resultando em
melhoria em parametros histolégicos e bioquimicos das alteracfes associadas a
esquistossomose.

Ha outros estudos descritos na literatura sobre a associagfes ligadas ao PQZ
no tratamento da esquistossomose, como a associagdo entre testosterona e
praziquantel que resultou 0 aumento da ac¢éo esquistossomicida do ultimo, indicando
gue o tratamento associado melhorou a resposta terapéutica do praziquantel
reduzindo a carga parasitaria e aumentando a inviabilidade dos ovos de S. mansoni
(CEZAR, 2008). Yepes et al (2015) identificaram que quando o praziquantel é ingerido
em conjunto com edelfosina (alquil-lisofosfolipido sintético), o tratamento associado
promove uma diminuicdo consideravel na formacdo de granuloma, e melhora na
resposta imune celular, com alteracdes nos padrdes de citocinas.

Desta forma, conhecendo o efeito anti-inflamatério que o EPE e seus
componentes majoritarios possuem, € provavel que o tratamento utilizando a
associacdo EPE+PZQ tenha modulado favoravelmente a resposta imune
granulomatosa, tendo um efeito hepatoprotetor, uma vez que houve diminuicdo das
lesbes no tecido hepatico dos animais, podendo possibilitar melhoras clinicas
potencializada pelo extrato. Entretanto, 0 mecanismo pelo qual os tratamentos agem,
produzindo reducdo dos parametros parasitologicos e histolégicos, ainda ndo esta
definido.

Como o tratamento com EPE e sua associagdo com o Praziquantel evidenciou
reducdo da carga parasitaria faz-se necessério estudos imunologicos
complementares, além de fornecer novas perspectivas na investigacdo de compostos
isolados sobre efeitos antiparasitarios e imunomoduladores no tratamento da

esquistossomose.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados concluimos que o tratamento

utilizando o extrato hidroetanolico das folhas de P. edulis isolado e associado

ao Praziquantel na infec¢do por S. mansoni:

Apresenta atividade esquistossomicida frente aos vermes adultos de S.
mansoni e efeito inibitério da oviposi¢cdo nos testes in vitro;
Reduzem ovos de S. mansoni no tecido hepatico, intestinal e nas fezes;

Reduzem a area e a quantidade de granulomas sobre o tecido hepético.
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ANEXO -B

RELATORIO DE ANALISE

Condi¢fes Cromatograficas

Utilizou-se um sistema HPLC modelo Shimadzu (Shimadzu Corp., Quioto,
Japdo), constituido por um modulo de injecdo de solvente com uma bomba
guaternaria (LC-20AT), detector PDA (SPD-M20A) e dagaiseficador de membrana
(DGU-20As). A coluna utilizada foi Luna 5 ym C18 100 A, Phenomenex (150 pm X
4,6 um). Os solventes de elui¢do utilizados foram A (agua +0.01% de &cido férmico)
e B (metanol0.01% de acido férmico). As amostras foram eluidas de acordo com o
seguinte gradiente: 5% a 100% de B em 30 min e 100% de B até 40 min. O fluxo foi
de 1 mL/min, a temperatura ambiente. O volume de injec¢cao da amostra foi de 10 pL.
Os dados foram recolhidos e processados utilizando o software LC Solution
(Shimadzu) e comparados com padrdes auténticos.

Perfil por HPLC-PDA e os espectros naregiao do UV

Extrato de Passiflora edulis
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Estrutura dos compostos majoritarios presentes no extrato de Passiflora edulis

Luteolin 3',4'-diglucoside (1) Apigenin-6-C-arabinoside-8-C-
glycoside (3)

Isovitexin (5)




