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RESUMO

MORAES, J. Efeito in vitro de extratos e compostos naturais em Schistosoma
mansoni. 2011. 236 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

A esquistossomose é uma doenca parasitdria de grande impacto social, sendo
considerada um importante problema de salde publica em mais de 70 paises.
Atualmente, o tratamento quimioterapico dessa parasitose € baseado no uso de apenas
um farmaco, praziquantel, mas seu uso extensivo e inapropriado culminou no
aparecimento de resisténcia. Dessa forma, é premente a necessidade de novas
alternativas terapéuticas, especialmente com o uso de produtos naturais. No presente
estudo, avaliou-se o efeito in vitro de 4 compostos isolados de espécies vegetais, as
amidas piplartina e piperina, a lignana grandisina e o alcaloide epiisopiloturina; 1
composto isolado da pele de anfibio, o peptideo antimicrobiano dermaseptina 01; e de 6
extratos etandlicos obtidos de vegetais, Piper tuberculatum, P. crassinervium, P.
diospyrifolium, P. fuligineum, P. gaudichaudianum e Pothomorphe umbellata em adultos
(machos e fémeas com 49 dias) e esquistossOmulos (recém-transformados, 1, 3, 5 e 7
dias) de Schistosoma mansoni linhagem BH. O estudo in vitro, em vermes adultos e
esquistossOmulos, da atividade dos compostos e extratos avaliou: 1) a viabilidade de
vermes adultos; 2) a capacidade reprodutiva, avaliada pelo acasalamento e oviposicdo;
3) o efeito no tegumento em parasitas adultos; 4) a viabilidade e o efeito no tegumento
em esquistossémulos. Além disso, a citotoxicidade de compostos e extratos em células
de mamifero (célula Vero) também foi avaliada. Os resultados deste estudo mostraram
que os compostos e extratos reduziram a motilidade e causaram a morte dos parasitas
com alteracbes morfoldgicas no tegumento, cujos efeitos foram diretamente dependentes
da concentracdo, do tempo de incubacdo e da idade dos helmintos. Nas concentracdes
subletais notou-se, ainda, reducdo na oviposicdao. Os ensaios in vitro revelaram que
todos os compostos e extratos apresentaram acgdo letal aos esquistossomos sem afetar a
viabilidade das células de mamifero. No geral, os esquistossomulos e adultos de S.
mansoni foram mais susceptiveis a piplartina, dermaseptina e a todos os extratos
etanolicos. Pela contagem dos tubérculos em uma area da regido dorsal dos helmintos
machos, usando microscopia confocal, neste estudo também é apresentado um novo
modelo experimental que avalia, quantitativamente, o efeito de compostos e/ou extratos

no tegumento dos esquistossomos.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Esquistossomose. Atividade esquistossomicida.

Anti-helmintico. In vitro. Composto e extrato de plantas.



ABSTRACT

MORAES, J. In vitro effect of extracts and natural compounds on Schistosoma
mansoni. 2011. 236 p. Ph. D. Thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

Schistosomiasis is a parasitic disease of great social impact, and it is considered an
important public health problem in over 70 countries. Currently, chemotherapy treatment
for this disease is based on only one drug, praziquantel, but its extensive and
inappropriate use culminated the emergence of resistance. Thus, there is a need to
develop new antischistosomal compounds, particularly with the use of natural products.
In this study, the in vitro effect of 4 compounds isolated from plant species, amides
piplartine and piperine, the lignin grandisin and alkaloid epiisopiloturine; 1 compound
isolated from amphibian skin, the antimicrobial peptide dermaseptin 01; and 6 ethanolic
extracts of plants, Piper tuberculatum, P. crassinervium, P. diospyrifolium, P. fuligineum,
P. gaudichaudianum and Pothomorphe umbellata was evaluated in adults worm pairs
(49-day-old) and schistosomula (newly-transformed, 1-, 3-, 5-, and 7-day-old) of
Schistosoma mansoni BH strain. The effect of compounds and extracts against
schistosomes was examined regarding: 1) adult worms survival, 2) the reproductive
fitness as assessed by mating and oviposition; 3) alterations on adult worms tegumental
surface, and 4) viability and morphological alterations on schistosomula. Furthermore,
the cytotoxicity of compounds and extracts in mammalian cells (Vero cells) was also
evaluated. Results show that all compounds and extracts reduced the motor activity of
worms, caused their death, and induced morphological changes on the tegument. All
these effects were dependent on concentration, incubation time and age of helminths. At
sublethal concentrations, extracts and compounds inhibited egg laying. The cytotoxicity
was not detected in Vero cells after treatment with natural products. In general, adults
and schistosomula of S. mansoni were more susceptible to piplartine, dermaseptin and
all the ethanolic extracts. Morphological alterations on male worms were performed using
confocal microscopy analysis by counting of the numbers of tubercles. In addition, this
study shows a new experimental model to evaluate quantitatively the effect of

compounds and/or extracts on the tegument of the schistosomes.

Key words: Schistosoma mansoni. Schistosomiasis. Schistosomicidal activity. Anti-

helminthic. In vitro. Compound and plant extracts.
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A esquistossomose € uma doenca parasitaria de grande impacto social, sendo
considerada um importante problema de satde publica em vérios paises. E causada pelo
trematddeo digenético do género Schistosoma e apresenta formas agudas ou crénicas,
com sintomatologia variada (FENWICK e WEBSTER, 2006; GRYSEELS et al., 2006).

Enquanto a maioria das parasitoses humanas vai diminuindo de importancia, em
funcdo do desenvolvimento econ6mico e dos métodos de controle disponiveis, a
esquistossomose encontra-se ainda em expansdo, em muitas regides do mundo, sendo
endémica em mais de 70 paises. Estima-se a existéncia, em todo mundo, de mais de 200
milhdes de individuos infectados e 800 milhGes de pessoas estdo expostas ao risco de
contrair infeccdo. Esta helmintose é responsavel por 280.000 a 500.000 mortes
anualmente (DUPRE et al., 1999; STEINMANN et al., 2006). No Brasil, onde o
Schistosoma mansoni é prevalente, a esquistossomose €& endémica em 19 estados.
Acredita-se haver, no territério nacional, entre 6 e 8 milhdes de individuos infectados e
26 milhdes correm o risco de infeccdao (AMARAL et al., 2006). De acordo com a Portaria
N° 104, de 25 de janeiro de 2011 do Ministério da Saude (MS), a esquistossomose faz
parte da Lista de Notificagdo Compulséria (LCN), e a doenga devera ser registrada em
areas endémicas e ndo endémicas. Entretanto, os casos ainda sdo subnotificados
(BRASIL, 2006, 2011).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) incluiu a esquistossomose na sua lista de
doencas negligenciadas e esta verminose continua sendo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. A esquistossomose incapacita ou mata
milhares de pessoas e representa uma necessidade médica importante que permanece
ndo atendida. Embora as doencas negligenciadas sejam responsaveis por 11,4% da
carga global de doencas, apenas 21 (1,3%) dos 1.556 novos medicamentos registrados
entre 1975 e 2004 foram desenvolvidos especificamente para essas doengas. Durante o
mesmo periodo, 1.535 medicamentos foram registrados para outras doencas (CHIRAC e
TORREELE, 2006; HOTEZ et al., 2007).

Atualmente o tratamento quimioterapico da esquistossomose é baseado no uso de
apenas um farmaco, praziquantel, mas seu uso extensivo e inapropriado culminou o
aparecimento de resisténcia (CAFFREY, 2007; DOENHOFF et al., 2008). Além disso, o
farmaco é eficaz somente contra as formas adultas do esquistossomoso, ndo atuando,
portanto, nas formas jovens do parasita, os esquistossomulos (SABAH et al., 1986;
UTZINGER et al., 2003). Dessa forma, é premente a necessidade de novas alternativas
terapéuticas, especialmente com o uso de produtos naturais (NDAMBA et al.,, 1994;
MOLGAARD et al.,, 2001; SANDERSON; BARTLETT; WHITFIELD, 2002; MOHAMED;
METWALLY; MAHMOUD, 2005).

No presente estudo avaliou-se o efeito in vitro de 4 compostos isolados de

espécies vegetais, as amidas piplartina e piperina, a lignana grandisina e o alcaloide
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epiisopiloturina; 1 composto isolado da pele de anfibio, o peptideo antimicrobiano
dermaseptina 01; e de 6 extratos etandlicos obtidos de vegetais, Piper tuberculatum, P.
crassinervium, P. diospyrifolium, P. fuligineum, P. gaudichaudianum e Pothomorphe
umbellata em adultos (machos e fémeas com 49 dias) e esquistossomulos (recém-
transformados, 1, 3, 5 e 7 dias) de Schistosoma mansoni linhagem BH.

Os compostos e extratos vegetais supracitados foram utilizados neste estudo
devido alguns aspectos, entre os quais: a) apresentam diversas atividades bioldgicas
conhecidas; b) as plantas sdo de facil propagacdao e ciclo reprodutivo curto; c) as
espécies apresentam ampla distribuicdo geografica no territdrio nacional e em diversas
regides do mundo; d) facilidade no isolamento de metabdlitos secundarios; e) alguns
compostos ja sdo sintetizados; f) os vegetais sdo comumente usados na medicina
popular (PALMAR et al., 1997; PINHEIRO et al., 1997; JARAMILLO e MANOS, 2001;
SANTOS e MORENO, 2004; PRASAD et al., 2005; KATO e FURLAN, 2007).

A piplartina {5,6-dihydro-1-[1-ox0-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-trans-2-propenyl]-
2(1H)pyridinone} é uma amida encontrada em espécies do género Piper (PARMAR et al.,
1997). Na sua forma pura, a piplartina é obtida com rendimento na faixa de 1% (BRAZ-
FILHO et al., 1981; BEZERRA at al., 2006; CICERO BEZERRA FELIPE et al., 2007). Esta
substancia apresenta diversas atividades bioldgicas avaliadas in vitro ou in vivo, tais
como efeito ansiolitico e antidepressivo, anti-inflamatorio, antiplaquetario e antitumoral
(BEZERRA et al., 2005; 2006, 2008; CiCERO BEZERRA FELIPE et al., 2007; FONTENELE
et al., 2009). A piplartina possui efeito inseticida para formigas e lagartas, bem como
atividade antifungica em Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioedes (CAPRON
e WIEMER, 1996; NAVICKIENE et al., 2000, 2003; VASQUES DA SILVA et al., 2002).
Além disso, o efeito antiparasitario in vitro da piplartina foi descrito em promastigota de
Leishmania donovani e epimastigota de Trypanosoma cruzi (BODIWALA et al., 2007;
COTINGUIBA et al., 2009).

A piperina {1-[5-(1,3)-benzodioxol-5-yl)-1-0x0-2,4-pentadienyl]piperidine} ¢é
uma amida encontrada nas espécies do género Piper, sendo o principal metabdlito
presente em Piper nigrum (pimenta do reino). A piperina é abundante principalmente nos
frutos e foi a primeira amida a ser isolada das espécies de Piper. Na sua forma pura, a
piperina é obtida com rendimento de 5% a 7%. A piperina é a responsavel pela sensagdo
picante das pimentas, cujo consumo € apreciavel em diversas regiées do mundo
(PARMAR et al., 1997; CARDOSO et al., 2005). Apresenta diversas atividades bioldgicas,
tais como acdo antipirética, antioxidante, antitumoral, analgésica e anti-inflamatdria
(PARMAR et al., 1997; BEZERRA et al., 2005, 2006, 2008). A piperina também possui
acao inseticida em formigas, baratas, besouros, tragas, pulgdes, lagartas, bem como em
larvas de Musca domestica, Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti (DAS et al., 1996;
AHN et al., 1998; ESTRELA et al., 2003; SIMAS et al., 2007). A acao letal de piperina
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também foi relatada em &caros, fungos e bactérias (AHN et al., 1998; VASQUES DA
SILVA et al., 2002; KUMAR et al., 2008; SHARMA et al., 2010). Além disso, o efeito
antiparasitario da piperina foi descrito in vitro em epimastigota e amastigota de
Trypanosoma cruzi e in vivo em camundongos e hamsters infectados com Leishmania
donovani (RAAY et al., 1999; RIBEIRO et al., 2004; VEERAREDDY; VOBALABOINA;
NAHID, 2004; FREIRE-DE-LIMA et al., 2008).

A grandisina {(2S,3S,4S,55)-3,4-dimethyl-2,5-bis(3,4,5 trimethoxyphenyl)
oxolane} é uma lignana encontrada em diversas espécies de plantas como Piper
solmsianum (Piperaceae), Virola surinamensis (Myristicaceae), Rhaphidophora decursiva
(Araceae), Aristolochia birostris (Aristolochiaceae), Aglaia leptantha (Meliaceae),
Cryptocarya crassinervia e Nectandra megapotamica (Lauraceae) (SAAD et al., 1991;
ZHANG et al., 2001; FRANCA et al., 2005; da SILVA FILHO, 2008; CARVALHO et al.,
2010). Este composto possui efeito larvicida em Aedes aegypti e agdo ovicida e larvicida
em mosca varejeira Chrysomya megacephala (CABRAL et al., 2009; NOGUEIRA et al.,
2009). Além disso, a grandisina apresenta efeito antiparasitario in vitro em
tripomastigota de Trypanosoma cruzi (LOPES et al., 1998; MARTINS et al., 2000, 2003).

A epiisopiloturina {2(3H)-furanone,dihydro-3-[(S)-hydroxyphenylmethyl]-4-[(1-
methyl-1H-imidazol-4-yl)methyl]-,(35,4R)-} é um alcaloide imidazdlico encontrado em
folhas de plantas do género Pilocarpus, popularmente conhecidas como jaborandi. E o
segundo composto mais abundante nas folhas do jaborandi, depois da pilocarpina
(ANDRADE-NETO, 1994; SANTOS e MORENO, 2004). Segundo David Lima, 2010
(comunicacdo pessoal; Vegeflora Extracbes do Nordeste LTDA, Parnaiba, PI) o
rendimento da epiisopiloturina é proximo de 1%. Os efeitos bioldgicos da epiisopiloturina
ainda sao pouco conhecidos. Sua atividade antibacteriana foi avaliada in vitro em
diversas linhagens de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e S. epidermidis e nao
apresentou acdo inibitdria; e também ndo possuiu efeito antiviral quando testado em
Dengue Virus (MIURA, 2009). Por outro lado, Miura et al., 2010 (prelo) mostraram que a
epiisopiloturina possui agdo antiparasitaria em amastigota de Leishmania amazonensis.

As dermaseptinas representam uma familia de peptideos antimicrobianos
cationicos, de 24 a 34 residuos de aminoacidos, encontrados na pele de anfibios do
género Phyllomedusa (MOR; HANI; NICOLAS, 1994; BRAND et al., 2002, 2006; LEQUIN
et al., 2006). Estes peptideos exercem atividade biocida em bactérias gram-positivas e
gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, bem como apresentam efeito antiviral
(FLEURY et al., 1998; BRAND et al., 2002; CHINCHAR et al., 2004; LORIN et al., 2005;
LEITE et al., 2008). Além disso, o efeito antiparasitario das dermaseptinas foi descrito in
vitro em tripomastigota e epimastigota de Trypanosoma cruzi, em promastigota de
Leishmania amazonensis e L. chagasi e também na fase eritrocitaria de Plasmodium
falciparum (BRAND et al., 2002, 2006; DAGAN et al., 2002; ZAMPA et al., 2009). Em
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particular, a dermaseptina 01 é um peptideo com 29 residuos de aminoacidos que foi
isolado da secregdo cutanea de Phyllomedusa oreades, um pequeno anfibio encontrado
no Cerrado Brasileiro (BRAND et al., 2002). Estas moléculas antimicrobianas também
exercem atividade contra bactérias, fungos e protozoarios parasitas como Trypanosoma
cruzi e Leishmania amazonensis (BRAND et al., 2002; LEITE et al., 2008; ZAMPA et al.,
2009).

Plantas da familia Piperaceae sdo muito conhecidas pela sua utilizacdo como
terapéuticos na medicina popular e por apresentar, em sua composicdo, diversas
substancias com propriedades biocidas (PARMAR et al., 1997; PRASAD et al., 2005). Os
vegetais sdao usados na medicina alternativa contra febre, dores e inflamagdes em geral,
antidotos no caso de acidentes com animais pegonhentos, além de aplicado contra
reumatismo, asma, bronquite, hemorrdidas, doengas gastrointestinais, respiratorias,
cardiovasculares, renais. As espécies de Piperaceae também sdo usadas no tratamento
de pele, com caracteristicas fotoprotetoras e antitumorais, assim como sdo
desintoxicantes para o organismo, melhora a imunidade e sdo utilizadas para
emagrecimento (PARMAR et al., 1997; PRASAD et al., 2005). Extratos e compostos
isolados de diferentes partes de Piperaceae (raiz, caule, folha, flor fruto e semente)
foram avaliados quanto ao efeito bioldgico em diversos organismos. Piper tuberculatum,
P. crassinervium e P. gaudichaudianum apresentam efeito fungicida (LAGO et al., 2004;
MORANDIM et al., 2010). Piper tuberculatum também possui efeito inseticida em
lagartas, besouros e larvas de Aedes atropalpus (SCOTT et al., 2002, 2004; REGASINI et
al., 2009). Piper diospyrifolium e P. crassinervium apresentam atividade moluscicida em
Biomphalaria tenagophila (RAPADO et al., 2010). Pothomorphe umbellata possui agao
antibacteriana em Helicobacter pylori e também é utilizado como antimalarico na
medicina popular (DE FERREIRA-DA-CRUZ et al., 2000; ISOBE et al., 2002). Além disso,
P. tuberculatum, P. crassinervium e P. gaudichaudianum sdo tdxicos em epimastigotas
de Trypanosoma cruzi (BATISTA et al., 2008; REGASINI et al., 2009). O valor nutricional
de diversas espécies de Piperaceae é relativamente alto, por constituir boas fontes de
vitaminas, e apresenta, ainda, caroteno, fibras calcio, ferro, entre outros (PARMAR et al.,
1997; PRASAD et al., 2005)
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2.1 Schistosoma mansoni e a esquistossomose

Helmintos do género Schistosoma pertencem ao filo Platyhelminthes, classe
Trematoda e subclasse Digenea. Os trematddeos digenéticos sdo organismos
inteiramente adaptados ao parasitismo, com um ciclo bioldgico complexo que envolve
hospedeiros intermediarios e definitivos. Sdo achatados dorsoventralmente, de simetria
bilateral, sem segmentacao, tendo o tegumento coberto por uma citomembrana de
aspecto sincicial. Os 6rgdos de fixagdo sdo constituidos por duas ventosas: a mais
anterior, oral, onde se encontra a abertura bucal, e a ventral ou acetabulo. O sistema
digestivo termina em um fundo cego, isto &, sem dnus (SCHELL, 1970). Muitas espécies
de trematdédeos afetam a populagdo humana em regiGes tropicais e subtropicais do
mundo, particularmente nas areas menos desenvolvidas. As esquistossomoses estdo
entre as doengas de mais alta endemicidade no planeta; elas sdo devidas a helmintos
trematddeos do género Schistosoma (CHITSULO et al., 2000; STEINMANN et al., 2006).

As espécies de Schistosoma pertencem a familia Schistosomatidae, que se
caracteriza por apresentar sexos separados e acentuado dimorfismo sexual. Essa familia
possui parasitas que, em sua fase adulta, vivem nos vasos sanguineos de mamiferos,
aves e alguns répteis. Os parasitas do homem s3o todos do género Schistosoma, que
determinam a doenga denominada esquistossomose (CHITSULO et al., 2000; BROOKER;
CLEMENTS; BUNDY, 2006; GRYSEELS et al., 2006; STEINMANN et al., 2006).

O Schistosoma mansoni adulto é tipicamente um helminto delgado e longo. O
macho mede cerca de 1 cm de comprimento, formando um sulco longitudinal ou canal
ginecoforo; é bem claro, com tegumento recoberto por mindsculos espinhos e tubérculos.
A fémea é mais delgada, medindo cerca de 1,5 cm de comprimento, é mais escura
(acinzentada), em decorréncia do sangue semidigerido presente no ceco e do pigmento
dessa digestdo, a homozoina. A topografia da superficie do corpo é bem mais simples
que a do macho, com aspecto escavado. A superficie inteira do verme é recoberta por
uma camada sincicial denominada de tegumento, o qual é ligado por estreitas conexdes
citoplasmaticas aos corpos celulares nucleados. As membranas apicais do tegumento,
interface de contato entre o parasita e o hospedeiro, sdo constituidas por sete camadas
(heptalaminar), cuja estrutura é formada por duas camadas lipidicas justapostas,
constituindo o membranocalix. Essas camadas estdo em continuo processo de renovagao,
fato importante na capacidade de escape do helminto a resposta imune do hospedeiro
(RACE et al., 1971; HOCKLEY, 1973). O acasalamento é fundamental para protecdo da
fémea e, principalmente, para maturidade sexual, incluindo-se a producdo de ovos, que
sdo os responsaveis pela patologia da esquistossomose (ERASMUS, 1973, 1986;
MACHADO-SILVA et al., 2008).
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As esquistossomoses, denominadas também esquitossomiases ou bilharzioses,
sdo doengas que, para o homem, tém como os principais agentes etioldgicos as espécies
Schistosoma mansoni, S. intercalatum, S. haematobium, S. japonicum e S. mekongi
(Figura 1). Schistosoma mansoni esta presente em mais de 50 paises nos continentes
africano e americano, onde determina uma infeccdo denominada esquitossomose
mansonica (CHITSULO et al., 2000; BROOKER; CLEMENTS; BUNDY, 2006; GRYSEELS et
al., 2006).

No Brasil, a esquistossomose mansoénica foi detectada pela primeira vez por Piraja
da Silva em 1907 no estado da Bahia, e ainda hoje é considerado um grande problema
de saude publica (AMARAL et al., 2006). A doenca é conhecida popularmente por
xistossomose, xistosa, doenga dos caramujos ou mal dos caramujos, moléstia de Piraja
da Silva e, também, por “barriga d’agua”, devido a ascite que acompanha as formas mais
graves com fibrose hepatica. Atualmente, a esquistossomose mansoénica € endémica em
19 estados e no Distrito Federal (Figura 2). Em decorréncia da intensa migracgdo interna,
existe uma zona endémica quase continua do Cearda ao Espirito Santo, concentrada
principalmente na regido costeira. Bahia e Minas Gerais sdo os estados mais endémicos,
com distribuicdo de casos em quase todo territério (KATZ e PEIXOTO, 2000; AMARAL et
al., 2006); focos isolados também foram assinalados nos estados do Para, Goids e na
regido Sul do pais.

Em S&o Paulo, existem focos nos Vales do Ribeira, do Paraiba, do Tieté e do
Paranapanema; nas Zonas Litordnea e Alta Sorocabana; além dos municipios de Sao
Paulo, Sdo Caetano do Sul, Guarulhos e Campinas (SILVA, 1985; REY, 2008; NEVES,
2005; AMARAL et al., 2006; MORAES, 2009). Segundo o Centro de Vigilancia
Epidemiolégico (CVE) da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo, a maior ocorréncia
da doenca é por casos importados, mas 22 municipios ainda registraram casos
autoctones. No ano de 2005, por exemplo, foram confirmados 2.352 casos de

esquistossomose, dos quais 72,3% eram importados (CVE, 2005).
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W S mansoni
M 3. intercalatum

WHOD 92710

m S. haematobium
S. japonicum
W S. mekongi

Figura 1. Distribuicdo global da esquistossomose. Distribuicdo da helmintose de
acordo com seus agentes etioldgicos: Schistosoma mansoni, S. intercalatum, S.

haematobium, S. japonicum e S. mekongi.
Fonte: WHO (2011).
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Figura 2. Distribuicao da esquistossomose mansonica no Brasil, de acordo com o nivel de
prevaléncia dos municipios. Distribuicdo da verminose causada pelo Schistosoma
mansoni.

Fonte: Amaral et al. (2006).

A esquistossomose mansoOnica € transmitida por caramujos de agua doce,
hermafroditas e pertencentes ao género Biomphalaria da familia Planorbidae. Trés
espécies de Biomphalaria sdo responsaveis pela transmissdo da esquistossomose no
continente americano: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea. Biomphalaria glabrata
€ o principal vetor da esquistossomose no Brasil e é a espécie mais estudada devido a
sua ampla distribuicdo geografica e eficiéncia na suscetibilidade pelo parasita,
apresentando altos indices de infeccdo natural e experimental (MORGAN et al., 2001;
PARAENSE, 2001).

Schistosoma mansoni possui uma biologia muito interessante, pois passa por

diversas fases e vive em hospedeiros e ambientes diversificados, com uma grande
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capacidade de adaptacdo, multiplicacdo e resisténcia. As fases do ciclo bioldgico do S.
mansoni compreendem dois periodos de vida parasitaria: um no hospedeiro
intermediario e outro no hospedeiro definitivo. Entre as fases parasitarias ha dois
periodos de vida livre em meio aquatico: as fases de miracidio e cercaria (ROSS et al.,
2002; BLANCHARD, 2004; GRYSEELS et al., 2006). Schistosoma mansoni, em geral,
realizam ciclo assexuado nos moluscos do género Biomphalaria, enquanto que os
espécimes adultos sdo encontrados nos vasos mesentéricos € no sistema porta de
mamiferos das ordens Primates, Rodentia, Artiodactyla e Carnivora. O ciclo de vida do S.
mansoni esta representado na Figura 3.

Os vermes adultos de S. mansoni alojam-se aos pares em vénulas terminais do
plexo mesentérico inferior que drenam a parede intestinal. A cada dia, cerca de 300 ovos
medindo 110-180 pym por 45-70 um, sdo eliminados pela fémea no interior das vénulas.
Com base em modelos experimentais, estima-se que entre a metade e um terco desses
ovos chegam ao meio externo através das fezes. A inflamagdo que a presenga dos ovos
desperta no hospedeiro pode resultar em ruptura da parede da vénula, liberando os ovos
nos tecidos perivasculares e, finalmente, na luz intestinal. Cinco anos é a vida média do
S. mansoni, embora alguns casais possam viver mais de 30 anos eliminando ovos (ROSS
et al., 2002; GRYSEELS et al., 2006).

Quando as fezes contendo ovos do parasita entram em contato com a agua, os
ovos se rompem e liberam os miracidios, forma larvaria do helminto que penetra no
caramujo. No interior dos moluscos os parasitas se multiplicam dando origem as
cercarias, que sdo liberadas na agua apos cerca de 30 dias. Penetrando através da pele,
a cercaria perde a cauda transformando-se em esquistossdmulo. Ganhando acesso aos
vasos e a circulacdo sistémica, os parasitas jovens migram através dos pulmdes e do
figado. Cerca de 5 semanas apos a infeccdo, ja estando alojados nas veias mesentéricas,
0s vermes atingem a maturidade sexual e tem inicio a postura de ovos, de modo que
eles aparecem nas fezes cerca de 40 dias ap0ds a penetragdo das cercarias. Dessa forma,
no hospedeiro vertebrado, o parasita passa de cercaria para esquistossomulo de pele,
esquistossOmulo pulmonar, verme imaturo (adulto jovem) e verme adulto macho ou
fémea (ROSS et al., 2002; BLANCHARD, 2004; GRYSEELS et al., 2006).
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Figura 3. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
Fonte: CVE (2005).

Os varios aspectos patogénicos e patoldgicos observados na esquistossomose
mansonica dependem da interagdo parasito-hospedeiro nas trés fases evolutivas e
migratorias do verme no hospedeiro definitivo: esquistossomulo, verme adulto e ovo.
Ndo ha duavida que, de longe, os ovos e a reagdo granulomatosa que os envolvem
constituem os principais fatores causadores da morbidade. A infeccdo por Schistosoma
mansoni costuma ser oligossintomatica com predominancia intestinal; mas pode produzir
alteragGes anatomopatoldogicas cujo carater e gravidade cobre extensa gama de
situacbes, o que imprime a essa doenca grande polimorfismo e, em muitos casos,
progndstico incerto. Assim, a esquistossomose deve ser encarada como uma doenca de
multiplos mecanismos, com lesfes diretamente ligadas a presenca local do agente
etioldgico  (cercarias, esquitossomulos, vermes adultos, ovos), alteracGes
hemodinamicas, alteracGes de reatividade imunoldgica, lesGes a distancia devidas a
imunocomplexos, e alteracdes gerais sobre o organismo, além de interagir e favorecer
outras patologias por agentes infecciosos. Nas formas mais graves, ha predominancia de

hepatoesplenomegalia e fibrose periportal. Entre os varios fatores dos quais a patogenia
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da helmintose esta ligada, os mais importantes sdo a carga parasitaria, que influencia
diretamente no nuimero de ovos, e a resposta do sistema imunoldgico de cada
hospedeiro (BLANCHARD, 2004; WYNN et al., 2004; YOSRY, 2006; GRYSEELS et al.,
2006; SECOR, 2006; WILSON et al., 2007).

2.2 Controle da esquistossomose mansonica

O controle da esquistossomose permanece um grande desafio para os paises
endémicos. As estratégias de controle baseiam-se em programas publicos de
saneamento basico, educagdo sanitaria, controle do hospedeiro intermediario e
tratamentos das pessoas infectadas. O impacto econ6mico da esquistossomose é sentido
por varios grupos sociais, principalmente pelos paises mais pobres e pelas populagdes
que vivem sob condicGes mais dificeis. O abastecimento de agua tratada, as instalacGes
sanitarias e o destino adequado dos esgotos sanitarios sdo os recursos basicos de
saneamento que, associados a educagdo sanitaria, constituem o melhor método de
controle da doenca em médio e longo prazo. Entretanto, tais medidas estdo muito
distantes nas areas endémicas (BERGQUIST, 2002; BROOKER; CLEMENTS; BUNDY,
2006; FENWICK et al., 2006; STEINMANN et al., 2006). Além disso, conscientizar a
populacdo e mudar os seus habitos ndo é uma tarefa facil, uma vez que a populagdo,
especialmente mulheres e criancas, depende das colecdes hidricas para suas atividades
domésticas e pessoais, além de usa-las como areas de lazer (Figura 4).

A transmissdo da esquistossomose ocorre devido a presenga de moluscos do
género Biomphalaria infectados nas colegdes hidricas, por isso, o combate ao hospedeiro
intermediario é importante para o controle da doenca. Por outro lado, o controle do
caramujo é considerado complexo devido seu alto potencial reprodutivo e capacidade de
adaptacdo em diferentes ambientes. Além disso, esses moluscos hermafroditas sdo
capazes de autofecundacdo e, portanto, repovoar criadouros em um curto periodo de
tempo. O controle de moluscos pode ser feito com alguns métodos, a saber: a)
ambientais, como canalizacado, aterro, assoreamento, drenagem, limpeza de margens; b)
bioldgicos, com a presenca de predadores como, por exemplo, peixes e aves, além de
microorganismos que podem esterilizar os caramujos e; c¢) quimicos, como adicdo de
substancias moluscicidas. Na pratica, no entanto, esses métodos de controle sdo
complexos, dispendiosos, causam alteracdes no ambiente e dificilmente sdo empregados
nas areas endémicas (TELES e CARVALHO, 2008).
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Figura 4. Area que comumente esta associado a transmissdo da esquistossomose. Segundo
a OMS ¢ o local que normalmente estd associado a transmissdo da esquistossomose em
diversas regidées do mundo.

Fonte: WHO (2009).

Associada a luta antivetorial, ao saneamento do meio e a outras medidas praticas,
a quimioterapia €, no entanto, a forma mais eficaz no controle da esquistossomose
(FENWICK et al., 2003; HOTEZ et al., 2010; ZHANG et al., 2010). O tratamento desta
parasitose sempre foi limitado pela dificuldade de serem encontrados quimioterapicos
que exibissem alta eficacia e grande tolerabilidade. No inicio, na década de 1910, foi
utilizado o tartaro emético (tartarato de antimoénio e potassio). Em seguida, varios sais
de antimomio foram introduzidos em uso clinico, a saber, dissulfonato-bis-pirocatecol de
sodio e antiménio (Stibofen), gluconato de antiménio e sddio (Tiostam) e tiomalato de
antimonio e sdédio (Anthiomaline) administrados por via intramuscular ou intravenosa
(CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995; CIOLI, 1998). Os derivados antimoniais, que
foram a base da quimioterapia da esquistossomose durante quase 50 anos, apesar de
atuarem com eficacia contra as trés principais espécies do género Schistosoma, o S.
mansoni, 0 S. haematobium e o S. japonicum, deixaram de ser usados no tratamento
desta helmintose, por ocasionarem inumeros efeitos colaterais e téxicos, com alteracdes
nas células sanguineas, além de, ndo raramente, ocorréncia de morte subita (CIOLI;
PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995; CIOLI, 1998).

Apés a Segunda Guerra Mundial, o cloridrato de 1-N-dietil-amino-etil-amino-4-
metil-9-tioxantona, a lucantona (miracil D), passou a ser o primeiro esquistossomicida
conhecido de uso oral, mas apenas na década de 1960 houve um avango na terapia da
esquistossomose com o surgimento da hicantona, do niridazol, dos nitrofuranos e do
metrifonato. A hidrometilagdo da lucantona deu origem ao farmaco ativo por via oral e

dose Unica, o 1-N-b-dietil-amino-etil-amino-4-(hidroximetil)-9-tioxantona, a hicantona,
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com eficacia, especificamente, contra o S. mansoni e o S. haematobium. Entretanto,
efeitos toxicos e graves apareceram com o uso da hicantona (Etrenol), causando ébitos,
inclusive no Brasil, por lesGes hepaticas agudas, o que, portanto, deixou a terapéutica da
esquistossomose sem opcdo (ANDRADE et al., 1974). O niridazol (Ambilhar), outro
farmaco de uso oral e eficaz contra S. haematobium e S. japonicum, exigia
administracdo por cerca de uma semana; no entanto, apresentava baixa tolerancia,
especialmente causando convulsdo, alucinacdo e outros efeitos indesejaveis sobre o
sistema nervoso central, além de lesGes hepdticas e renais. O niridazol também
apresentou mutagenicidade, carcinogenicidade, agdo imunossupressora €, por conta
disso, teve seu uso proscrito (KATZ, 1977; CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1995).
Ainda na década de 1960, dois compostos surgiram para o tratamento da
esquistossomose: os nitrofuranos e o metrifonato. Os nitrofuranos sao antimicrobianos
de amplo espectro e foram utilizados pelos chineses em pessoas infectadas com S.
japonicum; entretanto, a acdo esquistossomicida era somente em doses que
apresentavam toxicidade ao hospedeiro e, portanto, logo deixou de ser utilizado. No
mesmo periodo, o metrifonato, um organofosforado inibidor de acetilcolinesterase,
passou a ser utilizado; mas seu uso, que ainda persiste até os dias de hoje, tem sido
limitado aos casos de esquistossomose urinaria (CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER,
1995).

Na década de 1970, funcionarios da induUstria farmacéutica Pfizer (Sandwich,
Inglaterra) descreveram uma série de derivados 2-aminometil-tetra-hidroquinolinicos
gue apresentaram acdao marcante esquistossomicida, sendo que o mais promissor foi o
UK-3883. Esse composto, além de agdo curativa em dose oral Unica, apresentou também
atividade profilatica e agdo contra todos os estagios em camundongos. A hidroxilagdo do
grupo 6-metil deu origem ao UK 4271, posteriormente denominado oxamniquina, na qual
em dose oral Unica apresenta elevada atividade curativa contra S. mansoni em roedores
e primatas. Em todos os hospedeiros, os vermes machos mostraram-se mais susceptiveis
a droga do que as fémeas. O novo esquistossomicida recebeu o nome comercial de
Mansil®, que é uma mistura das palavras “mansoni” e “Brasil”, onde foram realizados os
primeiros ensaios clinicos com essa droga. Ensaios clinicos no Brasil mostraram que a
dose oral Unica de 15 mg/kg a 20 mg/kg apresentava boa tolerdncia, poucos efeitos
toxicos e indice de cura de até 90% nos pacientes. Apesar do registro de alguns efeitos
colaterais como tonturas, nauseas, cefaléia e sonoléncia, os ensaios clinicos
demonstraram boa aceitacdao pela populacao pesquisada e impacto imediato sobre as
manifestacGes clinicas, além de reduzir a prevaléncia da parasitose. Dessa forma, assim,
esses resultados favoraveis permitiram que o farmaco pudesse ser aplicado a milhares de
pessoas, sem grandes riscos, pelo Ministério da Salde brasileiro por iniciativa do

Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE). Apds mais de 13 millhGes de
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tratamentos realizados nas areas endémicas de esquistossomose pode-se concluir que a
oxamniquina é um farmaco eficaz para tratamento individual ou em larga escala, mas
chama a atencdo que seu prego elevado é um fator limitante a sua maior disseminagao,
principalmente como medida de salde publica. A oxamniquina é ineficaz nas outras
espécies de Schistosoma e seu uso ficou mais direcionado aos paises da América do Sul,
principalmente o Brasil. A oxamniquina é mais ativa para eliminar os machos do que as
fémeas do parasita, no entanto as fémeas que sobrevivem ao tratamento deixam de
colocar ovos, cessando assim a progressao da doenca. A oxamniquina provoca o
desprendimento dos parasitas dos seus lugares de fixagdo no interior das veias
mesentéricas e sdo arrastados entdo até o figado onde sdo destruidos. O mecanismo de
acdo da oxamniquina parece estar relacionado com sua capacidade de inibicdo da sintese
de acidos nucléicos nos vermes. Diversos relatos de resisténcia, efeitos colaterais
consideraveis, alto custo e especificidade somente com uma espécie de esquistosoma
estdo tornando o uso da oxamniquina cada vez mais restrito (CIOLI; PICA-MATTOCCIA;
ARCHER, 1993, 1995).

Na década de 1970, ainda, iniciaram-se estudos conjuntos entre os laboratdrios
Bayer e Merck com derivados de pirazinoisoquinolinicos como antiparasitarios. Apds
sintese de mais de quatrocentos compostos o mais promissor revelou ser o {2-(ciclo-
hexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolina-4-one},
praziquantel. Além da atividade téxica em cestbides e trematoides, o praziquantel foi o
primeiro fdrmaco que mostrou atividade acentuada, por via oral ou intramuscular, em
dose Unica, contra todas as espécies de Schistosoma que acometem o homem. A acdo
anti-helmintica do praziquantel deve-se provavelmente na alteracdo dos canais de Ca’*
dos esquistossomos, aumentando a permeabilidade da membrana do helminto a certos
cations monovalentes e divalentes, principalmente o calcio, o que leva a intensificagdo da
atividade muscular, seguida por contragdo e paralisia espastica. Como consequéncia, 0s
helmintos se separam dos tecidos do hospedeiro e sao rapidamente deslocados das veias
mesentéricas para o figado e, apds algumas horas, ha vacuolizagdo em diferentes partes
do tegumento. Assim, sdo trés as principais acbes do praziquantel sobre os vermes:
contracdo muscular, lesdo do tegumento e alteracdes metabdlicas. Atualmente, o
praziquantel é o Unico farmaco recomendo pela OMS (MEHLHORN et al., 1981;
DOENHOFF; KIMANI; CIOLI, 2000; DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008; CIOLI e PICA-
MATTOCCIA, 2003; WHO, 1985, 2002).

Nos ultimos 30 anos houve uma significativa melhora na eficiéncia terapéutica do
tratamento contra a esquistossomose com a introdugdo do praziquantel, que,
administrado em dose Unica, por via oral, apresenta atividade terapéutica elevada. O
tratamento com praziquantel (40 mg/kg a 60 mg/kg, dependendo da espécie de

Schistosoma) é eficaz na reducao da morbidade, porém os resultados com o uso dessa
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droga tém sido menos promissores do que o esperado. Além de ndo atuar nas formas
jovens do parasita, existem relatos de resisténcia ao farmaco (BENNET et al., 1997;
CIOLI et al., 2000; LIANG et al., 2001; DOENHOFF; KIMANI; CIOLI, 2000; DOENHOFF et
al., 2002; CIOLI e PICA-MATTOCCIA, 2003; GRYSEELS et al., 2001; FENWICK e
WEBSTER, 2006).

A populacdo que reside em area endémica de esquistossomose precisa ser
submetida a tratamentos sequenciais, existindo, portanto, a possibilidade da selegdo de
linhagens de S. mansoni resistentes aos farmacos. Rogers e Bueding (1971)
demonstraram, pela primeira vez, a existéncia de uma linhagem de S. mansoni
resistente a um agente esquistossomicida; no caso, a hicantona. No Brasil, a resisténcia
a hicantona foi relatada pela primeira vez por Katz et al. (1973). Vérios estudos
posteriores confirmaram a presenca de linhagens resistentes aos agentes
esquistossomicidas, incluindo oxamniquina e praziquantel (DIAS et al., 1978; De SOUZA
DIAS; de JESUS PEDRO; DEBERALDINI, 1982; COLES et al., 1987; CIOLI; PICA-
MATTOCCIA; ARCHER, 1993; FALLON e DOENHOEF, 1994; ISMAIL et al., 1996, 1999;
COELHO; LIMA e SILVA; NOGUEIRA-MACHADO, 1997; CONCEIGAO; ARGENTO, CORREA,
2000; LIANG et al., 2001; WILLIAN et al., 2001).

O desenvolvimento de tolerancia ou resisténcia ao praziquantel justifica a
pesquisa e producdo de novas drogas para prevengao e cura da esquistossomose. De
fato, desde a descoberta do praziquantel nos anos 1970, pouco avango terapéutico foi
alcancado. Estudos nos anos 1980 demonstram atividade esquistossomicida promissora
do imunossupressor ciclosporina A (BOUT; DESLEE; CAPRON, 1984, 1986; CHAPPELL et
al., 1987). Entretanto, investigagdes ainda estdo sendo realizadas com o intuito de
elucidar o mecanismo de acdo e possiveis efeitos adversos (CIOLI, 1998). No inicio da
década de 1980, a artemisina, uma lactona sesquiterpénica obtida das folhas de
Arthemisia annua, e derivados, especialmente o arteméter e o artenusato, foram
utilizados como agente esquistossomicida na China, inicialmente com o S. japonicum;
posteriormente, ficou demonstrado que o0s compostos possuem atividade
esquistossomicida contras as outras espécies que parasitam o homem (XIAO et al.,
2002; UTZINGER et al., 2001, 2003). Diferentemente da oxamniquina e do praziquantel,
a atividade dos derivados de artemisina é maior nas formas jovens do que nos vermes
adultos (XIAO et al., 2002). Por apresentar atividade acentuada contra vermes
imaturos, o arteméter vem sendo ensaiado, em areas endémicas, como droga profilatica
na esquistossomose; mas com atencgdo, pois o arteméter € um importante antimalarico e
seu uso inapropriado podera causar o aparecimento de resisténcia nos agentes etioldcos
da malaria (CHIPPAUX et al., 2003; FENWICK et al., 2003; UTZINGER et al., 2001, 2003;
KEISER et al., 2009).
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No século XXI, intensificou-se a busca por novos compostos com caracteristicas
esquistossomicidas, mas ainda falta a avaliacdo na terapéutica clinica (Tabela 1). Abdulla
et al. (2007) mostraram que o vinil sulfona K11777, um inibidor de cisteino protease,
possui interessante efeito esquistossomicida. Esses inibidores de proteases também sdo
potenciais farmacos para a doenca de Chagas (BARR et al., 2005). Embora tenha
mostrado redugdo significativa da carga parasitaria de camundongos infectados, o
mecanismo de agdo e possiveis efeitos adversos precisam ser investigados durante a
terapéutica experimental (ABDULLA et al., 2007). No mesmo ano de 2007, foram
assinalados que os antimalaricos trioxolanos possuem consideravel atividade
esquistossomicida (XIAO et al., 2007). Posteriormente, Sayed et al. (2008) descreveram
que oxadiazdis sdo esquistossomicidas quando administrados, diariamente, por até cinco
dias, em camundongos infectados com S. mansoni. A mefloquina, um aminoalcool usado
como antimaldrico, € um composto promissor, pois apresenta efeito esquistossomicida
em parasitas jovens e adultos quando administrados por via oral em camundongos (VAN
NASSAUW et al., 2008; KEISER et al., 2009). Mais recentemente, El Ridi et al. (2010)
mostraram, em S. mansoni e S. haematobium, que o &cido araquidbnico apresenta
propriedade esquistossomicida. Finalmente, em 2011 foi mostrado que a miltefosina, um
importante farmaco para o tratamento de leshmaniose, também reduz a carga
parasitédria de camundongos com esquistossomose mansoénica (EISSA et al., 2011). Na
Tabela 1 estd uma lista de compostos esquistossomicidas utilizados na terapéutica
experimental ou clinica da esquistossomose.

Considerando a dificuldade na descoberta de esquistossomicidas, a alternativa
pode estar nos produtos naturais. De fato, a atividade anti-helmintica de plantas é bem
conhecida na medicina tradicional em muitas regides do mundo. Extratos de diferentes
partes de plantas ou de seus frutos sao preparados por curandeiros, que representam o
conhecimento empirico e cultural em comunidades do mundo inteiro (NDAMBA et al.,
1994; CLARK; APPLETON; KVALSVIG, 1997; SPARG et al., 2000; MOLGAARD et al.,
2001). Na Asia e Africa existem diversas evidéncias de gue preparados como esses sao
eficazes contra parasitas, o que destaca a fitoterapia como uma ferramenta em potencial
para o controle das parasitoses. O modo de acdo ou substancia quimica que causa dano
ao parasita foi muito pouco investigado. Sdo necessarios, portanto, mais estudos para
confirmar o real valor terapéutico dessas plantas no tratamento das doengas parasitarias
(NDAMBA et al., 1994; CLARK; APPLETON; KVALSVIG, 1997; SPARG et al., 2000;
MOLGAARD et al., 2001). Nesse contexto, a busca por extratos e compostos naturais
com propriedades esquistossomicidas tem aumentado nos Ultimos anos. A tabela 2
apresenta uma lista de extratos ou compostos naturais que sdo toxicos, in vitro, para os

esquistossomos.
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Tabela 1 - Compostos com caracteristicas esquistossomicidas usados na terapéutica
experimental ou clinica da esquistossomose

Data* Compostos Observacgoes
1918 Antimoniais 2 Altamente toxicos
1920 Emetina @ Moderadamente efetivo; toxico
1960 Metrifonato ? Ainda usado em S. haematobium
1962 Nitrofuranos 2 Moderadamente efetivo
1962 Lucantona ? Substituido pela hicantona
1964 Niridazol @ Oral; moderadamente efetivo
1965 Hicantona ? Uso descontinuado por mutagenicidade
1969 Oxamniquina @ Ainda usado em S. mansoni
1971 Tubercidina ® Ativo em animais; nenhum teste em humanos
1976 Amoscanato ? Amplamente testado na China; toxico
1977 Praziquantel ® Farmaco de escolha para todas as esquistossomoses
1978 Ro 11-3128 @ Benzodiazepinico: efetivo em vermes imaturos
1978 Oltipraz @ Uso descontinuado por causar problemas na unha
) ) Ativo em animais; nenhum teste em humanos; curativo e
1981 Ciclosporina A @ o
profilatico
1984 9-Acridanona-hidrazona @ Ativo em animais; nenhum teste em humanos
1980 Artemisina ® Moderadamente efetivo; baixa solubilidade
1982 Arteméter ° Efetivo em vermes imaturos
1983 Artenusato ° Efetivo em vermes imaturos
2007 Vinil sulfona K11777 ¢ Ativo em animais; nenhum teste em humanos
2007 Trioxalanos ¢ Moderadamente efetivo em parasitas jovens e adultos; ativo
em animais; nenhum teste em humanos
2008 Oxadiazois © Moderadamente efetivo em parasitas jovens e adultos; ativo
em animais; nenhum teste em humanos
2008 Mefloquina "9 Oral; efetivo em parasitas jovens e adultos; ativo em
animais; nenhum teste em humanos
2010 Acido aracddnico " Oral; efetivo em parasitas jovens e adultos; ativo em
animais; nenhum teste em humanos
2011 Miltefosina | Oral; efetivo em parasitas jovens e adultos; ativo em

animais; nenhum teste em humanos

* Data da publicagdo ou inicio dos ensaios.

3(CIOLI, 1998). °(UTZINGER et al., 2001). (ABDULLA et al., 2007). 9(XIAO et al., 2007). (SAYED
et al., 2008). f(Van NASSAUW et al., 2008). 9(KEISER et al., 2009). "(EL RIDI et al., 2010).
I(EISSA et al., 2011).
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Revisao da Literatura

As estratégias da quimioterapia podem ser direcionadas para toda a populacdo de
uma determinada area endémica (quimioterapia em massa) ou segmentos da populagdo
(quimioterapia dirigida). A disponibilidade de apenas um farmaco para o tratamento de
dezenas de milhdes de pessoas com esquistossomose € um fato preocupante nos ultimos
anos. E possivel que com o advento do praziquantel, associado a ocorréncia da
esquistossomose em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, o que implica,
portanto, na baixa capacidade de compra, tenha feito com que as industrias
farmacéuticas ndo se interessem em promover investimentos vultosos para descobrirem
novos farmacos contra essa importante parasitose (TOUILLER et al., 2002; HOTEZ et al.,
2007). Nesse sentido, a OMS classificou a esquistossomose como uma doenca
negligenciada (REMME et al., 2002; FENWICK et al., 2003; CAFFFREY, 2007). E, de fato,
a falha no sistema em vigor para desenvolver novos farmacos de interesse foi enfatizada
pela organizagdo ndo governamental Mécins Sans Frontieres (MSF, em portugués:
Médicos Sem Fronteiras), que salientou a necessidade de haver novas iniciativas,
envolvendo o6rgdos publicos, instituicdbes de pesquisas e unidades de produgdo. A
organizagao MSF destinou os recursos recebidos pelo Prémio Nobel da Paz, em 1999, ao
desenvolvimento de um modelo alternativo de pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos para tratar as doengas negligenciadas. Como resultado dessa agdo, em
2003, sete organizagdes de diferentes paises uniram esforgos para fundar a iniciativa
Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi, em portugués: Medicamentos para
Doencgas Negligenciadas).

Acredita-se que a alternativa pode estar na exploracdo dos produtos naturais
(BLEICHER et al., 2003). Tendo em vista a biodiversidade no territério brasileiro, o
Bioprospecta, em associacao com o Programa Biota/FAPESP, iniciou um programa que
procura drogas potenciais no tratamento de doengas tropicais e outras patologias. Os
estudos de bioprospeccdo visam a descoberta de produtos biologicamente ativos (como
esquistossomicidas), esperando contribuir para programas de desenvolvimento auto-
sustentavel, pelo uso de produtos naturais. Nesse sentido, a triagem de compostos e
extratos esquistossomicidas in vitro apresenta uma abordagem inicialmente importante.

Neste trabalho é apresentado o efeito de 4 compostos isolados de espécies
vegetais, 1 composto isolado da pele de anfibio e 6 extratos etandlicos obtidos de
vegetais em adultos e esquistossomulos de Schistosoma mansoni. Os resultados e
discussOes estdo divididos em 6 partes, sendo complementados por 3 artigos que estdo

anexados no final do manuscrito.
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Conclusao

1. Todos os compostos e extratos ensaiados causaram alteragdes na viabilidade
das diferentes fases evolutivas do Schistosoma mansoni (esquistossomulos recém-
transformados, 1, 3, 5 e 7 dias de idade; e adultos, machos e fémeas com 49 dias de
idade). Os compostos e extratos reduziram a motilidade e causaram a morte dos
parasitas de forma diretamente dependente da concentracao, do tempo de incubagao e

da fase evolutiva do verme.

2. Considerando os compostos e extratos ensaiados, a amida piplartina, o
peptideo dermaseptina e o extrato das folhas de Piper tuberculatum foram os que
apresentaram efeito esquistossomicida em menor concentragdao para os vermes adultos e
esquistossomulos. No geral, a atividade helminticida dos produtos naturais em
esquistossOmulos ocorreu em concentracdes menores do que o observado com o

praziquantel.

3. A autofluorescéncia dos esquistossomos permite a andlise morfolégica do
parasita por microscopia confocal sem a presenca de um fluordforo. Desta forma, a
contagem de tubérculos em parasitas machos é um modelo experimental que avalia,

quantitativamente, o efeito de drogas no tegumento do Schistosoma mansoni.

4. Nas concentracbes letais, os compostos, exceto grandisina, e extratos
causaram alteragdes morfoldgicas no tegumento dos esquistossOmulos e adultos. A
anadlise quantitativa, feita por microscopia confocal em vermes adultos, revelou que os

danos nos tubérculos ocorrem de forma dose-dependente.

5. Os extratos e compostos causaram contracdo nos esquistossomulos,

independentemente da idade, previamente ao efeito antiparasitario.

6. Nas concentragdes subletais, exceto grandisina e o extrato de Piper
gaudichaudianum, os compostos e extratos causaram reducdao na oviposicao dos
parasitas, de forma diretamente dependente da concentracdo. Os compostos
dermaseptina e epiisopiloturina, assim como o extrato das folhas de Piper crassinervium

inibiram, em quase 100%, a postura das fémeas.

7. Nas concentracOes letais para adultos e esquistossomulos, os compostos e
extratos ndo apresentam toxicidade para células de mamifero (células Vero). Em alguns
casos, a viabilidade celular foi reduzida somente em concentragées aproximadamente
dez vezes superior a dose minima capaz de matar 100% dos parasitas. Por outro lado, o

praziquantel é citotdxico na concentracdo letal para os esquistossomulos.
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