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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca negligenciada, de grande importancia para a satde publica
no mundo, que pode ser causada pelo helminto da espécie Schistosoma mansoni. O tratamento
da enfermidade baseia-se no uso do medicamento praziquantel. Porém, essa droga possui
algumas desvantagens, como baixa eficacia nas fases jovens do parasito (esquistossomulos) e
incapacidade de reverter lesdes inflamatorias induzidas pela formacéo de granulomas. Por isso,
ha necessidade do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para controlar e evitar as
formas graves da doenga. Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi revisar o uso de produtos
vegetais no tratamento da esquistossomose e investigar se o tratamento com extrato de
Dysphania ambrosioides induz altera¢cdes imunolégicas e histopatoldgicas no desenvolvimento
de granulomas no figado, intestino e pulmdo de camundongos infectados e tratados em
diferentes fases da infeccdo experimental. Os resultados desta tese foram apresentados em 03
(trés) capitulos. No capitulo 1 fizemos uma revisdo narrativa sobre os efeitos
imunomoduladores e antiparasitarios de produtos naturais, oriundos de espécies vegetais, e seus
constituintes majoritarios no tratamento da esquistossomose, realizado a partir de pesquisas
encontradas nos bancos de dados PubMed, LILACs e MEDLINE no periodo de 2008 a 2021.
Foi evidenciado que o tratamento com extratos de espécies vegetais atua diretamente no
parasito, diminuindo as chances de sobrevivéncia, o que reduz o nimero de ovos e granulomas
no hospedeiro vertebrado. O tratamento com os produtos naturais também reduz os niveis de
citocinas pro-inflamatorias, além de ativar neutréfilos, macrofagos, linfocitos T e células B, o
gue melhora a patogénese da doenca, garantindo a sobrevivéncia do hospedeiro. No capitulo 2
avaliamos o efeito do extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides (EHDA) sobre a oviposicéao e
patologia da infeccdo. Para isso, foi avaliado in vitro a agdo do extrato de D. ambrosioides sobre
a mortalidade e a oviposicdo de vermes adultos de S. mansoni. Com o intuito de compreender
as possiveis causas de inibicdo da oviposicdo do parasito, foram realizadas avaliagdes in silico
a partir do constituinte majoritario do extrato, o kaempferol, sendo previstas suas atividades
bioldgicas e seu potencial alvo molecular no parasito S. mansoni. Adicionalmente, foram feitas
avaliacOes do tratamento in vivo, em cada uma das fases do desenvolvimento de S. mansoni
(fase cutanea, pulmonar, vermes imaturos e vermes maduros) utilizando camundongos,
infectados com 50 cercérias e eutanasiados com 60 dias pos-infeccdo. Nas avaliacGes in vitro,
0 EHDA apresentou atividade esquistossomicida e inibiu a oviposi¢do dos vermes fémeas. O
tratamento com EHDA reduziu tamanho e numero de granulomas, além de lesdes
histopatologicas nos tecidos hepético, intestinal e pulmonar, demonstrando uma melhor
organizacao da resposta granulomatosa. Houve predominancia de fibras colagenas do tipo I nos
tecidos de camundongos tratados com EHDA. O capitulo 3 consistiu na avaliacdo sobre a
dindmica de associacdo imunoldgica e histomorfométrica em granulomas de camundongos
infectados e tratados ou ndo com EHDA por meio de experimentagdes in vivo. O EHDA reduziu
eosinofilos sanguineos e niveis de IgE, embora sem associacdo significativa com a area e
numero de granulomas. Em relagdo aos niveis das citocinas, as de respostas Th2 e Th17 foram
reduzidas ao longo das fases do desenvolvimento de S. mansoni. Notavelmente, ocorreu
associacao negativa entre as respostas Thl e Th1l7 com a area e numero de granulomas
hepaticos e intestinais. Esses resultados demonstram que 0 EHDA possui potencial terapéutico
contra a esquistossomose, atuando em diversos aspectos, desde a mortalidade do parasito até a
modulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro. Portanto, sdo um passo importante para
propor novas terapias para esquistossomose, em especial com os produtos naturais sobre a
formacéo dos granulomas, que constituem a principal patologia da parasitose.

Palavras-chave: Efeito imunomodulador; Esquistossomicida; Mastruz; Quimioterapia.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected disease, of great importance for public health in the world, which
can be caused by the helminth species Schistosoma mansoni. The treatment of the patient is
based on the use of the drug praziquantel. However, this drug has some disadvantages, such as
low efficacy in the young stages of the parasite (schistosomula) and inability to reverse
inflammatory lesions induced by the formation of granulomas. Therefore, there is a need to
develop new therapeutic alternatives to control and prevent severe forms of the disease. In this
sense, the objective of this work was to review the use of plant products in the treatment of
schistosomiasis and to investigate whether treatment with Dysphania ambrosioides extract
induces immunological and histopathological changes in the development of granulomas in the
liver, intestine and lung of mice infected and treated in different phases of experimental
infection. The results of this thesis are presented in 03 (three) chapters. In chapter 1 we made a
narrative review on the immunomodulatory and antiparasitic effects of natural products,
originating from plant species, and their major constituents in the treatment of schistosomiasis,
carried out based on research found in the PubMed, LILACs and MEDLINE databases in the
period 2008 to 2021. It was shown that treatment with extracts from plant species acts directly
on the parasite, reducing the chances of survival, which reduces the number of eggs and
granulomas in the vertebrate host. Treatment with natural products also reduces the levels of
pro-inflammatory cytokines, in addition to activating neutrophils, macrophages, T lymphocytes
and B cells, which improves the pathogenesis of the disease, ensuring host survival. In chapter
2 we evaluate the effect of the hydroalcoholic extract of D. ambrosioides (EHDA) on
oviposition and infection pathology. To this end, the effect of the D. ambrosioides extract on
the mortality and oviposition of adult S. mansoni worms was evaluated in vitro. In order to
understand the possible causes of inhibition of parasite oviposition, in silico evaluations were
carried out using the majority constituent of the extract, kaempferol, and its biological activities
and potential molecular target in the S. mansoni parasite were predicted. Additionally, in vivo
treatment evaluations were carried out in each of the development phases of S. mansoni
(cutaneous, pulmonary, immature worms and mature worms) using mice, infected with 50
cercariae and euthanized 60 days post-infection. In vitro evaluations, EHDA showed
schistosomicidal activity and inhibited the oviposition of female worms. Treatment with EHDA
reduced the size and number of granulomas, as well as histopathological lesions in the liver,
intestinal and lung tissues, demonstrating a better organization of the granulomatous response.
There was a predominance of type I collagen fibers in the tissues of mice treated with EHDA.
Chapter 3 consisted of the evaluation of the dynamics of immunological and histomorphometric
association in granulomas from mice infected and treated or not with EHDA through in vivo
experiments. EHDA reduced blood eosinophils and IgE levels, although without significant
association with the area and number of granulomas. Regarding cytokine levels, Th2 and Th17
responses were reduced throughout the development phases of S. mansoni. Notably, there was
a negative association between Thl and Th17 responses with the area and number of hepatic
and intestinal granulomas. These results demonstrate that EHDA has therapeutic potential
against schistosomiasis, acting in several aspects, from parasite mortality to modulation of the
host's immune response. Therefore, they are an important step towards proposing new therapies
for schistosomiasis, especially with natural products on the formation of granulomas, which
constitute the main pathology of schistosomiasis.

Keywords: Immunomodulatory effect; Schistosomicide; Mastruz; Chemotherapy; Immune
response.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada, causada por trematodeos do
género Schistosoma, que afeta aproximadamente 240 milhGes de pessoas em escala global,
predominantemente em regides da Africa, Asia, Oriente Médio e América do Sul (MCMANUS
et al., 2018; WHO, 2022). No Brasil, a espécie S. mansoni € a Unica responsavel pela
transmisséo da esquistossomose, com estimativas de que 25 milhdes de pessoas vivem em areas
endémicas (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2014). No Nordeste brasileiro, 0 Maranh&o esta entre
os estados endémicos, com casos comprovados em 20 dos 217 municipios e, em 29 deles, foram
relatados focos da parasitose (SANTOS; MELO, 2011; CANTANHEDE et al., 2014).

O ciclo de vida de S. mansoni ocorre pela penetracdo ativa de larvas cercarias do parasito
na pele do hospedeiro vertebrado, que inclui o ser humano (HAMS et al., 2013). As cercarias
se diferenciam em esquistossdmulos e migram, via circulacdo sanguinea, até a veia porta
hepatica, onde se tornam vermes adultos e entram em maturacdo para 0Viposicdo
(SCHWARTZ; FOLLON, 2018). Os ovos podem ser eliminados nas fezes do hospedeiro ou
ficarem retidos na mucosa intestinal, sendo, em grande parte, carreados para o figado, induzindo
uma intensa resposta inflamatdria, conhecida por granuloma, que contribui para evolucao dos
casos graves da doenca (HAMS et al., 2013).

Como resposta a infecgdo por S. mansoni nos vertebrados, sdo acionados complexos
mecanismos imunologicos (HAMS et al., 2013). Nas primeiras 12 horas ap0s a penetracao das
larvas cercarias, ocorre uma reacao inflamatéria dérmica e subdérmica, conhecida por dermatite
cercariana, principalmente em individuos de areas endémicas (SOUZA et al., 2011).
Posteriormente, na fase pré-postural do parasito, também conhecida como fase toxémica, ha
predominancia de uma resposta imune tipo T helper-1 (Thl), caracterizada pela producédo de
citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-o e IFN-y, que ativam células
imunes inatas, dentre elas os macréfagos de perfil M1, produtor de 6xido nitrico (NO)
(TURNER etal., 2011). Com a oviposicao de S. mansoni, s&o secretados antigenos responsaveis
pela polarizacdo da resposta imune para o tipo Th2, que induz a producédo de citocinas como
IL-4, IL-5 e IL-13, que sd@o responsaveis pela modulacdo da resposta Thl, pela formacédo de
granulomas e pela producéo de anticorpos 1gG4 e IgE, além da diferenciacdo de eosinofilos e
macréfagos alternativamente ativados (M2) (BARRON; WIN, 2011; HAMS et al., 2013;
SOUZA et al., 2011). Entre 11 e 12 semanas pos-infecgdo, a fase cronica da esquistossomose
comeca a ser estabelecida, sendo caracterizada pela reducdo da resposta Th2 e diminuicdo da

inflamagéo granulomatosa em torno dos ovos, emergindo uma rede regulatdria de células,
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especialmente linfocitos T e B (Treg/Breg), envolvendo a producdo de IL-10 e levando a
reducdo da producdo de citocinas de respostas Thl e Th2 (CHUAH et al., 2014; VAN DER
VLUGT etal., 2012).

Em relacdo a quimioterapia esquistossomética, 0 medicamento Praziquantel (PQZ) tem
sido a droga de escolha ha mais de 30 anos (NOGUEIRA et al., 2023). No entanto, estudos
concentrados em entender os mecanismos de a¢do do PZQ demonstram que parasitos jovens
sd0 menos suscetiveis ao medicamento do que os vermes adultos e que existem problemas
relacionados a reducdo de suscetibilidade dos esquistossomos em diversas regides endémicas
(SETO et al., 2011; WANG et al., 2012). Além do fato da droga ndo ser capaz de reverter
sequelas patoldgicas promovidas pela parasitose, como a formacdo de granulomas e fibrose
periportal (COLLEY et al., 2014). Diante da problematica, a busca por novas abordagens
terapéuticas para a esquistossomose é necessaria.

Extratos de espécies vegetais vém sendo amplamente avaliados para a terapia da
esquistossomose e parecem ser uma alternativa promissora (MOLGAARD et al, 2001;
YOUSIF et al., 2012). O nosso grupo de pesquisa do Laboratério de Imunofisiologia — UFMA,
ja vem estudando ha alguns anos a espécie vegetal Dysphania ambrosioides, designada
comumente como mastruz, que é largamente utilizada pela populacdo do estado do Maranh&o
para diversos fins (NASCIMENTO, 2014), e possui uma grande variedade de atividades
bioldgicas comprovadas, tais como: efeito analgésico (SOUSA et al., 2012), anti-inflamatério
(PEREIRA, 2009), antisséptico (RIOS et al., 2017) e cicatrizante (NASCIMENTO, 2014). O
efeito antiparasitario do extrato hidroalc6olico de D. ambrosioides (EHDA) ja foi evidenciado
no tratamento de leishmaniose (PATRICIO et al., 2008), malaria (CYSNE et al., 2016) e
esquistossomose (RODRIGUES et al., 2020).

No estudo de Rodrigues et al. (2020) foi demonstrado, por meio de avalia¢des in vivo,
que o tratamento com extrato hidroalcéolico de D. ambrosioides induziu mudancas favoraveis
no hospedeiro vertebrado em termos parasitolégicos e imunopatoldgicos. Os autores
evidenciaram que o tratamento com D. ambrosioides em animais infectados contribuiu para a
reducdo da area do granuloma e em sua quantidade sobre o tecido hepatico, modulando
favoravelmente a resposta imune granulomatosa, ndo causando danos exacerbados ao tecido
dos animais (RODRIGUES et al., 2020). Estes resultados foram verificados mesmo quando o
tratamento foi realizado ainda no inicio da infeccdo, sugerindo fortemente que o mastruz possui
efeito esquistossomicida mesmo quando o tratamento é realizado nos estagios iniciais da

infeccdo, diferente do PZQ.
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Entretanto, os dados de Rodrigues et al. (2020) ndo demonstraram a acédo de EHDA
sobre a oviposicdo de S. mansoni, nem possiveis mudancas conformacionais e celulares nos
granulomas de tecidos intestinais, hepaticos e pulmonares, alem dos mecanismos de resposta
imunoldgica que podem promover essas alteracBes granulomatosas, proporcionadas pelo
tratamento com o extrato vegetal. Baseado nessas lacunas, ficou evidente a necessidade de
melhor explorar os efeitos de EHDA sobre a oviposicdo de S. mansoni in vitro e sobre as
alteracdes histopatoldgicas nos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares associados aos
mecanismos de modulagdo da resposta imune induzidos pelo tratamento com o extrato.

Por isso, elaboramos a hipdtese que o tratamento oral com extrato hidroalcdolico das
folhas de D. ambrosioides reduz a oviposi¢cdo de S. mansoni e o tamanho dos granulomas
hepaticos, intestinais e pulmonares, associado a alteracdo de sua celularidade e deposicdo de
fibras colagenas, via inducdo de mecanismos imunes regulatorios na fase aguda da infecgédo por
S. mansoni.

Este conhecimento pode fornecer uma abordagem terapéutica valiosa para a
esquistossomose mansoni, uma doenca endémica no Maranhdo e de grande relevancia no
contexto de salde publica mundial, contribuindo para melhorar as medidas de controle e
tratamento da infeccdo em humanos, e para a elucidacdo de mecanismos imunoparasitol6gicos
envolvidos na formacédo dos granulomas da infeccéo por S. mansoni.

Os resultados obtidos com esta pesquisa, encontram-se apresentados na forma de trés
artigos. O primeiro é uma revisdo narrativa sobre os efeitos imunomodulador e antiparasitarios
de extratos de espécies vegetais no tratamento da esquistossomose, que foi publicado no
Brazilian Journal of Pharmacognosy, de Qualis A3 e fator de impacto 2.464. O segundo aborda
uma investigacdo in vitro sobre os efeitos esquistossomicida e inibitorio de oviposicdo de
EHDA sobre S. mansoni; avaliagfes in silico a partir do constituinte majoritario do extrato, o
kaempferol, para entender as possiveis causas de inibicdo da oviposicdo; além de uma
abordagem in vivo sobre parametros imunolégicos e histopatoldgicos nos tecidos hepaticos,
intestinais e pulmonares. O capitulo 3 buscou analisar a dindmica da infeccdo em relagdo aos
parametros imunologicos e histomorfométricos nos animais tratados em diferentes fases do

ciclo evolutivo de S. mansoni.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Distribuicdo da esquistossomose

A esquistossomose € uma infeccdo parasitaria causada por trematddeos do género
Schistosoma, sendo uma das mais negligenciadas doencas tropicais e um grande problema de
salde publica em 78 paises em desenvolvimento localizados nos tropicos e subtrépicos
(BRUUN; AAGAARD-HANSEN, 2008; WHO, 2022). O nimero de individuos infectados
varia, possivelmente, entre 391 e 587 milhdes, ao levar em consideragdo as subnotificacdes e
erros no diagnostico, sendo a esquistossomose responsavel por cerca de 300.000 mortes por
ano (BUSTINDUY; KING, 2014; DIAS JURBERG et al.,, 2018). Ela é de particular
importancia na Africa e América do Sul, devido a sua endemicidade, alta prevaléncia e taxas
de morbidade em paises como a Nigéria, Tanzénia, Republica Democréatica do Congo, Gana,
Suriname, Venezuela, Caribe e Brasil (ALEBIE et al., 2014; WHO, 2022) (Figura 1).

Legenda
Bl Risco de esquistossomose

I Baixo risco de esquistossomose
[ ] Esquistossomose nio reportada

[] Semrisco

*Esquistossomose nio reportada, mas esses paises compartilham fronteiras terrestres com outros que possuem risco conhecido.

Figura 1. Distribuicéo e situacéo de risco da esquistossomose em humanos em nivel global. Fonte: Adaptado
de WHO, 2022.

Existem sete espécies de Schistosoma que podem infectar o homem, sdo elas: S. mansoni
Sambon, 1907, S. hematobium Bilhartz, 1852, S. japonicum Katsurada, 1904, S. intercalatum
Fischer, 1934, S. mekongi Voge & Bruce, 1978, S. malayensis Greer & Yong, 1988 e S.
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guineensis, Page’s et al., 2003; porém somente a primeira tem ocorréncia registrada na regiao
brasileira (BROWN, 2014).

No Brasil, provavelmente a esquistossomose foi introduzida a partir do trafico de
escravos da Africa oriundos da costa da Guiné, Angola, Mogambique e antigo Congo, que em
razdo do fluxo migratorio, propagou-se para o restante do continente asiatico, Oriente Médio e
hemisfério ocidental, em regides da América do Sul e em algumas ilhas caribenhas (GENTILE
et al., 2010). Hoje, sabe-se que a esquistossomose ocorre amplamente em todo o Brasil,
afetando aproximadamente 6 milhdes de habitantes com suas formas mais graves
(ROLLEMBERG etal., 2011). Além disso, aproximadamente 25 milhGes de pessoas vivem em
areas onde ha risco de transmissdo (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2014; ROLLEMBERG et
al., 2011), localizadas principalmente no Nordeste brasileiro (PARAENSE, 2001; WHO, 2020).

A esquistossomose mansoni nos estados brasileiros esta disseminada em uma vasta area
endémica, que vai do Maranhéo ao Espirito Santo e Minas Gerais (NOYA et al., 2015). Existem
focos registrados exclusivamente isolados no Distrito Federal e nos estados do Para, Piaui,
Goiés, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (BRASIL, 2017).
Ha, também, casos importados de area endémica registrados em quase todo territério nacional,
em especial nos estados que séo considerados pontos de migracdo, como Rondonia (COURA,;
AMARAL, 2004).

No Maranhdo, esta parasitose constitui-se como um grave problema de salde publica,
exibindo focos em 29 municipios do estado (CANTANHEDE et al., 2014). Na regido, a doenca
apresenta endemicidade, especialmente na Baixada Maranhense, onde sdo encontradas
localidades com altas prevaléncias, tanto em humanos como em hospedeiros ndo humanos,
representados por roedores (CANTANHEDE et al., 2014; LIRA et al., 2017). Além do mais, é
uma das regides economicamente mais pobres do Maranhdo (WHO, 2020), apresentando

comunidades agricolas e pesqueiras que ndo tém acesso a agua potavel e saneamento basico.

2.2 Ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni

O parasito S. mansoni apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 2), envolvendo
hospedeiros definitivos vertebrados e intermediarios invertebrados, além do ambiente externo
(HAMS et al., 2013). O ciclo inclui uma reproducdo sexuada dos vermes adultos no sistema
vascular humano e uma fase assexuada nos caramujos, que sdo 0s hospedeiros intermediarios
(SAH et al., 2015; MCMANUS et al., 2018)
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O ciclo de transmissao do parasito inicia-se quando, em contato com a dgua doce, 0vos
viaveis de S. mansoni contidos nas fezes, eclodem, liberando larvas ciliadas de natacdo livre
chamadas miracidios, infectantes para os caramujos (NELWAN, 2019). Os hospedeiros
intermediarios de S. mansoni sdo representados pelos caramujos pertencentes ao género
Biomphalaria Preston, 1910 (JARNE et al., 2011), e somente trés espécies: B. glabrata Say,
1818, B. tenagophila Orbigny, 1835 e B. Straminea Dunker, 1848, foram encontradas
naturalmente infectadas e sdo de importancia na transmisséo da esquistossomose no territorio
nacional (PARAENSE, 1972; PARAENSE, 2004). Nos caramujos, os miracidios transformam-
se em esporocistos I, onde cada um por poliembrionia originam 150 a 200 esporocistos Il
(MOUAHID etal., 2018; NELWAN, 2019), que migram para as glandulas digestivas e ovoteste
do molusco, dando origem as cercarias, larvas de cauda bifurcada, infecciosas para o ser
humano, que sdo libertadas a partir dos moluscos na dgua em torno de 30 dias p6s-infeccdo
(BUSTINDUY; KING, 2014). As cercéarias nadam ativamente em direcdo a um hospedeiro
humano, ondem penetram diretamente na pele (BUSTINDUY; KING, 2014).

No processo de penetracdo na pele do hospedeiro vertebrado, as cercarias perdem a
cauda e permanecem na derme ou tecido conjuntivo por dois ou trés dias, sofrendo
modificacOes e, posteriormente, dando origem ao esquistossomulo de pele (ROSS et al., 2007;
WHITFIELD et al., 2003). Esse esquistossdmulo atinge a corrente sanguinea, sendo conduzido
para o lado direito do coracdo, de onde sera bombeado para os pulmdes, passando a ser
denominado de esquistossomulo pulmonar (LEE et al., 2014; SANTOS, 2011).

Aproximadamente duas semanas apés a infeccdo, os esquistossdmulos retornam ao
coracdo e podem ser conduzidos rapidamente ao sistema porta-hepatico, ou permanecer
circulando sistemicamente por varios érgaos antes de atingirem artérias que derivam no mesmo
sistema (LENZI et al., 2008; LEE et al., 2014).

Ap0s cerca de 30 dias, os esquistossomulos tornam-se vermes adultos e acasalam-se,
migrando para as veias mesentéricas, onde realizam a oviposicdo (ANDRADE et al., 2014;
BUSTINDUY, KING, 2014). Esquistossomos fémeas produzem cerca de 300 ovos por dia que
sdo colocados na circulacdo mesentérica (SANTOS, 2011; ANDRADE et al., 2014;
BUSTINDUY; KING, 2014; STEINAUER, 2009). Em media, depois de 40 dias de infeccao,
os ovos que ficam retidos no intestino induzem respostas inflamatérias que facilitam a
passagem dos mesmos por meio da parede intestinal diretamente para o limen, favorecendo
sua saida para o ambiente externo inseridos nas fezes, reiniciando o ciclo (LEE et al., 2014;
MCMANUS et al., 2018). Ovos que passam pela parede intestinal e sdo eliminados nas fezes,

podem ser depositados em agua doce. No entanto, a maioria dos ovos também podem se alojar
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no intestino, figado ou outros 6rgédos, ocasionando morbidade e mortalidade associadas a
esquistossomose mansoni (SAH et al., 2015; SANTOS, 2011; TURNER et al., 2013).

Os ovos que ficam aprisionados nos tecidos induzem inflamagdo, a formacao de
granulomas e fibrose, caracterizando o quadro clinico que inclui lesdes vasculares obstrutivas,
hepatoesplenomegalia, fibrose hepética, hipertensao portal, ascite e sangramento fatal de lesdes
esofagogastricas (WILSON et al., 2007). A gravidade do quadro clinico € proporcional a carga
parasitaria e a resposta imune do hospedeiro vertebrado aos antigenos do parasito
(JAUREGUIBERRY et al., 2010).

Deposicdo de
ovos no intestino

Maturacdo e
Migrac¢éo para
aveia porta

e . ~  hepatica 2 =
Cépula de ° (
vermes adultos Infecgdo do

hospedeiro « ~ f ‘ \
humano

Figura 2. Ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni. Ovos vidveis de S. mansoni sdo liberados nas fezes de um
hospedeiro definitivo (1), quando em contato com a agua, 0s ovos eclodem e liberam as larvas miracidios (2) que
infectam os caramujos (Biomphalaria spp.) (3). No interior dos caramujos, os miracidios transformam-se em
esporocistos I, que por poliembrionia produzem esporocistos 11. Apés aproximadamente 30 dias pos-infeccéo, os
esporocistos Il produzem cercérias, que sdo eliminadas dos caramujos por estimulagdo luminosa e térmica (4). As
cercarias nadam ativamente para infectar o hospedeiro vertebrado, penetrando na pele e nas membranas mucosas
e, posteriormente, se transformando em esquistossdmulos (5). Os esquistossdbmulos atingem a corrente sanguinea,
sendo conduzidos passivamente ao coracao e depois aos pulmdes. Apds, 0s vermes migram para o sistema porta
hepatico e se tornam adultos (6). Os vermes adultos acasalam (7) e seguem para o intestino, onde depositam ovos
que podem ser eliminados nas fezes (8), completando o ciclo de vida do parasito. Fonte: Adaptado de Cleenewerk
et al. (2020).
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2.3 Imunopatogénese da esquistossomose

O processo patologico basico da esquistossomose inclui fases aguda e cronica, que estdo
associadas a migracdo, maturacdo, postura dos ovos do parasito e evolucdo dos granulomas
teciduais (CALDAS et al., 2008; GRYSEELS, 2012). A infeccdo aguda da esquistossomose se
caracteriza por fases pré-patente (antes do aparecimento dos ovos nas fezes) e fase pods-
postural. Durante a progressao da doenca, para a regulacao da resposta imune, as células Th séo
ativadas e diferenciadas em subconjuntos efetores distintos, incluindo células Thl, Th2, Th17,
Tfh, Th9 e Treg (ZHENG et al., 2020) (Figura 3).

No estagio pré-patente, conhecido como febre de Katayama ou fase toxémica, ocorre
sinais inespecificos como febre repentina, fadiga, urticaria, eosinofilia e sensibilidade
abdominal, que aparecem com mais frequéncia em paciente primo-infectados, e geralmente
antes do aparecimento de ovos nas fezes (COLLEY et al., 2014; ROSS et al., 2007). Nesse
periodo ocorre a maturacdo e migracdo dos esquistossomulos pela pele, e posteriormente
coracao e pulmao, por meio da corrente sanguinea. Este periodo pode variar entre 40 e 60 dias
(GRYSEELS, 2012; HAMS et al., 2013).
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Figura 3. Células T helper (Th) ativadas e diferenciadas nos subconjuntos Thl, Th2, Th17, Tth, Th9 e Treg,

que regulam a resposta imune durante a infecdo por Schistosoma mansoni. As citocinas liberadas pelos
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subconjuntos desempenham importantes papéis na imunopatogénese da esquistossomose, podendo neutralizar a
patologia cronica da doenga (Thl), impulsionar positivamente o desenvolvimento do estagio cronico da
esquistossomose (Th2, Th17, Tfh e Th9) ou exercer efeito supressor por meio da inibi¢do das respostas Thl e Th2
(Tregs). Fonte: Adaptado de Aziz et al., 2022.

Por volta da 3% e 5% semana, periodo em que o hospedeiro vertebrado infectado esta
exposto a migracdo de parasitos imaturos, transcorre a ativacdo de uma resposta imune com
predominio do perfil de linfécitos Thl, havendo a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
como interleucina-1 (IL-1), IL-2, IL-6, 1L-12, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) e
interferon-gama (IFN-vy), que ativam células imunes inatas, especialmente macrofagos (Figura
4) (HELMY etal., 2005; PEARCE et al., 2004). Estes macrdfagos classicamente ativados (M1)
possuem grande capacidade de apresentacdo antigénica e, neste primeiro momento, ocorre
aumento da atividade fagocitaria dessas células e alta producdo de derivados de oxigénio e
nitrogénio, como 6xido nitrico (NO), que podem atuar no controle do desenvolvimento do
parasito, bem como na leséo tecidual e na inducdo de sinais inflamatérios sistémicos (BARRIE
etal., 2012; MANTOVANI, 2013).

Quando o parasito amadurece e comeca a produzir ovos, por volta da 52 a 6% semanas
pos-infeccdo, os antigenos derivados dos ovos do parasito sdo indutores potentes e
independentes das respostas de células T do tipo 2 (LAYLAND et al., 2010). A inducdo dessa
resposta, € responsavel por uma mudanca de perfil das respostas sistémicas das células T
durante a infeccdo do esquistossomo, que passa de um perfil Thl, a um predominio do perfil
Th2, em 8 semanas pos-infeccdo (PEARCE; MACDONALD, 2002). Na resposta Th2 ocorre a
producdo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, responsaveis pela regulacdo negativa da
resposta Thl e pelo estimulo para producdo de anticorpos 1gG4 e IgE (PEARCE;
MACDONALD, 2002), maturag&o de eosinofilos e macrofagos alternativamente ativados (M2)
(Figura 4) (SCHWARTZ et al., 2014).

Por volta da 62 a 82 semanas, ocorre o pico da fase pds-postural, que € caracterizada pela
formacdo de granulomas em torno de ovos nos tecidos, geralmente no figado e intestino, o que
induz a principal patologia associada a esquistossomose em hospedeiros vertebrados
(PEARCE; MACDONALD, 2002; BURKE et al., 2009; LUNDY; LUKACS, 2013).
Granulomas séo caracterizados por um crescimento central de células mononucleares, como
macrofagos alternativamente ativados (M2), com uma borda circundante contendo fibroblastos
e linfécitos (ALMEER et al., 2018). A formacdo granulomatosa € principalmente orquestrada

por células T CD4, no entanto, células T CD8, células B, macr6fagos M2 e eosinéfilos também
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tem papel em sua formagdo (HAMS et al., 2013; ZHU et al., 2015). A reacdo granulomatosa
tem uma funcdo protetora vital nos tecidos hospedeiros, pois € capaz de sequestrar 0s antigenos
liberados pelos ovos evitando sua agédo toxica nos tecidos (HAMS et al., 2013). No entanto, se
a resposta imune do tipo 2 ndo for bem modulada, pode ocorrer acimulo de colageno nos
tecidos, seguido pela evolucdo da fibrose e mortalidade durante a fase cronica da infeccéo
(HESSE et al., 2001). Desse modo, o perfil Th2 induz uma resposta celular tecidual rica em
macrdfagos, eosindfilos e fibroblastos em torno dos ovos de S. mansoni, denominada de
granuloma, que pode evoluir para fibrose, caracterizando a fase cronica da infeccéo
(CHEEVER et al., 2000; HAMS et al., 2013).

Dentre as citocinas de perfil Th2 que possuem um papel na evolucao da fibrose, destaca-
se a IL-13. Estudos in vitro revelaram que IL-13 estimula a producdo de colageno em
fibroblastos e tem um papel direto na homeostase do colageno de humanos (CHIARAMONT
et al., 1999; ORIENTE et al., 2000). O bloqueio de IL-13 mostrou ser altamente eficaz no
tratamento de fibrose em infeccdo por S. mansoni estabelecida ou em curso em modelo
experimental (CHIARAMONTE et al., 2001; WYNN, 2003). Além disso, camundongos
deficientes em IL-13 exibem maior tempo de sobrevivéncia, demonstrando o importante papel
da citocina na patogénese da esquistossomose (FALLON, 2000). Alguns mediadores, como IL-
12, TNF-a, oxido nitrico (NO) e IFN-y evitam a produgdo do excesso de IL-13 durante a
infeccdo por S. mansoni em modelo experimental (FALLON et al., 2000).

Estudos em camundongos e humanos com esquistossomose identificaram o papel anti-
fibrético do IFN-y, por meio da sua atuagdo na inibigdo da produgdo de Proteinas da Matriz
Extracelular (ECMP) pelas células estreladas (REEVES; FRIEDMAN, 2002). Com isso,
ocorreria a sintese de metaloproteinases (MP), que aumenta a atividade das colagenases do
figado e inibe a sintese dos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) (DESSEIN et
al., 1999; HENRI et al., 2002). IFN-y estimula diretamente as células fagociticas internalizadas
a destruir parasitos, principalmente por meio da geragédo de NO (ALIBERTI et al., 1996). NO
e macrofagos ativados geram uma substancia antifibrogénica dentro do granuloma
esquistossdmico, que é considerado uma das principais vias na inducdo de imunidade protetora
contra esta doenca (JAMES et al., 1998). Entretanto, é importante ressaltar que a intensa
resposta inflamatdria de perfil Thl pode lesar os tecidos do hospedeiro, conforme observado
em modelos experimentais deficientes na producdo de IL-10 e IL-4.

A fase cronica, com pico entre 11 e 12 semanas pos infecgdo, induz uma rede regulatoria
de células, principalmente coordenada pela citocina IL-10. Ela regula todas as outras respostas,

e é essencial para evitar ou reduzir morbidade e lesdes teciduais mais severas (PEARCE et al.,
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2004). Estudos sobre os mecanismos de modulacgédo do granuloma, em modelos experimentais,
demonstraram que camundongos geneticamente deficientes da producéao de IL-10 desenvolvem
um perfil misto Th1/Th2, sendo notavel o aumento de IFN-y/IL-5, acompanhado de niveis
maiores ou ndo alterados de IL-4, o que causa maior mortalidade (WYNN et al., 2003). As
caracteristicas clinicas em humanos infectados nessa fase podem incluir lesGes vasculares
obstrutivas, hepatoesplenomegalia acompanhada de fibrose hepatica, hipertensdo portal, ascite
e sangramento fatal de lesdes esofagogastricas (FALLON et al., 2000; WILSON et al., 2007).

Na fase cronica da esquistossomose, a resposta Th2 diminui, ocorrendo em conjunto,
uma reducéo na inflamag&o granulomatosa em torno dos ovos que ficam retidos durante essa
fase, e emergindo células T e B com perfil regulatorio (Treg/Breg), envolvendo a producao de
IL-10 e levando a reducdo da producéo de citocinas do tipo 2 e do tipo 1 (WILSON et al., 2007;
CHUAH et al., 2014; VAN DER VLUGT et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Inducdo da resposta imune durante as semanas de infecgdo por Schistosoma mansoni. Apos a
infecgdo por esquistossomos, observa-se uma resposta imunoldgica inicial caracterizada por uma ativacdo da
resposta celular mediada por células T auxiliares tipo 1 (Th1). A medida que o parasito se desenvolve e alcanca a
fase adulta, e as fémeas iniciam a postura de ovos, hd um aumento na liberacdo de interleucina-10 (IL-10) por
células dendriticas, desencadeando uma transicdo para uma resposta Th2. Adicionalmente, células B sao

estimuladas a produzir IL-10 em resposta a antigenos provenientes de ovos e vermes adultos. Durante esse
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processo, observa-se o desenvolvimento de populacGes de células T reguladoras e macréfagos alternativamente
ativados. Fonte: Adaptado de Molehin (2020).

Além dos perfis cléssicos de lintécitos TCD4+ envolvidos durante o curso da infeccéo,
estudos demonstram que outros subtipos parecem desempenhar papéis fundamentais na
patogénese da doenca. As células Th1l7, produtoras de IL-17, por exemplo, possuem atuagao
importante na formacéo de granuloma (RUTITZKY et al., 2005). Na auséncia de células Thi,
as Thl7 conduzem a inflamacdo, promovendo o aumento de neutrofilos na reacéo
granulomatosa. No entanto, ndo havendo altas concentracdes tanto células Thl quanto Thl7,
tem-se a formacdo de granulomas menores, com aumento da producdo de células do tipo 2
(RUTITZKY; STADECKER, 2011). Estudos experimentais recentes mostraram que células
Tfh podem estar envolvidas na resposta imune de casos agudos (SOLOVIOVA et al., 2019;
ZHANG et al., 2016), e promover a formacdo do granuloma e fibrose hepatica, além de fornecer
resisténcia adquirida a reinfeccao do esquistossomo (ZHENG et al., 2020).

Assim, fica evidente que o balanco entre as respostas imunes das diferentes
subpopulacdes de linfocitos esta diretamente associado a formacao adequada dos granulomas e

consequentemente com a gravidade da esquistossomose.

2.4 Formacéao de granulomas e Schistosoma mansoni

O termo granuloma pode ser definido como qualquer pequena agregacdo nodular
delimitada de células inflamat6rias mononucleares ou um conjunto de macréfagos modificados,
geralmente circundados por uma borda de linfécitos e muitas vezes contendo células
multinucleadas (SEITZER et al., 2001). Os granulomas sdo estruturas evolutivamente antigas
que se formam em resposta a particulas grandes ou pequenas, sendo elas agentes infecciosos
ou objetos inanimados, que podem acontecer em um contexto de doencas inflamatérias e
autoimunes (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018; BOROS, 2003).

O processo de maturacdo de granulomas esta associado ao recrutamento de varios tipos
de células que moldam o ambiente onde o granuloma se insere por meio de suas funcGes
efetoras (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018). Dentre as células participantes do processo
granulomatoso, o subconjunto de células T CD4+ tem papel bem reconhecido e podem gerar
respostas tanto protetoras quanto patoldgicas (ZHU et al., 2015).

A medida que os granulomas amadurecem, eles podem sofrer alteragBes estruturais,

como se tornarem fibréticos ou desenvolver areas de necrose, que contribuem para a morbidade
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por causar danos teciduais (PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018). Apesar disso, uma resposta
granulomatosa pode ter sucesso na erradicacdo de objetos ou agentes infecciosos estranhos.
Caso contrario, a tentativa de sequestrar e/ou aprisionar o objeto ou agente pode ser benéfico
para o hospedeiro, mas igualmente prejudicial se a resposta for excessiva ou indesejada
(PAGAN; RAMAKRISHNAN, 2018).

A formacao de granulomas ao redor dos ovos presos nos tecidos € uma caracteristica da
infeccdo por S. mansoni e a principal causa de patologia em hospedeiros infectados (Figura 5)
(SCHWARTZ; FALLON, 2018). O ovo é, portanto, o fator patogénico priméario na
esquistossomose, pois atua como o iniciador da formacdo do granuloma e é essencial para 0s
padrdes de eventos que levam a patologia associada a doenca crénica (SCHWARTZ; FALLON,
2018; LLANWARNE; HELMBY, 2021).

A resposta granulomatosa as infecgdes por S. mansoni envolvem o recrutamento de
células T e B, macrofagos, neutréfilos, eosindfilos e células epitelidides, além da ativacdo de
miofibroblastos/células estreladas hepaticas (HSCs) (Figura 5) (BURKE et al., 2010). Durante
a formacdo do granuloma, a lisofosfatidilcolina (LPC) derivada de S. mansoni ativa 0s
eosindfilos através da via do TLR2 (MAGALHAES et al., 2009). Metaloproteinases (MMP),
histaminas e colagenases liberadas pelos eosintfilos desempenham um papel na remodelacéo
do tecido (ARIYARATNE; FINNEY, 2019). Simultaneamente, o fator inibitério de migracéo
de macrofagos (MIF) contribui para o aumento da producdo de IL-5 e eosinofilia durante a
esquistossomose (MAGALHAES et al., 2009). As células circundam os ovos, formando uma
camada multicelular concéntrica e, a medida que o granuloma se desenvolve, fibras colagenas
sdo depositadas (LLANWARNE; HELMBY, 2021).

A deposicdo de colageno é induzida por mondcitos inflamatorios, situados no interior
dos tecidos, que se diferenciam em macrofagos. A diversidade de células presentes no
granuloma cria um microambiente tipo 2, onde as células T produzem IL-4 e IL-13, induzindo
a ativacao alternativa de macréfagos via IL-4Ra. O eixo IL-4/1L-13/IL-4Ro desencadeia a
transcricdo da retinaldeido desidrogenase 2 (Raldh2) e a ativagdo do transdutor de sinal e
ativador da transcricdo 6 (STAT-6). Este fator de transcricdo regula positivamente a expressao
de Chi3l3, ligante de morte celular programada 2 (Pdl2), arginase-1 (Argl) e molécula
semelhante a resistina o (Relm-a), resultando na producdo de TGF-B e na deposi¢do de
colageno (SOUZA et al., 2020).

A arquitetura tridimensional do tecido do granuloma apresenta fibras de matriz

extracelular (MEC) inicialmente dispostas em um padrao de malha, evoluindo para um arranjo
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final concéntrico e compacto. Esses dois padrdes de arranjo de fibra contém inicialmente
colageno tipo I11, que € posteriormente substituido por colageno tipo | (LENZI et al., 1999).

A organizacdo e distribuicdo da rede de colageno parecem ser preferencialmente
orientadas em diregdo as células secretoras internas, como fibroblastos e/ou miofibroblastos,
visando reter no lugar os tecidos que cercam a nova estrutura organoide (LENZI et al., 1999).
A curvatura ou os angulos entre as fibras de colageno provavelmente dependem da organizacao
dos fibroblastos ou dos miofibroblastos (LENZI et al., 1999).

As fibras colagenas, podem gerar por consequéncia, a fibrose, que continuam
permanentemente no tecido, mesmo apos a destrui¢do do proprio ovo. A formacédo de fibrose
ao redor dos ovos € amplamente prejudicial para o hospedeiro na medida em que resulta no
bloqueio do fluxo sanguineo e conduzindo a hipertensao e da circulacdo portal, que resulta na
severidade da esquistossomose (GRYSEELS et al., 2012).

A formacéo de granulomas também ¢é vital para limitar a inducdo de antigenos do ovo,
0 que levaria a inflamacdo permanente, dano tecidual e necrose extensa, como ja observado in
vivo em camundongos infectados por S. mansoni (FALLON et a., 2000). Dessa forma, embora
a formacéo do granuloma do esquistossomo seja a patologia principal na esquistossomose,
também é benéfica para o hospedeiro, por proteger os tecidos contra os antigenos toxicos das
respostas imunes (SCHWARTZ; FALLON, 2018; HAMS et al., 2013).

O desenvolvimento inicial do granuloma em infec¢fes por S mansoni envolvem células
T CD4+ do perfil tipo 1 (PEARCE; MACDONALD, 2002). No entanto, a polarizagéo Thl
excessiva é prejudicial para o hospedeiro, como ja foi observado em camundongos infectados
por S. mansoni com deficiéncia de IL-4 ou deficiéncia dupla de 1L-4/IL-10, que tiveram uma
maior mortalidade, em razdo de necrose intestinal (HOFFMANN et al., 2000; PEARCE;
MACDONALD, 2002). A mudanca para o perfil Th2 de resposta granulomatosa crénica em
infecces por S mansoni é impulsionada por elementos tdxicos dos antigenos solUveis do ovo
(SEA) (ZHENG et al., 2020). Esse perfil de resposta, recruta células que expressam citocinas
como IL-4 e IL-13, que podem gerar a formacdo de granulomas, sendo a IL-13,
individualmente, a citocina pro-fibrotica dominante nesta doenca (BURKE et al., 2010;
FALLON et al., 2000).

A resposta granulomatosa com predominio de perfil Th2 é, por sua vez, regulada por
uma menor resposta Thl (GRENCIS, 2015). Além disso, as células T reguladoras (Tregs)
demonstraram modular e diminuir o tamanho do granuloma ao longo de infeccdes cronicas em
camundongos (Figura 5) (SINGH et al., 2005).
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Figura 5. Representacdo da composi¢do celular e desenvolvimento do granuloma ao redor dos ovos de
Schistosoma mansoni. O processo de desenvolvimento do granuloma é induzido pelos antigenos do ovo e seu
crescimento por citocinas e quimiocinas liberada pelos linfécitos T. Momento 1: A formacéo do granuloma comeca
com o recrutamento inicial de macré6fagos, eosindfilos e neutréfilos ao redor do ovo aprisionado. Momento 2:
Essas células causam uma resposta inflamatdria promovendo o recrutamento de mais células e o desenvolvimento
do tamanho do granuloma. Momento 3: mostra o estagio final do granuloma uma vez que o estimulo antigénico
(principalmente os ovos) foi destruido, resultando na deposicéo de fibrilas de cromatina e colagenos, e subsequente
degradacéo e remodelagéo do colageno que contribuem para a fibrose final do tecido. Fonte: Adaptado de Butrous
(2019).

2.4.1 Granulomas hepaticos

O comprometimento do tecido hepatico na esquistossomose ocorre secundariamente ao
aprisionamento de ovos nas vénulas portais, 0s quais podem permanecer nesse tecido por cerca
de 3 semanas (ROSS et al., 2007). Com a liberacdo de antigenos do ovo, uma resposta do tipo
Thl é iniciada, evoluindo para uma resposta imune Th2 dominante e a formacdo dos
granulomas hepaticos (WYNN et al., 2004; BUTROUS, 2019). Os granulomas que se formam
em tecido hepatico sdo os mais amplamente compreendidos (SCHWARTZ; FALLON, 2018).

A partir de andlises histoldgicas, foi demonstrado que os granulomas hepaticos na fase
aguda abrigam mais eosinofilos, células T e células B do que os encontrados nos granulomas
intestinais e pulmonares (SCHWARTZ; FALLON, 2018). O tamanho do granuloma hepatico
diminui de 8 a 20 semanas apos a infecgéo, fato que ocorre devido ao estado hiperesponsivo da
imunidade que se desenvolve a medida que a infeccdo progride para o estagio cronico
(SCHWARTZ; FALLON, 2018). Na fase cronica, ocorre o recrutamento de eosindfilos e a
angiogénese, que contribui tanto para o surgimento da fibrose portal esquistossomética quanto
para a degradacdo fibrotica (ANDRADE; SANTANA, 2010), com maior deposicdo de
colageno e a formacao de granulomas menos organizados que os encontrados em outros tecidos

(intestinos e pulmado) (AMARAL et al., 2017). Uma importante caracteristica do granuloma
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encontrado em tecido hepético € sua funcédo protetora de encapsular secre¢des hepatotoxicas do
ovo (SCHWARTZ; FALLON, 2018; HAMS et al., 2013).

2.4.2 Granulomas intestinais

Os granulomas intestinais se formam em razao dos ovos depositados pelas fémeas de S.
mansoni perto da vasculatura ao redor do intestino (JOURDANE; THERON, 1987). No
entanto, muitos ovos depositados nessa regido, sdo eliminados por conta do mecanismo de
protecdo do hospedeiro que facilita a passagem dos ovos para o limen intestinal, diferente dos
ovos que ficam presos no tecido hepatico (JOURDANE; THERON, 1987). Por isso,
normalmente menos ovos e granulomas sdo observados no tecido intestinal. Mas, também ¢é
possivel que os ovos fiqguem presos no intestino e os granulomas da fase tardia nesse tecido se
assemelhem aos granulomas hepaticos da fase crénica em forma e conteldo de colageno
(SCHWARTZ; FALLON, 2018).

Os granulomas intestinais tém caracteristicas semelhantes com as identificadas nos
granulomas hepaticos em estagio inicial, na fase denominada de recente (AMARAL et al.,
2017) (Figura 6). Porém, andlises histologicas demonstram que os granulomas intestinais
abrigam mais macréfagos que os granulomas hepéaticos e menos eosinéfilos, células T e B
(WEINSTOCK; BOROS, 1983). Nos estagios posteriores (fase tardia), os ovos de S. mansoni
podem ficar presos e ocorre o deposito de fibrose, com a formacdo de granulomas intestinais
mais organizados e, na maioria dos casos, com menos coladgeno que os hepaticos (Figura 6)
(AMARAL et al., 2017).
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Figura 6. Caracteristicas da composicéo do granuloma hepatico e intestinal. A representacgdo visual destaca a
diversidade na composicdo do granuloma celular no figado (a esquerda) e no intestino (a direita). Durante o estagio
inicial (metade superior), observa-se uma semelhanca aparente entre os granulomas, embora os granulomas
intestinais apresentem menor presenca de eosindfilos, células T e células B em comparacdo aos granulomas
hepaticos, onde a predominancia de macréfagos ¢ mais evidente. A medida que os estagios avancam (metade
inferior), evidencia-se a retencéo de ovos no figado, resultando no desenvolvimento de fibrose. Em contrapartida,
0s ovos depositados no intestino podem seguir mecanismos ainda ndo totalmente compreendidos, podendo ser
liberados para o limen intestinal ou, em casos similares a problemas hepaticos cronicos, ficarem retidos. Fonte:
Schwartz; Fallon, 2018.

2.4.3 Granulomas pulmonares

A formacdo de granulomas no tecido pulmonar em infec¢Bes por S. mansoni € menos
relatada, mas, ocasionalmente, os ovos podem ficar presos nos pulmdes e, assim como no
figado, os antigenos dos ovos induzem uma reagdo imunoldgica que leva ao surgimento do
granuloma e subsequente remodelacdo das arteriolas pulmonares (BUTROUS, 2019). No
entanto, existem evidéncias de que os ovos sdo destruidos completamente e mais rapidamente
nos pulmdes do que no figado, por mecanismos ainda ndo esclarecidos (ALMEIDA et al.,
1983).

Os granulomas pulmonares conduzem a hipertrofia grave das arteriolas em suas
camadas intima, media e adventicia e promovem a proliferacdo de uma infinidade de células

inflamatorias na vasculatura pulmonar, o que contribui para o desenvolvimento de hipertensdo
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pulmonar (ANDRADE et al., 2014; GELFAND, 2018). O aumento do fluxo e estresse absoluto
da circulagdo pulmonar, facilita o desvio dos ovos do figado para os pulmdes, o que pode
aumentar a carga imunologica nos pulmdes e na circulacdo pulmonar (ANDRADE et al., 2014;
WILSON, 2009).

Dessa forma, a formacéo de granulomas nos diversos tecidos esta diretamente associada
a evolucao e gravidade da esquistossomose. Assim, a busca por novos tratamentos que melhor
modulem essa reacdo inflamatoria e reduzam a carga parasitaria é essencial para evitar a

morbidade da esquistossomose e favorecer seu controle.

2.5 Controle da esquistossomose mansoni e praziquantel

A esquistossomose possui um integrado programa de controle que consiste na
combinacéo de tratamento dos infectados, gestdo da agua, controle de caramujos transmissores
(por meio da modificacédo do habitat, mudancas na irrigacdo e uso de moluscicidas), tratamento
de esgoto, saude e educacdo e mudanca comportamental do individuo infectado (ROLLINSON
etal., 2012).

Em relacdo ao tratamento, 0 maior avanco no campo da quimioterapia da
esquistossomose se deu pelo desenvolvimento do medicamento praziquantel (PZQ) (MUTAPI
etal., 2017). O PZQ é o farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose e o principal
componente dos programas de controle da parasitose (MUTAPI et al., 2017).

O PZQ é um derivado de quinolina-pirazina e representa 0 composto mais eficaz e
amplamente utilizado no tratamento da esquistossomose ha mais de 30 anos (APPIAH et al.,
2000). Ensaios controlados randomizados mostraram que a administracdo oral do PZQ é segura
e eficaz contra vermes adultos de todas as espécies de Schistosoma spp., embora seu preciso
mecanismo de acéo ainda precisa ser estabelecido (DOENHOFF et al., 2009).

PZQ foi descoberto em meados da década de 1970 e os ensaios em humanos como
candidato a uma droga antiesquistossomatica comecaram em 1978, se estabelecendo no
mercado como Biltricide (Bayer) em 1988 (FENWICK, 2015). Posteriormente, a eficacia em
termos de taxa de cura e de reducdo de ovos, além de seguranca do medicamento, garantiram
seu uso generalizado (MCMANUS et al., 2018).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda que 0 PZQ seja utilizado em dose
unica de 40mg/kg (WHO, 2006), e desde 2007, mais de 150 milhdes de pessoas foram tratadas
com o0 medicamento (IFPMA, 2017; WHO, 2018). Muitas caracteristicas fizeram do PZQ a

droga escolhida para tratamento da esquistossomose, incluindo: o fato de ser eficaz contra as
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trés espécies principais do parasito: S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum (VALE et al.,
2017); tem boas propriedades farmacoldgicas, tais como, é clinicamente eficaz contra amplo
espectro de infecgBes por cestddeos e trematodeos, tem boa solubilidade, e absorcédo, alem de
baixa toxicidade (VALE et al., 2017; WANG et al., 2012) e 0 seu custo € relativamente baixo
(SETO et al., 2011).

Alguns estudos afirmaram que a utilizacdo de 40 mg/kg de PZQ administrados
anualmente como “quimioterapico preventivo” pode reduzir significativamente a prevaléncia e
a intensidade da infeccdo e controlar morbidade a longo prazo (BOCKARIE et al., 2013;
FENWICK; JOURDAN, 2016). No entanto, a administracdo anual de medicamentos em massa
(AMM) pode reduzir a imunidade da populacéo a longo prazo e, se interrompida, pode levar a
grandes erros na contagem de ovos (MITCHELL et al. 2014, GURARIE et al., 2015). Além
disso, varias rodadas de administracdo anual do PZQ em massa em criancas em idade escolar
resultaram em uma eficacia reduzida sobre o parasito, 0 que representa um ameacga aos
programas globais de administracdo do PZQ (CRELLEN et al., 2016).

As taxas de cura de PZQ sdo geralmente entre 60 e 90%, sendo raras as taxas de cura de
100%, um fato provavelmente decorrente de reinfec¢Ges em areas de alta transmissao e outros
fatores relacionados ao parasito (DOENHOFF et al., 2009). Por exemplo, 0 PZQ é eficaz contra
esquistossomos adultos, mas tem baixa eficacia contra vermes juvenis (VALE et al., 2017).
Além disso, como com outras drogas, a reinfeccdo € ainda um problema apds o tratamento, o
que poderia levar ao desenvolvimento de cepas do parasito com reduzida suscetibilidade ao
PZQ, conforme previamente relatado em algumas pesquisas (CIOLI et al., 2004; COUTO et
al., 2011; MELMAN et al., 2009). Outro fato, consiste no relato de o PZQ induzir hemorragia
no tecido pulmonar do hospedeiro, 0 que pode contribuir para a patologia da esquistossomose
(NOYA et al., 2002).

Como o PZQ é o unico medicamento usado em programas de quimioterapia da
esquistossomose e, mediante aos problemas relatados na sua aplicabilidade, maiores esforcos e
investimentos para desenvolver novas alternativas terapéuticas para o controlar a infeccao por
S. mansoni sdo importantes (BAIS; GREENBERG, 2018; CIOLI et al., 2014; RUGEL et al.,
2018). Em adicdo, a auséncia de uma vacina eficaz contra a esquistossomose ressalta a
necessidade urgente de encontrar novos agentes antiparasitarios para tratar a doenca (EL-KOTT
etal., 2011). Além disso, a compreensdo incompleta dos mecanismos de a¢do do PZQ aumenta
as preocupaces sobre sua utilizagdo como Unica estratégia terapéutica para a esquistossomose
(NOGUEIRA et al., 2022).



39

2.6 Produtos naturais como estratégia terapéutica

Produtos naturais oriundos de espécies vegetais, representam uma fonte potencial de
novos medicamentos, pois sdo conhecidos por serem boas fontes de compostos
farmacologicamente ativos contra varias doencas, incluindo infecgdes parasitarias (SIMOBEN
et al., 2018). Além disso, acredita-se que as espécies vegetais terapéuticas tém moléculas com
vantagens significativas sobre moléculas sintéticas, devido aos longos anos de evolucéo, que
possibilitou maior sinergia entre os constituintes das espécies vegetais, o refinamento nas
formas de protecdo e resisténcia a intempéries, além da producéo ser sustentdvel (CORDELL,
2014; SIMOBEN et al, 2014).

Os produtos naturais possuem estruturas vantajosas favorecidas pela evolugdo para
gerar atividades bioldgicas particulares, incluindo a regulacdo dos mecanismos enddgenos de
defesa e a interacdo com outros organismos, 0 que explica sua alta relevancia para doencas
infecciosas e cancer (EKPO et al., 2012). Além disso, seu uso na medicina tradicional pode
fornecer informacdes sobre eficacia e seguranca (CORDELL, 2014).

Os compostos naturais com base em extratos vegetais sdo 0s mais avaliados e estudados,
devido a grande diversidade vegetal existente no Brasil e no mundo, além da atividade bioldgica
pronunciada em razdo das intera¢@es sinérgicas entre os constituintes (NODARI; GUERRA,
2001). Em razdo dos metabdlitos secundarios existentes em diferentes partes de uma espécie
vegetal, os produtos naturais podem ser usados como prototipos para o desenvolvimento de
novos medicamentos antiparasitarios (KAISER et al., 2003; da SILVA FILHO et al., 2009;
NEWMAN; CRAGG, 2012; de CASTRO et al., 2013).

Os critérios para a escolha de um produto natural para um estudo em particular e para
sua Vvalidacdo, envolvem investigacOes etnobotanicas, levando em consideracdo o
conhecimento pré-existente sobre o uso terapéutico da espécie de interesse (LIFONGO et al.,
2014); investigagdes fitoquimicas, por meio do isolamento, purificacdo e caracterizacdo dos
principios ativos (IBRAHIM et al., 2014); estudo farmacoldgico, onde sdo investigadas as
propriedades farmacoldgicas do extrato e dos constituintes quimicos isolados (IBRAHIM et al.,
2014); quimica organica sintéticas, para a caracterizacdo das transformacdes quimicas de
principios ativos (MACIEL et al., 2000); estudos de quimica medicinal e farmacoldgicas, para
estabelecer a relacdo estrutura/atividade e os mecanismos de agdo dos principios ativos
(MACIEL et al., 2002); e, finalmente, a operacdo de formulagbGes para a producdo de
fitoterapicos (MACIEL et al., 2002).
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Pelo fato de os produtos naturais serem importantes recursos terapéuticos, eles vém

sendo amplamente avaliados e considerados para o tratamento da esquistossomose.

2.7 Produtos naturais no tratamento da esquistossomose

A descoberta de principios ativos de composto vegetais foi descrita pela primeira vez
no inicio do século 19 (KAYSER et al., 2003). Como resultado, varios compostos vegetais com
propriedades esquistossomicidas promissoras foram identificados (BRAGUINE et al., 2010;
MAGALHAES, et al., 2009; MORAES et al., 2011; YOUSIF et al., 2012).

A reacdo granulomatosa ao redor dos ovos do parasito, com subsequente formacéo de
fibrose tecidual, € um processo inflamatdrio que leva a destruicdo de uma extensa area no 6rgao
onde ocorre (BERGQUIST, 2002). Por isso, a busca por alternativas capazes de reduzir a carga
de ovos nos tecidos e modular a resposta imune € necessaria, para favorecer um prognostico
benigno ao hospedeiro e/ou minimizar as manifestacdes clinicas mais severas da
esquistossomose (HUANG et al; 2006; LIRA et al., 2023).

Muitos parametros sao frequentemente avaliados em compostos vegetais utilizados em
estudos de tratamento da esquistossomose, tais como: alteragdes morfoldgicas, oviposicao,
alteragdes motoras, capacidade de matar o verme adulto (MORAES, 2012; TEKWU et al.,
2017) e de modular a resposta imune do hospedeiro (KAMEL; EL-SHINNAWY, 2015).

A modulacdo da resposta imunoldgica por um produto vegetal pode trazer resultados
promissores para a terapia da esquistossomose, por poder provocar a diminuicao da inflamacao
granulomatosa e, consequentemente, reduzir a patologia da doenca (REIS et al., 2008; ALLAM,
2009; KAMEL,; EL-SHINNAWY, 2015; MIRANDA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2020).

Nesse contexto, uma diversidade de produtos naturais vem sendo amplamente avaliada
no tratamento da infeccdo por S. mansoni (MOLGAARD et al, 2001). Um dos motivos para
isso, é o fato do medicamento praziquantel ser a Unica alternativa disponivel para o tratamento
da esquistossomose (MUTAPI et al., 2017).

Produtos naturais foram avaliados e testados em modelos experimentais em todo mundo
e demonstraram ser eficazes contra a infecgcdo por S. mansoni (RIZK et al., 2012; MOSTAFA
etal., 2011; JATSA etal., 2015, 2016; 2018; AL-OLAYAN et al., 2016; HASSAN et al., 2016).

In vitro foram registrados o efeito anti-esquistossomdtico de diversos compostos
naturais. Ammar et al. (2016) constataram a morte de todos os miracidios e cercarias de S.
mansoni apds 30 minutos de exposicao ao extrato de folhas de Callistemon citrinus e provaram

seu efeito letal em vermes adultos de S. mansoni in vitro. A propolis vermelha brasileira exibe
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propriedades antiparasitarias in vitro e reduz a carga de vermes e a producdo de ovos em um
modelo de camundongo com infeccdo precoce ou crénica por S. mansoni (SILVA et al., 2021).
Azadirachta indica e Vernonia amygdalina demonstraram maior atividade in vitro em relacéo
ao medicamento padrdo utilizado no tratamento da esquistossomose (ACHEAMPONG et al.,
2020).

Em relacdo aos estudos pre-clinicos, EI-Shenawy et al. (2008) relataram que Nigella
sativa possui atividades anti-esquistossomaticas promissoras. No estudo de Al-Olayan (2016),
foi demonstrado que o extrato de Ceratonia siliqua possui efeitos antioxidantes e anti-
esquistossomoticos em camundongos infectados com S. mansoni. Curcumina, composto
fenolico isolado de rizomas de plantas, que promove uma variedade de coloracdo em alimentos,
foi investigado e apresentou um eficiente potencial anti-esquistossomotico (ALLAM, 2009).
Alho (Allium sativum) e cebola (Allium cepa), séo capazes de normalizar enzimas funcionais
no figado e melhoram o status antioxidante na infec¢do por S. mansoni, causando reducéo
notavel no ndmero de vermes adultos e na contagem de ovos (METWALLY, 2006;
MANTAWY et al., 2011). Dejania et al. (2014) mostraram que 100mg/kg de extrato etandlico
de Mentha piperita possui propriedades imunomoduladoras. Mentha piperita L. foi capaz de
modular os niveis de IgE, provavelmente em razdo do aumento de IL-10 nos camundongos
tratados, que se correlacionou ao aumento da imunoglobulina, além do aumento dos niveis de
IFN-y e 1gG2a no soro, melhorando a inflamagdo e sugerindo um efeito inflamatorio
prolongado desse composto em modelo de esquistossomose. Vernonia amygdalina,
Azadirachta indica (ACHEAMPONG et al., 2020) e Sida pilosa (JATSA et al., 2016) também
foram avaliadas in vivo e se mostraram potentes alternativas para o tratamento da
esquistossomose, com reducdo de ovos e vermes adultos, além do ndmero de granulomas
(ACHEAMPONG et al., 2020). A espécie vegetal Sida pilosa reduziu o namero de granulomas
no figado e no intestino delgado, bem como reduziu o volume de granulomas em tecido hepatico
e a espessura da camada muscular do intestino delgado Jatsa et al (2016). Rodrigues et al. (2020)
demonstraram que o extrato de Dysphania ambrosioides (L.), diminuiu os niveis de IFN-y,
TNF-a, IL-4 e 11-17 ap0s tratamento em diferentes estagios evolutivos do parasita S. mansoni.
Em contraste, foi observado um aumento na IL-10 em vermes S. mansoni imaturos e maduros
apos o tratamento, sendo um componente vegetal que modula favoravelmente a infeccdo por S.
mansoni na terapia do hospedeiro vertebrado.

Estudos etnofarmacoldgicos realizados para o controle da esquistossomose, conduzidos
no Mali, por exemplo, demonstraram que a maioria das pessoas de dois distritos usam espécies

vegetais para aliviar os sintomas da esquistossomose e controlar a infecgdo (SYLLA, 1991).
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Um estudo sobre plantas medicinais sul-africanas revelou a eficiéncia de 21 espécies de
vegetais contra esquistossomulos (SPARG et al., 2000). Dentre elas, seis sdo utilizadas no
tratamento da esquistossomose intestinal pela populagéo local: Afromomum latifolium, Cissus
quadrangulares, Euphorbia hirta, Stylosanthes erecta, Zea mays L., Ximenia amaricana L.
(BAH et al., 2006).

Estudos clinicos foram realizados com extrato de folhas de Artemisia annua, que
atualmente estd sendo usado no controle de malaria, demonstrou eficicia no controle da
populacédo de vermes Schistosoma (LESCANO et al., 2004).

Portanto, os estudos que utilizaram produtos de espécies vegetais, demonstram efeitos
antiparasitarios e/ou imunomoduladores na infeccdo por S. mansoni, que podem ser
promissores para 0 avan¢o do tratamento da esquistossomose. Por isso, 0 estudo de géneros
vegetais e a compreensao dos seus potenciais mecanismos de acdo podem ser importante para

a terapia da esquistossomose.

2.8 O género Dysphania

As espécies pertencentes ao género Dysphania sdo plantas herbéaceas e arbustivas
adaptadas ao desenvolvimento em zonas aridas e semiaridas em diversas partes do globo
(SMITH ORIENTAL, 2006). Este género compreende plantas espermatofitas, enquadradas no
grupo das Angiospermas, pertencentes a classe das dicotiledoneas e familia Amarantaceae
(HEWIS et al. 2020).

A familia Amaranthaceae, composta por aproximadamente 180 géneros e 2.500
espécies (NAZISTA et al., 2022), foi objeto de estudos filogenéticos em 2016, que resultaram
na inclusao de representantes da familia Chenopodiaceae na Amarantaceae. Esta reclassificacdo
implicou a transferéncia de algumas espécies do género Chenopodium para o género Dysphania
(NAZISTA et al., 2022), exemplificado pela transicdo de Chenopodium ambrosioides L. para
Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (SA et al. 2016).

O género Dysphania, compreendendo cerca de 50 espécies de ervas nativas distribuidas
pela Europa, Asia, e Américas do Norte e do Sul (SUKHORUKOV et al., 2018), exibe uma
distribuicdo geogréafica preponderante em regides subtropicais e desertos montanhosos tropicais
(Figura 7). A maxima diversidade de espécies é observada na Australia e Nova Zelandia, com
aproximadamente 17 espécies nativas, enquanto a Europa detém uma diversidade mais
limitada, abrangendo apenas Dysphania botrys (L.) Mosyakin & Clemants (Figura 7)
(UOTILA, 2011; SUKHORUKOV, 2014).
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Figura 7. Distribuicdo mundial e diversidade de espécies de Dysphania (em verde). Os nimeros das espécies
referem-se as espécies atualmente conhecidas, sendo incluidas apenas as espécies e areas nativas. Fonte: Adaptado
de Uotila et al. (2021).

As caracteristicas morfologicas distintivas das espécies do género Dysphania
compreendem folhas planas, inflorescéncias tirsdides, perianto geralmente composto por trés a
cinco segmentos livres ou parcialmente fundidos, anteras curtas (0,2-0,3 mm), pericarpo
parenquimatoso fino, sementes subglobosas a lenticulares com perisperma abundante, e
geralmente embrido anular. A maioria das espécies de Dysphania é conhecida por produzir
pelos brancos glandulares e/ou glandulas subsésseis amarelas ou laranja, contendo Gleos
essenciais que conferem um odor aromatico caracteristico, muitas vezes persistindo em
espécimes de herbario por longos periodos (SUKHORUKOV, 2014).

Algumas espécies de Dysphania exercem influéncias significativas na satide humana,
destacando-se pela sua utilizagdo na medicina tradicional, o que torna essencial a realizacéo de
analises quimicas detalhadas das plantas e de seus compostos ativos. Estas analises revelaram
uma diversidade de compostos com distintos padrdes estruturais (SINGH et al., 2005). Do ponto
de vista fitoquimico, as espécies do género Dysphania conttm uma gama de minerais,
metabdlitos primarios (carboidratos, aminoacidos, constituintes apolares, proteinas, citocininas
aromaticas, hormonios) e metabdlitos secundarios (flavonoides, saponinas, terpenos, esterois,
alcaldides e vitaminas) (KOKANOVA-NEDIALKOVA et al., 2009).

Com a descoberta das amplas propriedades medicinais, cresceu a relevancia das
espécies de Dysphania (SINGH et al., 2005). Para validar as alegagdes tradicionais associadas
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ao género, numerosos estudos foram conduzidos utilizando modelos animais e ensaios in vitro
(KOKANOVA-NEDIALKOVA et al., 2009), revelando que diversas espécies de Dysphania
apresentam potencial para o desenvolvimento de agentes terapéuticos valiosos. Como exemplo,
Dysphania ambrosioides contém 06leos essenciais utilizados em chés, especiarias, ou na
medicina tradicional, destacando-se por suas propriedades antivirais e anti-helminticas
(BOUTKHIL et al., 2009), sendo o componente ascaridol do 6leo essencial associado a
atividade amebicida (AVILA-BLANCO et al., 2014). Dysphania botry, além de representar
uma planta medicinal tradicional, emerge como potencial candidata para o tratamento do cancer
(MORTEZA-SEMNANI, 2015). Outras espécies, como D. glomulifera (Nees) Paul G. Wilson
e D. littoralis R. Br., demonstraram elevadas concentraces de cianeto (MCKENZIE et al.,
2007), tornando-se letais para ovinos e bovinos durante a estacdo seca com a ingestdo de menos
de 200 g de planta fresca (MCKENZIE et al., 2007).

Por esta razéo, o uso de plantas do género Dysphania em estudos terapéuticos contra

agentes infecciosos sdo necessarios e representam uma estratégia promissora.

2.9 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

Entre as espécies vegetais de relevancia medicinal no contexto de infecc¢des, destaca-se
D. ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants (UOTILA et al., 2021). Esta planta, pertencente a
familia Amaranthaceae, a ordem Caryophyllales e a classe Magnoliopsida (Figura 8), é
popularmente conhecida no Brasil como "mastruz" e "santa-maria” (BIESKI et al., 2015),
apresentando uma ampla distribuicdo por todo o territorio brasileiro (SENNA et al., 2010).

Dysphania ambrosioides é uma planta herbacea com floragdo anual ou héabito de
crescimento perene, capaz de atingir até 1 m de altura. Seu caule pode ser Gnico ou ramificado,
e as folhas, alternadas, alongadas, serrilhadas, com arestas vivas, apresentam caracteristicas
peludas e variados tamanhos. As folhas menores localizam-se no apice da planta, sdo sesseis,
enquanto as maiores na porcdo inferior possuem peciolo curto. Ademais, estas folhas possuem
um odor forte e caracteristico (BLANCKAERT et al., 2012). As inflorescéncias da espécie
consistem em numerosas pontas de flores dispostas em paniculas piramidais verdes, cada uma
composta por 3 a 5 sépalas (HEWIS et al., 2020). Os pericarpos dos frutos, finos e facilmente
liberados, encontram-se circundados por periantos glandulares, abrigando numerosas sementes
esféricas, lisas e brilhantes, de coloragdo preta, envoltas por um célice persistente geralmente

com menos de 0,8 mm de comprimento. Embora a literatura ndo fornega informacgdes
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especificas sobre a reproducdo biolégica de D. ambrosioides, € presumivel que ocorra
autopolinizacdo e a polinizagdo pelo vento, assim como descrito para muitas espécies de
Chenopodium (BLANCKAERT et al., 2012).

Reino Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordem Caryophyllales
Familia Amaranthaceae

Género Dysphania

Espécie Dysphania ambrosioides

Figura 8. Representacdo da espécie vegetal Dysphania ambrosioides e sua classificacdo cientifica. Fonte:
Adaptado de Singh; Pandey (2022).

Os constituintes fitoquimicos presentes em D. ambrosioides exibem variacfes
significativas, dependendo das regides de crescimento, estagios de maturacdo, forma de
processamento e métodos de isolamento. Seus componentes bioativos foram categorizados em
diversos grupos quimicos, como acidos graxos, esterois, tocoferdis, acido fendlico, flavonoides,
alcaloides e compostos volateis. Notavelmente, D. ambrosioides € reconhecida por seu
constituinte volatil, o ascaridol (MONZOTE et al., 2009). Entretanto, seu extrato hidroalcoolico
revelou-se rico em derivados de quercetina e kaempferol, compostos flavonoides que
demonstraram atividade anti-esquistossomicida e cercaricida quando avaliados contra o
parasito S. mansoni (KAMEL etal., 2010; RODRIGUES et al., 2020; BRAGUINE et al., 2012).

Adicionalmente, terpenoides e flavonoides presentes em D. ambrosioides
demonstraram atividades farmacoldgicas abrangentes, incluindo acdo anti-inflamatoria,
cicatrizagdo de feridas e reparacdo de fraturas Osseas, acdo anti-helmintica, antiviral,
antitumoral, quimioprevencdo do cancer, antileishmanial e antioxidante (CRUZ et al., 2007;
PATRICIO et al., 2008; PODOLAK et al., 2016).

No que se refere a resposta imunoldgica, o estudo de Trivellatograssi et al. (2013) trouxe
importantes contribuigdes sobre os efeitos de D. ambrosioides como antiinflamatorio, ao

destacar que o extrato etandlico do mastruz, administrado na dose de 500 mg/kg de peso
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corporal, exibiu reducdo na geracdo de mediadores pro-inflamatorios importantes, como
prostaglandina-E2, fator de necrose tumoral (TNF-a), bradicinina e 6xido nitrico (NO). Quando
foi realizado o tratamento de infecgbes parasitarias com extrato das folhas dessa planta, sua
capacidade de estimular a resposta imune foi demonstrada, promovendo o aumento do
recrutamento de células T e B para 6rgdos linfoides secundarios, além de intensificar a atividade
de macrofagos, com maior disseminacao, fagocitose e producéo de 6xido nitrico (NO) (CRUZ
et al., 2007). Esses achados sugerem que a acdo pro-inflamatoria pode controlar e modular
infeccdes (PATRICIO et al., 2008). Ademais, estudos histolégicos conduzidos por Reyes-
Becerril et al. (2019) confirmaram a seguranca de D. ambrosioides na prevencdo de danos
intestinais, proporcionando evidéncias cientificas para sua aplicagdo como agente anti-
inflamatorio natural.

Dysphania ambrosioides possui importante efeito cicatrizante, sendo demonstrada
diminuicéo significativa de area lesionada em camundongos que foram tratados durante sete
dias com o extrato etandlico da espécie vegetal (TRIVELLATOGRASSI et al. 2013). O estudo
de Penha et al., (2016) evidenciou que o extrato aquoso de mastruz estimulou a neoformacéo
Ossea e fechamento de ferida com tecido 6sseo ao final de 10 dias. Um estudo sugeriu que o
extrato de mastruz favoreceu o processo de reparo dos dentes reimplantados, por reduzir
infiltrado inflamatério polimorfonuclear, abscesso e necrose do ligamento periodontal
(SOUSA, 2010), além de estimular a proliferacéo fibroblastica e osteogénese (SERVIO et al.,
2011). Servio et al. (2011), destacou maior quantidade de fibroblastos, importantes células para
a cicatrizacdo, e maior presenca de atividade osteoblastica em grupos tratados com mastruz.

Neste contexto, acredita-se que a utilizacdo da espécie vegetal D. ambrosioides possa
proporcionar descobertas positivas para o tratamento da esquistossomose, contribuindo para a
avaliacdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos no processo infeccioso e na formacéo de
granulomas ao longo das fases evolutivas do parasito, consequentemente reduzindo a gravidade

da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Revisar os efeitos imunomoduladores e anti-parasitarios de produtos de espécies

vegetais na terapia da esquistossomose e investigar o efeito do tratamento com extrato de D.

ambrosioides na resposta imune e alteragdes histopatoldgicas no figado, intestino e pulmao de

camundongos infectados em diferentes fases da infec¢éo por S. mansoni

3.2 Especificos

Capitulo 1

Revisar os efeitos imunomoduladores e anti-parasitarios de extratos de espécies vegetais

e seus constituintes majoritarios no tratamento da esquistossomose.

Capitulo 2

Avaliar o efeito in vitro do extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides sobre a oviposicao
de vermes de S. mansoni.

Avaliar in silico as atividades bioldgicas de kaempferol e as previsfes de interacéo entre
proteina-receptor alvos no parasito.

Analisar as alteracdes histopatoldgicas nos tecidos hepatico, intestinal e pulmonar de
camundongos infectados por S. mansoni e tratados com D. ambrosioides.

Capitulo 3

Caracterizar o perfil de citocinas dos padrées Thl, Th2 e Th17 nas culturas de baco em
camundongos infectados com S. mansoni e tratados com extrato hidroalcéolico de D.
ambrosioides.

Investigar o efeito do extrato hidroalcdolico de D. ambrosioides sobre a eosinofilia
sanguinea e IgE total.

Correlacionar os mediadores inflamatdrios sistémicos e a IgE sérica com o nimero e
area de granulomas de camundongos infectados com S. mansoni e tratados com extrato

hidroalcéolico de D. ambrosioides.
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4 RESULTADOS

4.1 CAPITULO 1 - Immunomodulating and Anti-parasitary Mechanisms of Plant
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Abstract

In this review, original research articles on plant extracts, essential oils, and their bioactive
compounds with therapeutic activity against Schistosoma mansoni were gathered to understand
their mechanisms of modulation of the immune response in the vertebrate host and antiparasitic
efects. Only 31 articles were included because they addressed research involving the use of
plant products in the treatment of schistosomiasis mansoni. The treatment with plant products
acts directly on the parasite, reducing mating rates, survival, and motility, and causing damage
to the integument, which reduces the number of eggs and granulomas in the vertebrate host. By
modulating the immune response during the infection, treatment with plant products promotes
the reduction of pro-infammatory cytokine levels, particularly those with a T helper 1 (Th1)
immune profle, as well as activating important cells (neutrophils, macrophages, T lymphocytes,
and B cells) to guarantee the survival of the host during infection by S. mansoni and modulating
the expression of molecules and enzymes that decrease the pathogenesis of the disease. Thus,
plant products can be promising alternatives capable of generating positive efects on the
immunopathogenesis of schistosomiasis.

Keywords Bilharzia - Chemokines - Immunomodulatory efect - Natural products - Oxidative

stress - Parasitic disease
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Introduction

Schistosomiasis, also known as bilharziasis, is a parasitic infection caused by trematode worms
of the genus Schistosoma mansoni Sambon, 1907 (Satoskar et al. 2009). It is one of the most
neglected tropical diseases and a major public health problem in 78 developing countries, only
second to malaria as the most damaging parasitic disease (Bruun and Aagaard-Hansen 2008;
WHO 2018). Schistosomiasis affects approximately 240 million people in the tropics and
subtropics, and 700 million live in endemic areas at risk of infection (WHO 2018). In Brazil,
the species S. mansoni is the only one with recorded occurrence. The disease is widespread,
affecting approximately 6 million inhabitants with its most severe forms (Rollemberg et al.
2011), especially in the Brazilian Northeast (WHO 2018).

Infection by S. mansoni in vertebrate hosts triggers complex mechanisms of the immune
response (Souza et al. 2011). In the pre-postural acute phase of the disease, there is a
predominance of a T helper 1 (Th1) immune response, characterized by the production of pro-
inflammatory cytokines that activate innate immune cells, such as macrophages (Turner et al.
2011), for a classically activated profile (M1) (Pearce et al. 2004; Lica et al. 2023). With the
onset of oviposition, soluble egg antigens (SEA) promote a potent induction of a Th2-type
response, responsible for the production of anti-inflammatory cytokines, leading to a decrease
in the Thl response and an increase in the production of 1gG4 and IgE antibodies, in addition
to the differentiation of alternatively activated eosinophils and macrophages (M2) (Barron and
Win 2011; Licé et al. 2023). The Th2 response is important in S. mansoni infection because it
allows the formation of granulomas, the main pathology of the disease, and is essential for the
survival of the host by sequestering harmful antigens (Hams et al. 2013). In contrast, if the Th2
response is not well-modulated, it contributes to the development of liver fibrosis and chronic
morbidity (Hesse et al. 2001). In the chronic post-postural phase of the disease, Thl and Th2
responses are mainly regulated by the cytokine IL-10 (Hams et al. 2013). This mediator,
together with IL-4, decreases the Thl response and prevents severe inflammatory diseases
during schistosome infection (Hoffmann et al. 2000; Pearce et al. 2004). Immunomodulation
during S. mansoni infection is significantly associated with changes in the balance of cytokine
profiles (Hams et al. 2013), and deregulation of these molecules will affect the expression of
various immune responses (Powell; Sonnenfeld 2006). Therefore, the ability to modulate the
immune system should be further investigated in all therapeutic approaches.

In schistosomal chemotherapy, (+)-praziquantel (PZQ), a pyrazine-isoquinoline sold

under the brand name of biltricide, has been the drug of choice for over 30 years (Mutapi et al.
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2017; Vale et al. 2017). Praziquantel is commercially available as a racemic mixture and the
(R)-enantiomer (1) has the anti-parasitic activity. However, studies focused on understanding
the mechanisms of action of praziquantel demonstrate that it causes side effects and that young
parasites are not susceptible to the drug, as are adult worms (Seto et al. 2011). As a result, low
cure rates, treatment failures after praziquantel administration, and the existence of parasite
strains with reduced susceptibility, reinforce the need to develop new, safe, and effective
schistosomicidal drugs (Al-Olayan et al. 2016). Therefore, schistosomiasis remains a threat on
a global scale and requires attention due to the limitations of the use of praziquantel and the
lack of wvaccines. Other synthetic antischistosomal drugs include metrifonate, an
organophosphorus compound originally used as an insecticide; oxamniquine, a
tetrahydroquinoline derivative; and artemisinin derivatives, antimalarial sesquiterpene lactones

containing an unusual peroxide bridge (da Paix&@o Siqueira et al. 2017).

The value of plant products (total extracts and their secondary metabolites), particularly
those produced by plant species, is increasingly being recognized for the treatment of
schistosomiasis (Jatsa et al. 2019b). Of the 71 plant species included in the National List of
Medicinal Plants of Interest to the Brazilian Health System or “Sistema Unico de Satde”
(RENISUS), some have already been evaluated for the treatment of schistosomiasis, which are
listed in Table S1 (Supplementary material).

Natural compounds can present both an antiparasitic effect and modulate and regulate
the mechanisms of the immune response, preventing the chronic evolution of the disease and
benefiting the vertebrate host (Rodrigues et al. 2020). Furthermore, the different natural
compounds used in schistosomiasis therapy can be a starting point for discovering molecules

for the development of effective and accessible drugs for the treatment of this parasitosis.

Search Strategy

This review assembled original research articles published in English from 2008 to 2021, using

databases PubMed, LILACs, and Medline, with the following inclusion criteria: studies
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involving plant products and their bioactive compounds used in the treatment of schistosomiasis
to demonstrate the mechanisms of modulation of the immune response in the host and its
antiparasitic effects, in addition to providing evidence of the efficacy of the products used
against parasitosis. The following descriptors were used: “Treatment plants schistosomiasis”,
“Treatment plants immunomodulation and Schistosoma mansoni”. The exclusion criteria were
as follows: duplications, studies not related to the treatment of schistosomiasis mansoni
(diagnosis, vaccine study, molluscicides), and plants and herbal formulations evaluated for the
treatment of urinary schistosomiasis. A total of 216 articles were found and only 31 were
included in the review because they addressed research involving the use of plant products in
the treatment of schistosomiasis mansoni. Other studies were excluded based on the following
criteria: studies not related to the treatment of schistosomiasis mansoni, plant products

evaluated in the treatment of urinary schistosomiasis, and duplications.

Parasite Lifecycle

Schistosoma mansoni has a complex life cycle (Fig. 1) involving vertebrate and invertebrate
hosts in addition to the external environment (Hams et al. 2013). The cycle includes the sexual
reproduction of adult worms in the human vascular system (definitive host) and an asexual
phase in snails of the genus Biomphalaria, which are intermediate hosts, followed by a return
to the human host after exposure to contaminated water (Mcmanus et al. 2018).

The transmission cycle of S. mansoni begins when viable eggs of the parasite are
eliminated through the feces by a definite host. In contact with freshwater bodies, the free-
swimming ciliated larvae called miracidia release from the eggs and begging their journey to
infect the Biomphalaria snails (Nelwan 2019). Inside the snails, the miracidia transform into
sporocysts | (mother sporocyst), which by polyembryony produce approximately 150 to 200
sporocysts 1l (daughter sporocyst) (Nelwan 2019). The daughter sporocysts migrate to the
digestive glands and ovotestis of the mollusk and have the potential to originate several
cercariae, after approximately 30 days post-infection. These larvae are shed by infected snails
upon stimulation with light and heat and actively swim to infect the vertebrate host through
penetration of skin and mucous (Bustinduy and King 2014).

In the process of penetrating the skin of the vertebrate host, cercariae lose their tails and
remain in the dermis or connective tissue for 2—-3 days, undergoing modifications, and
developing into skin schistosomula (Bustinduy and King 2014). This schistosomulum reaches

the bloodstream being passively conducted to the heart and after to the lungs, developing into
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pulmonary schistosomula (Lee et al. 2014). Approximately 2 weeks after infection,
schistosomulae return to the heart and are rapidly transported to the hepatic portal system or
remain systemically circulating through various organs before reaching the arteries derived

from the same system (Lee et al. 2014).
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Fig. 1 Parasite life cycle. Viable eggs of the parasite eliminated in the feces of a defined host (1), release
miracidia larvae when in contact with water (2) which infect the snails (Biomphalaria spp.) (3). Inside
the snails, the miracidia transform into sporocysts I, which by polyembryony produce sporocysts II.
After approximately 30 days post-infection sporocysts Il produce cercariae, which are eliminated from
snails by light and heat stimulation (4). Cercariae actively swim to infect the vertebrate host by
penetrating the skin (dermatitis) and mucous membranes and later transform into schistosomula (5). The
schistosomula reaches the bloodstream, being passively conducted to the heart and after to the lungs.
After the worms migrate to the hepatic portal system and become adults (6). The adult worms mate and
move to the intestines, where they lay eggs that can be passed in the stool, completing the parasite's life
cycle (7). However, most eggs are still trapped in the intestinal tissue and can also be carried to other
organs, such as the liver and spleen, inducing an intense granulomatous inflammatory response,
responsible for the formation of fibrosis.

After about 30 days, schistosomula become adult worms, female or male, that form pairs
and migrate to the mesenteric veins, for oviposition (Bustinduy and King 2014). Approximately
five weeks post-infection, female worms begin to lay eggs in blood vessels. Female
schistosomes produce about 300 eggs per day that are laid in the mesenteric circulation
(Bustinduy and King 2014). Some eggs trapped in intestinal submucosa induce inflammatory
responses that facilitate their passage through the intestinal wall directly into the lumen, and
after to the environment, thus completing the parasite life cycle (Lee et al. 2014; Mcmanus et

al. 2018). However, most of the eggs are still trapped in intestinal tissue and can be carried to
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other organs, such as the liver and spleen, inducing a severe granulomatous inflammatory
response, which is responsible for fibrosis formation. This condition is the main cause of
morbidity in schistosomiasis, characterized by the presence of obstructive vascular lesions,
hepatosplenomegaly, hepatic fibrosis, portal hypertension, ascites, and fatal bleeding from
esophagogastric lesions (Turner et al. 2011).

Conventional Treatment

Schistosomiasis is a parasitic disease that has attracted increasing attention and funding for its
control (Fenwick and Webster 2006). The main disease control strategy is treating infected
individuals with the choice of a single drug, praziquantel (Appiah et al. 2000). The development
of this medication in the 1970s represented one of the largest advances in disease chemotherapy,
which was later transferred to clinical trials and used on a large scale during the 1980s (Mutapi
et al. 2017).

Praziquantel is the drug of choice for schistosomiasis treatment and is the main
component of disease control programs (Mutapi et al. 2017). The World Health Organization
recommends its use at a single dose of 40 mg/kg, and since 2007, more than 150 million people
have been treated with this drug (WHO 2018). Many characteristics make praziquantel the best
option for treating schistosomiasis: a) it is effective against the three main species of the
parasite: S. mansoni, S. haematobium, and S. japonicum (Vale et al. 2017); b) it has good
pharmacological properties, such as a good solubility in water (0.2 mg/ml in a 1:4 solution of
DMSO:PBS, PH 7.2) and organic solvents (EtOH, DMSO, and dimethyl fomamide), a rapid
absorption (80%) with a serum half-life of 0.8 to 1.5 h when orally administrated, and a low
toxicity; c) it is clinically effective against a broad-spectrum of infections caused by cestodes
and trematodes (Vale et al. 2017); and) its cost is relatively low (Seto et al. 2011).

The cure rates of praziquantel are generally between 60 and 90%, with cure rates of
100% being rare, which is likely due to reinfections in areas of high transmission and other
factors related to the parasite life cycle (Doenhoff et al. 2009). For example, praziquantel is
effective against adult schistosomes; however, it is less effective on juvenile worms (Vale et al.
2017). Furthermore, as with other drugs, reinfection is still a problem after treatment, and there
is a persistent fear that the widespread use of the drug could eventually lead to the development
of parasite strains with reduced susceptibility to the praziquantel, as already reported in some

regions where the infection is considered endemic (Couto et al. 2011).
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Praziquantel is the only drug used in chemotherapy programs for schistosomiasis, and
due to the problems reported in its applicability, greater efforts, and investments in developing
new therapeutic alternatives to control S. mansoni infection are imperative (Bais and Greenberg
2018). In addition, the absence of an effective vaccine against schistosomiasis contributes to a
joint and mandatory effort to discover antiparasitic agents to treat the disease, not to mention
the fact of the lack of knowledge of the mechanisms of action of PZQ, which raises concerns
about the use of this drug as the only therapeutic strategy for schistosomiasis (Nogueira et al.,
2022).

Plant Products: An Alternative Treatment

Plant extracts are known to be good sources of pharmacologically active compounds against
various diseases, including parasitic infections (Simoben et al. 2018). Furthermore, medicinal
plants are believed to possess molecules with significant advantages over synthetic molecules
(Cordell 2014). Plant extracts are the most evaluated and studied because of the worldwide
plant diversity, especially in Brazil (Nodari and Guerra 2001). Owing to the presence of
secondary metabolites in different parts of a plant species, plant products (extracts and
secondary metabolites) can be used as prototypes for the development of new antiparasitic
drugs (de Castro et al. 2013).

The criteria for selecting a plant product for a particular study and validation involve a)
ethnobotanical investigations, taking into account pre-existing knowledge regarding the
therapeutic use of the species of interest (Lifongo et al. 2014); b) phytochemical investigations,
through the isolation, purification, and characterization of active principles (Ibrahim et al.
2014); c) pharmacological studies, where the pharmacological properties of the extract and
isolated chemical constituents have been investigated (Ibrahim et al. 2014); d) synthetic organic
chemistry for the transformations of active principles to improve pharmacological properties
(Maciel et al. 2000); e) medicinal chemistry and pharmacological studies to establish the
structure/activity relationship and the mechanisms of action of the active principles (Maciel et
al. 2002); and finally, f) the development of formulations for the production of
phytotherapeutics (Maciel et al. 2002).

Many parameters are frequently evaluated in studies of plant compounds for the
development of new schistosomiasis treatments, such as morphological alterations, oviposition,
motor alterations, the ability to kill the adult worms (Moraes 2012), and modulation of the host's

immune response (Kamel and EI-Shinnawy 2015). The granulomatous reaction around the eggs
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of the parasite, with subsequent formation of tissue fibrosis, is an inflammatory process that
leads to the destruction of an extensive area of the organ where it occurs (Bergquist 2002).
Therefore, the search for alternatives that can reduce the load of eggs in tissues can minimize
the clinical manifestations of schistosomiasis (Huang et al. 2006). Modulation of the immune
response by plant products and their synthetic derivatives can yield promising results for the
treatment of schistosomiasis because it can reduce granulomatous inflammation and,
consequently, reduce the pathology of the disease (Allam 2009; Miranda et al. 2013; Kamel
and EI-Shinnawy 2015; Rodrigues et al. 2020).

Effects of Plant Compounds

Recently, studies evaluating efficacy of antioxidants, alone or concurrently with
antischistosomal drugs targeting not only parasite but also pathologies associated to infection
have been reported. It has been demonstrated that antioxidants, such as thymoquinone (2) and
curcumin (3) present in extracts of Nigella sativa L., Ranunculaceae, and the spice turmeric
(Curcuma longa L., Zingiberaceae), respectively, are able to inhibit parasitic antioxidant
enzymes as well enzymes related to glucose metabolism (hexokinase, HK and glucose-6-
phosphate, G-6-PDH) culminating in an increase of oxidative stress in the parasite making it
vulnerable to damage by the host immune attack (Mahmoud et al. 2002; de Paula Aguiar et al.,
2016).

o)
o)
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Regarding N. sativa, its effect on liver functions and antioxidant capacity were
experimentally evaluated in mice infected with S. mansoni orally with 2.5 and 5 ml/kg, alone
or combined with PZQ at a dose of 500 mg/kg for 2 consecutive days. N. sativa alone was able

to reduce the number of S. mansoni worms in the liver, decrease the total number of eggs, as
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well as reduce hepatic granulomas and serum levels of L-alanine aminotransferase (ALT) and
v-glutamyl transferase (GGT). It restored to normal levels the liver lipid peroxide (LPD) and
reduced glutathione (GSH), lactate dehydrogenase (LDH and enzyme superoxide dismutase
(SOD) levels. Despite the good results, when N. sativa was combined with PZQ the observed
parameters were even more intensified, with a total worm load reduced by up to 99%
(Mahmoud et al. 2002).

Curcumin (3), a phenolic compound isolated from rhizomes of the spice turmeric
(Curcuma longa L., Zingiberaceae) was investigated and showed efficient anti-schistosomal
potential. Micewere infected with 80 S. mansoni cercariae and injected intraperitoneally with
curcumin at a total dose of 400 mg/kg body weight. Low serum level of both interleukin (IL)-
12 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a), but IL-10 level was not significantly altered after
treatment. Specific IgG and 1gG1 responses against both soluble worm antigen (SWAP) and
soluble egg antigen (SEA) were augmented with curcumin treatment, but IgM and 1gG2a
responses were not significantly changed (de Paula Aguiar et al. 2016). Curcumin treatment
modulates cellular and humoral immune responses of infected mice by S. mansoni and lead to
a significant reduction of parasite burden and liver pathology in acute murine (Allam 2009).

Two glycoalkaloids from the fruits of Solanum lycocarpum A.St.-Hill., Solanaceae,
solasonine (4) and solamargine (5), have demonstrated in vitro effects on S. mansoni infection
(Miranda et al. 2012). Exposure to these compounds affected the survival of adult S. mansoni
worms, caused the separation of worm couples, and promoted desquamation of the tegument
of the parasite within 24 h (Miranda et al. 2013). The alkaloidic extract (20, 32, and 50 pg/ml),
solamargine (32 and 50 uM), solasonine (50 uM), and equimolar mixture of glycoalkaloids (20,
32, and 50 uM) caused the death of 100% of parasites within 24 h (PZQ: 10 uM/3.12 ug/ml)
(Miranda et al. 2012).

4 R=0CH,
5 R=CHj
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Piper tuberculatum Jacq., Piperaceae, which contains the alkaloid piplartine (6),
decreases motor activity and at a concentration of 7.5 uM caused the death of all schistosomula
within 120 h. Additionally, piplartine has been as effective as praziquantel (10 uM) to kill adult
stage of S. mansoni worns and their schistosomicidal activity was demonstrated at a
concentration of 9.5 uM within 24 h of in vitro exposure (Moraes et al. 2012), in addition to

causing a reduction in the production of eggs excreted through the feces (Simdes et al. 2015).
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Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae, which includes triterpenoids, such as nimbin (7)
and limonin (8), demonstrates the reduced survival of S. mansoni worms and their ability to
promote tegumentary changes in vitro (Acheampong et al. 2020). Gymnanthemum
amygdalinum, Delile, Sch.Bip, Asteraceae, presents a sesquiterpene lactone with promising
schistosomicidal activity referred to as vernodalin (9), which was able to eliminate motor
activity and ovipositioning of adult worms of S. mansoni after 24 h of exposure (Gouveia et al.
2018; Acheampong et al. 2020). The cercaricidal activity of A. indica (3 h ICsg 27.62 pug/ml)
and G. amygdalinum (3 h ICso 35.84 pg/ml) was in a time and concentration-dependent manner.
Worm recovery after treatment with G. amygdalinum, A. indica, and praziquantel in vivo was
48.8, 85.1, and 59.9%, respectively. Therefore, these plants and their active constituents could
be used as potent alternatives for managing schistosomiasis (Acheampong et al. 2020).

Quercetin (10), a flavonol found in Styrax camporum Pohl., Styracacea, has moderately

reduced the motor activity of S. mansoni (100 uM), and is a selective inhibitor of its NAD"

catabolizing enzyme at an 1C50 value of 3.9. This enzyme is an important target located in the
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external tegument of the adult worm and may be involved in parasite survival through
manipulation of the host immune regulatory pathways (Kuhn et al. 2010). Kaempferol (11), a
flavonol that can also be isolated from Styrax pohlii A.DC and S. camporum Pohl., Styracacea,
triggers the separation of adult worms from S. mansoni in vitro at a concentration of 100 uM
(Braguine et al. 2012).

Garlic (Allium sativum L.) and onion (Allium cepa L.), from the Amaryllidaceae, can
normalize functional enzymes in the liver and improve the antioxidant status of S. mansoni
infection, causing a significant reduction in worm burden and egg count (Mantawy et al. 2011).
Garlic with allicin (12), as its main constituent, has been demonstrated in vitro to cause
ultrastructural changes in the integument, possibly causing the formation of projections (5
mg/ml), small damage to the tubercles and alteration in the number and morphology of the
spines (10 mg/ml), in addition to the formation of vesicles and ulcers in tubercles (15 and 20
mg/ml) and cause significant effects on the survival of worms at concentrations above 20 mg/mi
(Lima et al. 2011). In vivo, garlic oil extract used in the treatment of mice infected with S.
mansoni at a dose of 100 mg/kg reduced the burden of worms and eggs in feces and intestinal
tissue, decreased TNF and ICAM-1 expression, reduced liver tissue damage, and increased host
immunity by reducing reactive oxygen species (Kamel and El-Shinnawy, 2015). The results
observed by Kamel and EI-Shinnawy (2015) were attributed to the major constituents of A.

sativum, including allicin.
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Dejani et al. (2014) reported that 100 mg/kg of the ethanolic extract of Mentha piperita
L., Lamiaceae, commonly known as peppermint, exhibited parasitic and immunomodulatory
properties on S. mansoni through experimental infection, raising levels of 1gG2a, 1gG1 and IL-
10 significantly when compared to the positive control (PZQ = 500 mg/kg). This extract
modulated immune cells and molecules involved in the inflammatory process, suggesting a
prolonged inflammatory effect of this compound in a schistosomiasis model (Dejani et al.
2014). Peppermint contains menthone (13) and menthol (14), which were studied for
antiparasitic and immunomodulatory properties on S. mansoni (Zaia et al., 2016). The results
of this study demonstrate that an herbal medicine composed of menthol and menthone has
immunomodulatory and anti-inflammatory effects in a murine model of schistosomiasis when
administered for long periods of time (up to 60 days) at a dose of 50 mg/kg (diluted in PBS -
Phosphate Buffered Saline Solution), and may contribute to the reduction of the pathological
effects caused by S. mansoni, as well as to control the pathophysiology of the infection. This
herbal medicine can act by decreasing the plasma levels of IL-4 and IL-10, indirectly
modulating blood eosinophils, when used for up to 60 days, demonstrating significant effects

when compared to the positive control (PZQ = 400 mg/kg) (Zaia et al. 2016).

L,
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Clinical studies have been conducted using leaf extract of Artemisia annua L.,
Asteraceae, which is currently used for the treatment of malaria and has demonstrated efficacy
in controlling the population of Schistosoma worms (Lescano et al. 2004). Artemisia annua
belongs to the artemisinin family of sesquiterpene trioxane lactones, with an original compound
referred to as artemisinin (15), which has been shown to be effective against Schistosoma
species since the 1980s (Gouveia 2018). Treatment of experimentally infected mice with 500
mg/kg of the drug resulted in structural damage to the integument of S. mansoni worms 30 days
after infection (Frezza et al. 2013), as well as reduced female worm count and oviposition in S.
mansoni (Lescano et al. 2004). Artemisia annua leaves (33.5-55.9 mg) used in in vivo clinical

screening, 96.4% cure rate in S. mansoni infection.
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Treatment of S. mansoni infection with the methanolic extract of roots from Ozoroa
pulcherrima (Schweinf.) R.Fern, & A.Fern., Anacardiaceae, at an average dose of 200 mg/kg
resulted in a reduction in the load of eggs and worms as well as an increase in the anti-
inflammatory and antioxidant capacities of the host (Jatsa et al. 2019b). The beneficial effects
of O. pulcherrima in protecting the liver tissues of hosts infected with S. mansoni can be
attributed to secondary metabolites, including anthraquinones and cardiac glycosides.
Anthraquinones exhibit anti-inflammatory activity and likely reduce the migration of
inflammatory cells, such as eosinophils, neutrophils, lymphocytes, and macrophages, around
schistosome eggs trapped in the liver, whereas glycosides show antiproliferative activity,
protecting the hepatic tissue from the invasion of schistosome inflammatory cells. The in vitro
activity of two anthraquinones in the treatment of schistosomiasis is reported in the literature,
which are norobtusifoline (16) and kwanzoquinone (17), extracted of roots of Hemerocallis
fulva (L.) L., Asphodelaceae. Compound 16 was able to completely immobilize all cercariae of
S. mansoni after an exposure time of 15 s (at 11.4 M) and interrupt the motor activity of all
adult worms in 16 h. Compound 17 immobilized cercariae after 12 min (at 87 uM) and affected

the movement of adult worms also at 16 h (at 175 puM).
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The aqueous extract of Melochia pilosa (Mill.) Fawc. & Rendle, Malvaceae, exhibits anti-
schistosomal activity, and these effects are associated with the chemical compounds present in
this extract, which include alkaloids, phenols, tannins, and terpenoids. According to the study
by Jatsa et al. (2015), the indoloquinoline alkaloid Indolo[2,3-b] quinolines (18), present in

the n-butanol fraction of the aqueous extract of M. pilosa, caused the death of 100% of the
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worms after 24 h of incubation with 8 mg/ml (LC50 of 1.25 mg/ml (0.98 - 1.62)) as occurred
with the worms incubated with PZQ (100 pg/ml) after the same period. In addition, it was
observed with the n-BuOH fraction (0.25 to 2 mg/ml) a reduction of 25 to 79% in the motor
activity of S. mansoni worms, a decrease of 97 to 85% in the number of eggs (8 to 0.25 mg/ml),
in addition to inducing an antioxidant response (81.14 + 0.56 pg/ml).

OH oy

Toxicity of Plant Products

The biological activity of a molecule against microorganisms and parasites is important for its
characterization; however, knowledge of its toxicity to mammalian cells is also crucial
(Campelo et al. 2018). Therefore, even if laboratory results are encouraging, toxicity studies
should be performed before administering a molecule or drug to humans (Gouveia et al. 2018).

In general, the oral administration of extracts and vegetable oils used in mice, considered
in this review, demonstrated no alteration in the growth, food, and water intake of animals (Jatsa
et al. 2009; Kamel et al. 2015; Zaia et al. 2016; Almeer et al. 2018; Beshay et al. 2019).
However, more detailed studies on the toxicity of products from different plant species and their
individual secondary metabolites are required. A study by Jatsa et al. (2009) analyzed M. pilosa
extract and did not identify signs of toxicity, which include asthenia, anorexia, hypoactivity and
diarrhea, and mortality, which was verified when the extract was administered at a dose of >20
g/kg. Jatsa et al. (2019b) also evaluated the extract of O. pulcherrima and found that it did not
exhibit a toxic effect on the hepatic parenchyma of mice after 28 days of exposure when doses
of 200 and 400 mg/kg were administered.

Some chemical constituents that have been evaluated, such as the compound piplartine
(6)—presented low cytotoxicity, which was verified when treatment with the chemical
constituent was performed at the maximum concentration evaluated in the study (31.5 uM)
(Moraes 2012). Allicin (12) is a protective agent against chemical toxicity, and low levels of
toxicity have been reported in studies involving the treatment of schistosomiasis with plant

components (Mantawy et al. 2011; Kamel and EI-Shinnawy et al. 2015).
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Despite the need for further evaluation of the toxicity of the plant constituents used in the
treatment of schistosomiasis, the doses used in studies involving plant products (Table S2)
appeared to be highly toxic to the S. mansoni parasite, but not to mice. Toxicity to S. mansoni
that is associated with tannins, saponins, and flavonoids has been previously reported (Braguine
et al. 2012). Treatments with products from plant species resulted in a decrease in the number
and copulation of the worms, causing a consequent reduction in the number of eggs present in
the tissues (hepatic and/or intestinal), as well as causing the regeneration of the surrounding
hepatic tissue of old granulomas, with the mortality of worms (Jatsa et al. 2009; Kamel et al.
2015; Zaia et al. 2016; Al-Olayan et al. 2018; Almeer et al. 2018; Beshay et al. 2019).

Action on Parasite

The treatment of S. mansoni infection using plant products has been shown to have anti-
schistosomal activity of several compounds (Jatsa et al. 2016; Yones et al. 2016; Aly et al.
2017; Oliveira et al. 2017). From experimental data, it was found that products based on plant
species could cause changes in adult worms of S. mansoni in terms of mating, motility, survival
time and cause changes in the tegumentary layer, with the observed effects being dependent on
the concentration of the extracts (Kamel and EI-Shinnawy 2015; Jatsa et al. 2016; Yones et al.
2016; Aly et al. 2017; Oliveira et al. 2017). The tested products often influence the natural
mating process, causing S. mansoni worm couples to separate (Kamel and El-Shinnawy 2015;
Yones et al. 2016). In the study by Yones et al. (2016), approximately 95% of couples were
separated within the first 2 h using 500 pug/ml of edible pomegranate peel extract, whereas the
negative control group demonstrated couple separation approximately 10 h after incubation.

In motility and survival, a reduction in parasite movement has been reported due to
treatments with plant compounds, which interfere with the survival rate of adult S. mansoni
worms (Jatsa et al. 2016; Aly et al. 2017; Oliveira et al. 2017). Yones et al. (2016) and Oliveira
et al. (2017) found that extracts of plant species can lead to the death of 100% of parasites
within a few hours (from 2 to 4 h). It is important to note that the literature does not emphasize
the differences in motility and survival rates between adult male and female worms in response
to different concentrations of plant species. Several studies showed that the products of plant
species cause the worms to become unpaired, slowing down muscle contractions, thus reducing
motility and causing paralysis, leading the parasite to death in most cases (Kamel and El-

Shinnawy 2015; Yones et al. 2016; Aly etal. 2017). Paralysis in worms appears to be associated
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with important neurotransmitters or neuromodulators, such as dopamine, acetylcholine, and
serotonin (Noel 2008).

Integumentary changes have also been reported in studies after in vitro evaluation and
using scanning electron microscopy (SEM) (El Ridi et al. 2012; de Oliveira et al. 2014). Many
functions and characteristics of the integument of S. mansoni have increased the importance of
studying it because it acts as an interface between the parasite and its environment in the host
(Xido et al. 2002). The changes in integuments induced by treatment with plant products caused
damage to the oral and acetabular cups of male and female schistosomes (Yones et al. 2016).
According to Shaw and Erasmus (1987), damage to suction cups restricts the feeding of
damaged worms, resulting in their death. In addition, these treatments cause extensive
desquamation of the tegument in adult schistosomes, particularly in the dorsal region (Dkhil
2014; Kamel and El-Shinnawy 2015, Yones et al. 2016). In addition, the literature described
the formation of visible bubbles in the tegument of worms exposed to treatment with plant
products (Kamel and EI-Shinnawy 2015). It is believed that morphological changes caused by
a compound with schistosomicidal activity on the sarcoplasmic membrane and integument of
the parasite may be accompanied by an increase in exposure to antigens on the surface of the
worm (Xiéo et al. 2012).

In a study on the treatment with pumpkin seed extract, cutaneous damage was verified,
with the loss of some tubers and spines and the formation of wrinkles and blisters, which were
attributed to the secondary metabolites of the extract (Dkhil 2014). Kamel and EI-Shinnawy
(2015) found that after treating S. mansoni infection with A. sativum extract, the worms showed
changes in the appearance of the tubers that often appeared collapsed, wrinkled, and reduced in
size and number. The most prominent damage to the tegument of worms in contact with A.
sativum extract was in the form of edema and blistering on worm spines, which were not lost
as a result of treatment (Kamel and EI-Shinnawy 2015).

Changes in the integument lead to the disappearance of the worm's immune dysfunction,
which can be easily recognized by the host's immune system (Xi&o et al. 2012). Furthermore,
the integumentary changes induced by the treatments may affect the metabolism of the worm
and consequently lead to its death (Kamel and El-Shinnawy 2015). The identification of
integumentary changes in the parasite is important to connect it with the host immune response,
which is necessary to complement the activity of the product used in the treatment. Therefore,
the integument of schistosomes has been investigated in the development of new anti-
schistosomal alternatives from the late 1940s to the present day (de Oliveira et al. 2014). As the

survival of S. mansoni depends on the tegument, it is essential to relate this structure not only
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to the immune evasion of the host, but also to the absorption of nutrients, metabolism, and
selective absorption of drugs (Pereira et al. 2011).

Because of the above-mentioned mechanisms of action in the parasite, infection in the
vertebrate host also undergoes changes. Morphological and ultrastructural changes in the
parasite may explain the simultaneous reduction in worm and egg burdens in the liver and
intestinal tissues of mice treated with extracts of plant products, as well as the increase in the
percentage of dead eggs (Allam 2009; Miranda et al. 2013; Almeer et al. 2018). This is an
important finding because the main laboratory diagnosis of this disease is the presence of eggs.
Eggs are considered the main cause of cellular immunological imbalances such as macrophage
compromise and cytokine production (Miranda et al. 2013).

Improvements have also been reported in relation to the size and quantity of granulomas,
which are reduced by treatment with plant products, together with a decrease in tissue fibrosis
(Allam 2009; Almeer et al. 2018). However, these actions of plant products are probably also
associated with a series of immunological factors that permeate the immune response, as

described below.

Immunomodulation of Schistosomiasis Pathogenesis

Immunomodulation is an important aspect of Schistosoma infection. It directly influences the
pathogenesis of the disease, as it is responsible for triggering changes in the immune profile of
vertebrate hosts and activating complex mechanisms of the immune response, dependent on the
sensitization of CD4+ T cells (Schwartz and Fallon, 2018).

Granuloma formation occurs in an environment that is initially pro-inflammatory and
Thl-type but later rapidly polarizes to a predominance of anti-inflammatory and Th2-type
profiles (Davies et al. 2004). The relative influence of Thl and Th2 cytokines on the
pathogenesis of schistosomiasis remains controversial in experimental models and studies in
human populations. However, experimental studies have shown that decreased fibrosis is
associated with decreased type 2 immune response and increased type 1 response (Allam 2009).
In the absence of IL-4, a key cytokine that drives the Th2 response, some mouse strains
overproduce several pro-inflammatory mediators, including IFN-y, TNF-o, and nitric oxide
(NO), leading to fatal acute illness after infection (Brunet et al. 1997). Increased mortality of
infected mice has been reported when IL-10 deficiency is observed in the acute post-infection
stage (Hoffmann et al. 2000), or in IL-4 deficiency, in which liver damage is caused by excess

production of TNF-a, NO, and reactive oxygen species (La Flamme et al. 2001). Therefore,
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modulation of Thl and Th2 responses can deregulate granulomatous inflammation and,

consequently, promote positive or negative changes in the pathology of schistosomiasis.

Immunomodulatory Mechanisms

Treatment of schistosomiasis with plant products can regulate or decrease the levels of
cytokines, such as IL-2 and IL-6 (Mantawy et al. 2011; Kamel and El-Shinnawy 2015), IL-4
(Yones et al. 2016; Almeer et al. 2018; Rodrigues et al. 2020), IFN-y (Miranda et al. 2013;
Rodrigues et al. 2020), IL-17 (Rodrigues et al. 2020), IL-12 (Allam 2009; Kamel and El-
Shinnawy 2015; Almeer et al. 2018), IL-10 (Dejani et al. 2014; Zaia et al. 2016; Rodrigues et
al. 2020), TGF-B, and IL-13 (Almeer et al. 2018).

Cytokines are regulators of the immunoinflammatory response and play an important
role in regulating the deposition and degradation of collagen fibers (Vaillant et al. 2001). In
studies involving the treatment of schistosomiasis, cytokines have proven to be valuable agents
in the immune response (Miranda et al. 2013; Yones et al. 2016; Rodrigues et al. 2020). During
the treatment of S. mansoni-infected mice with plant species, a decrease in TNF-a and 1L-12
levels usually occurs by blocking the activation of the protein kinase (MAPK)/transcription
factor signaling pathway, nuclear kappa B (NF-kB) (Fig. 2) (Allam 2009; Kamel et al. 2015;
Almeer et al. 2018).

TNF-a is important for initiating granuloma formation through the positive regulation
of intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), which mediates cell-cell interactions and
migration along the endothelium (Ho et al. 2014). Several studies have shown that plant
products block the expression of leukocytes induced by TNF-a adhesion molecules, including
ICAM-1 (Fig. 2) (Allam 2009; Ho et al. 2014; Kamel and EI-Shinnawy 2015). In addition,
some compounds have been found to inhibit the expression of IL-2 and IL-4, which are
cytokines that play a role in granuloma formation (Sharma et al. 2007). Therefore, treatment
with plant products appears to reduce granulomatous inflammation and granuloma size by
regulating the expression of cytokines, especially TNF-a (Kamel and EI-Shinnawy 2015;
Almeer et al. 2018).
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Fig. 2 Representation of the signaling pathways of immunomodulation mechanisms induced by some
chemical constituents present in plant species products and their effects during the treatment of
schistosomiasis. Plant products may have different secondary metabolites according to the species,
which have induced a large spectrum of immunomodulatory mechanisms during S. mansoni infection.
Some of these mechanisms include decreasing or restoring cytokine and antibody concentration,
increasing reactive oxygen species, and proliferation of T lymphocytes, and macrophages, in addition
to antifibrotic, antioxidant, antiparasitic, and hepatoprotective effects in treated mice.

Mice treated with plant products showed a reduction in hepatic collagen content (Allam
2009; Jatsa et al. 2016; Yones et al. 2016; Almeer et al. 2018). This finding can be attributed to
the decrease in parasite load and fibrogenesis, which is dependent on cytokines, such as IL-4,
TGF-pB, and IL-13 (Almeer et al. 2018). The protective effect of natural compounds against
hepatic fibrosis may be associated with the ability to inhibit nuclear factor kappa B (NF-kB) in
Kupffer cells, which infiltrate macrophages and consequently inhibit the activation of hepatic
stellate cells (HSCs) (Bruck et al. 2007). Suppression of HSC proliferation and activation of
extracellular matrix biosynthesis have been proposed as therapeutic strategies for the treatment
and prevention of liver fibrosis, leading to irreversible liver cirrhosis (Duvoix et al. 2005).

Rodrigues et al. (2020) found that the extract of Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin
& Clemants, Amaranthaceae, Dysphania, decreased the levels of IFN-y, TNF-a, IL-4, and II-
17 after treatment at different evolutionary stages of the parasite S. mansoni. In contrast, an

increase in 1L-10 was observed in immature and mature S. mansoni worms after treatment. The
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use of the D. ambrosioides extract did not significantly alter 1L-12 levels (Rodrigues et al.
2020), differing from the findings of Allam (2009), Kamel and El-Shinnawy (2015) and Almeer
et al. (2018) when evaluating the same cytokine with other plant products listed in Table S2.
Plant products used in the treatment of S. mansoni infection have already been shown to be
potent immunomodulatory agents that can modulate the production of immunoglobulins such
as IgG (Allam 2009) and IgE (Rodrigues et al. 2020).

An extract produced from the isolated compound curcumin, a plant product derived
from turmeric, was used to treat mice infected with S. mansoni (Allam 2009). According to
Allam (2009), treatment with curcumin improves the humoral immune response, increasing the
production of 1gG against soluble antigens in worms and eggs of the parasite. Effective factors
in protecting the humoral immune response appear to depend on IgG antibodies (Mangold and
Dean 1986), particularly of the 1gG1 type, which can impair larval viability and migration,
interact with critical sites on surfaces exposed to membrane molecules of importance to the
parasite, and may even interfere with the well-being of adult worms in the liver (El Ridi 2002).
IgG1 is a Th2-dependent immunoglobulin, whereas the IgG2a isotype is Thl-dependent
(Finkelman et al. 1990).

A study by Rodrigues et al. (2020) showed that the hydroalcoholic extract of D.
ambrosioides reduced the concentration of IgE in the stages in which the parasites of the species
S. mansoni are immature and mature worms. They did not observe any alteration at the
beginning of the infection when the parasite is in the evolutionary stages of cutaneous and
pulmonary schistosomules. The decrease in the production of IgE showed in this study may
have been associated with the inhibition of Antibody-dependent cells (ADCC) (Allam 2009)
(Fig. 2), or due to the reduction of parasite burden promoted by the extract of D. ambrosioides.

Plant products can also modulate inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression
(Miranda et al. 2013; Yones et al. 2016) and NO production (Yones et al. 2016; Almeer et al.
2018). The presence of granulomas and cell types related to the immune system is possibly the
main reason for the increase in oxidative stress in the tissues of vertebrate hosts infected with
S. mansoni, as the immune reaction of inflammatory cells is known to be related to the
production of species reactive oxygen (ROS) and oxidative injury (Al-Olayan et al. 2016). NO
(nitric oxide) acts as an effector molecule in schistosomiasis (Yones et al. 2016). Several studies
have shown that inhibition of inducible nitric oxide synthase (iNOS) is harmful to infected
animals, particularly when the liver is exposed to parasite eggs (Ali et al. 2013). The absence
of NO can lead to severe liver damage and increased morbidity by intense fibrosis formation

(Miranda et al. 2013; Almeer et al. 2018). Therefore, an important function of NO in liver
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fibrosis is to trigger the effective production of Thl cytokines, which prevents fibrotic
formation in the liver (Hesse et al. 2001). Based on this, plant products can protect hepatocytes
from damage, death, and dysfunction caused by oxidative stress at the sites of inflammation,
promoting a decrease in the weight of the liver and spleen of infected mice (Fig. 2) (Allam
2009; Almeer et al. 2018). This relieving effect on schistosoma-induced hepatospleenomegaly
can be attributed to the reduction in portal inflammation, granuloma volume, and cellular
hyperplasia accompanied by fibrosis, which are common in treatments with these compounds
(Al-Olayan et al. 2016; Almeer et al. 2018). This improvement in schistosomiasis pathology is
reflected in the body weight of infected and treated mice, which does not differ from that of
normal mice (Al-Olayan et al. 2016). Mice treated with plant products, Ziziphus spina-christi
(L.) Willd., Rhamnaceae, and S. lycocarpum, showed an increase in NO production, which
occurred concomitantly with a significant decrease in egg load and granuloma formation in the
liver (Miranda et al. 2013; Almeer et al. 2018).

Treatment with plant products can activate lymphocytes (Allam et al. 2009; Rodrigues
et al. 2020), macrophages (Allam 2009; Miranda et al. 2013), neutrophils (Almeer et al. 2018;
Rodrigues et al. 2020), eosinophils (Allam 2009; Rodrigues et al. 2020), and monocytes
(Rodrigues et al. 2020). In Schistosoma infections, a significant increase in the number of
eosinophils and neutrophils has been reported and a decrease in the percentage of lymphocytes
in the tissues of mice (Lins et al. 2008). However, treatment with plant products has been shown
to restore the normal levels of eosinophils and neutrophils, probably by inhibiting the
recruitment of these cells in the liver tissue of infected mice (Allam 2009; Jatsa et al. 2016,
2019b). This can be attributed to the inhibitory effect of these products on IL-5 and the
production of granulocyte and macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (Kobayashi et
al. 1997), which are markers of eosinophilopenia activity (Sher et al. 1990). Rodrigues et al.
(2020) reported that treatment with D. ambrosioides extract increased the number of
lymphocytes and reduced the number of eosinophils and monocytes in infected animals
(Rodrigues et al. 2020).

Activated macrophages (M1 and M2) are essential for host survival during S. mansoni
infection. In their absence, the inflammatory response induced by eggs is lethal. It is well
established that these cells participate as the first line of defense against pathogens (Herbert et
al. 2004). Macrophages and Th1-type cytokines participate in the control of fibrosis during S.
mansoni infection; however, the mechanism by which macrophages kill schistosomes remains
unclear (Hesse et al. 2001). Many studies have evaluated the ability of plant products to induce

macrophage proliferation during the treatment of S. mansoni infection, revealing that this
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therapy promotes the differentiation and activation of these cells in addition to increasing their
phagocytic activity (Allam 2009; Miranda et al. 2013; Kamel and EI-Shinnawy et al. 2015). In
a study by Miranda et al. (2013), who used the alkaloid extract of Solanum lycocarpum fruits,
the induction of macrophage proliferation was observed, indicating a significantly higher
number of these cells in mice treated with the plant product, causing a reduction in damage to
the liver tissue of infected hosts with S. mansoni. Allium sativum extract has also been shown
to stimulate macrophage and nitric oxide production directly or indirectly in an additive manner
(Kamel and El-Shinnawy et al. 2015). It is also possible that the use of plant products in S.
mansoni infection is capable of modulating liver enzymes and MMP-9 (matrix
metalloproteinases — 9) (Fig 2).

Schistosoma mansoni infection leads to an increase in the activity of enzymes
characteristic of liver tissue, indicating damage, such as alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (AST), gamma glutamyltransferase (g-GT), and lactate
dehydrogenase (LDH) (Allam 2009; Al-Olayan et al. 2016; Jatsa et al. 2019a). However, in
mice infected and treated with plant products, restoration of ALT, AST, g-GT, and LDH activity
was observed. This improvement in liver enzyme activity appears to be attributed to reduced
hepatic granuloma size and fibrosis, as well as the absence of necrotic liver tissue in infected
and treated mice (Allam 2009). In contrast, the activity of antioxidant enzymes in the living
tissue of infected mice increases with treatment based on the plant species (Allam 2009; Al-
Olayan et al. 2016; Almeer et al. 2018; Jatsa et al. 2019a). Treatment with curcumin extract
induces and activates several hepatic antioxidant enzymes, including catalase, superoxide
dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GSH-Px) (Allam 2009). Catalase detoxifies the
hydrogen peroxide produced by inflammatory cells (Joe et al. 2004).

Several studies showed that plant products can modulate the expression of MMP-9
(matrix metalloproteinases — 9), an enzyme responsible for collagen degradation and vital for
the recruitment of T cells and neutrophils (Almeer et al. 2018). MMP-9 is associated with the
initial phase of neutrophil recruitment, during which inhibition of MMP-9 causes a decrease in
neutrophil migration (Khandoga et al. 2006). By inhibiting MMP-9 expression during
treatment, there is a reduction in leukocyte traffic and disrupted migration of neutrophils via
fibronectin (Hamada et al. 2008). It has also been shown that MMP-9 has a role in macrophage
migration, and dysregulation of MMP-9 activity often results in tissue compromise and
functional changes (Fig. 2) (Duarte et al. 2015).
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Perspectives and Future Directions

These findings present an interesting perspective on the parasitological and immunological
mechanisms of natural compounds for the treatment of schistosomiasis. As there is only one
commercially available drug for parasitosis treatment, understanding how plant-derived natural
compounds act on S. mansoni infection can bring valuable therapeutic contributions to diversify
and improve schistosomiasis therapy. Overall, the findings highlighted in this review
demonstrate the effects and mechanisms of action of plant-derived alternative therapies in the
immunopathogenesis of schistosomiasis, which can act directly on the parasite and/or modulate
the host's immune response. Additionally, the anti-parasitic effects of the products highlighted
in this review could be attributed to their immunomodulatory fractions that affect the course of
infection and change the pattern of cytokines of the immune response mediated by helper T
lymphocytes, responsible for granuloma formation by immune resistance. Therefore, the
immunomodulatory effect of natural compounds promotes better efficacy on antiparasitic
activity, leading to better treatment of schistosomiasis.

However, studies involving the evaluation of the immunomodulatory effect of plant
species, in relation to the treatment of schistosomiasis, need further study, especially the
evaluation of isolated active compounds. These active molecules, derived from plant products,
may have significant advantages over synthetic molecules, which could help in the development
of new therapeutic alternatives to control S. mansoni infection, which may even replace the
praziquantel drug and reverse sequelae and symptoms of illness. It is worth mentioning that the
chemical characterization of the natural compounds used and tested in the treatment of
schistosomiasis may also help in the detection of fundamental and specific structural features
of each pharmacophore and reveal important and necessary properties for therapeutic

applications.

Conclusions

The findings highlighted in this review demonstrate the effects and mechanisms of action of
plant-derived alternative therapies, which can act directly on the parasite and/or modulate the
host immune response, on the immunopathogenesis of schistosomiasis. Furthermore, the anti-
parasitic effects of the products highlighted in this review can be attributed to their
immunomodulatory and antioxidant properties. The active fractions, alone or used in
conjunction with antischistosomal drugs, affect the course of the infection and change the

pattern of cytokines in the immune responses mediated by helper T lymphocytes. Thus, these
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natural products may act directly on the S. mansoni parasite, or modulate the granulomatous

inflammation in tissues, which may minimize the pathology of schistosomiasis.
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4.2 CAPITULO 2 — Efeito de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants na

oviposicao e no desenvolvimento de granulomas de Schistosoma mansoni

RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria de grande relevancia mundial devido a gravidade
da infeccdo. A severidade da esquistossomose esta associada a formacdo dos granulomas em
torno dos ovos do parasito que ficam retidos nos tecidos. Apesar do tratamento com
praziquantel possuir a capacidade de combater as formas adultas do parasito, ele ndo possui
eficacia em reduzir as lesdes teciduais induzidas pelo granuloma. Nesse contexto, os produtos
naturais, em especial os de origem vegetal, s&o potenciais candidatos para o tratamento da
esquistossomose, pois podem ser capazes de minimizar o quadro clinico da doenca. Desta
forma, a presente pesquisa buscou investigar o efeito do extrato hidroalc6olico de Dysphania
ambrosioides (EHDA) na oviposi¢do de S. mansoni e avaliar o tratamento com o extrato sobre o
desenvolvimento de granulomas nos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares de camundongos
infectados e tratados em diferentes fases da infeccdo experimental. Para isso, foi realizada
avaliacéo in vitro do extrato de D. ambrosioides sobre os vermes adultos de S. mansoni para
avaliar a mortalidade e acdo contra oviposicdo dos vermes fémeas. Foi realizada avaliacdo in
silico a partir do constituinte majoritario do extrato, o kaempferol, sendo previstas suas
atividades bioldgicas e seu potencial alvo molecular no parasito S. mansoni. Para o tratamento
in vivo, camundongos foram experimentalmente infectados com 50 cercérias, e eutanasiados
com 60 dias de infecgdo. Os grupos de camundongos foram separados da seguinte forma: a)
animais infectados e tratados com praziquantel (controle positivo); b) animais infectados, sem
tratamento (controle negativo); ¢) animais ndo infectados e nem tratados (controle limpo); d)
camundongos infectados e tratados com EHDA durante as diferentes fases evolutivas do
parasito: fase cutanea (EHDAL), fase pulmonar (EHDAZ2), vermes imaturos (EHDA3) e vermes
maduros (EHDA4). Nas avaliagdes in vitro, 0 EHDA apresentou atividade esquistossomicida e
inibiu a oviposi¢do dos vermes fémeas com o uso da concentragdo de 8.3 pg/mL (48h) de
EHDA, capaz de inibir 50% da viabilidade dos vermes. Na anélise in silico foi constatado que
o kaempferol apresenta atividades bioldgicas como antioxidante, anti-inflamatério e
hepatoprotetor. Foi identificada a proteina venus kinase receptor 2 como alvo molecular, a qual
pode inibir a oviposi¢do de S. mansoni. Nos ensaios in vivo, o tratamento com EHDA reduziu
lesGes e granulomas nos tecidos hepatico, intestinal e pulmonar, demonstrando uma melhor
organizacao da resposta granulomatosa. Houve predominancia de fibras colagenas do tipo | nos
tecidos dos animais tratados. Os resultados encontrados sdao um passo inicial para propor
avangos na terapia da esquistossomose com o tratamento com extrato hidroalcoolico D.
ambrosioides sobre a formacdo dos granulomas, que constituem a principal patologia da
parasitose.

Palavras-chave: Esquistossomose; Extratos vegetais; Mastruz; Quimioterapia; Resposta
Granulomatosa.

ABSTRACT

The trematode Schistosoma mansoni is the parasitic species responsible for the clinical
manifestations of schistosomiasis in Brazil. The primary pathology of schistosomiasis is the
formation of granulomas, which occurs through complex mechanisms of the immune response
triggered during S. mansoni infection. The granulomatous reaction is an inflammatory process
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that leads to the destruction of an extensive area in the affected organ. Therefore, the search for
alternatives capable of reducing the egg burden in tissues and promoting the improvement of
sequelae of parasitosis can minimize the clinical presentation of the disease. In this context,
natural products, especially those of plant origin, are potential candidates for schistosomiasis
treatment. Thus, the present research aimed to investigate the effect of Dysphania ambrosioides
hydroalcoholic extract (EHDA) on S. mansoni oviposition and evaluate the treatment with the
extract on the development of granulomas in hepatic, intestinal, and pulmonary tissues of
infected mice treated at different stages of experimental infection. For this, an in vitro
evaluation of the D. ambrosioides extract was carried out on adult S. mansoni worms, as well
as an analysis of the extract on oviposition. An in silico evaluation was carried out using the
majority constituent of the extract, kaempferol, and its biological activities and potential
molecular target in the S. mansoni parasite were predicted. The treatment with the extract was
evaluated in vivo, in each of the stages of S. mansoni development, using mice infected with 50
cercariae and euthanized 60 days post-infection. For this assay, the mice were separated into
the following groups: a) animals infected and treated with Praziquantel (positive control); b)
infected animals, without treatment (negative control); ¢) uninfected and untreated animals
(clean control); d) mice infected and treated with EHDA during the different evolutionary
phases of the parasite: cutaneous phase (EHDAL), lung phase (EHDAZ2), immature worms
(EHDAS3) and mature worms (EHDAA4). In vitro evaluations, EHDA showed schistosomicidal
activity and inhibited the oviposition of female worms. In silico analysis, it was found that
kaempferol has biological activities such as antioxidant, anti-inflammatory and
hepatoprotective and the venus kinase receptor 2 protein was identified as a molecular target,
which can inhibit S. mansoni oviposition. In in vivo trials, treatment with EHDA reduced lesions
and granulomas in liver, intestinal and lung tissues, demonstrating a better organization of the
granulomatous response. There was a predominance of type | collagen fibers in the treated
tissues. The results found are an initial step towards advances in schistosomiasis therapy,
especially those associated with the main pathology of schistosomiasis, during treatment with
hydroalcoholic extract D. ambrosioides in mice infected by S. mansoni.

Keywords: Schistosomiasis; Plant extracts; Mastruz; Chemotherapy; Granulomatous
Response.

1 INTRODUCAO

Parasitos do género Schistosoma sdo trematddeos responsaveis por ocasionar a
esquistossomose, uma enfermidade negligenciada com ocorréncia, principalmente, em regides
da Africa, Asia, Oriente Médio e sul da América (COLLEY et al., 2014). A parasitose afeta
cerca de 240 milhGes de pessoas nos tropicos e subtrdpicos e 700 milhdes vivem em areas com
risco de infeccdo (MCMANUS et al., 2018; WHO, 2022). No Brasil, a esquistossomose é
causada pela espécie Schistosoma mansoni, com estimativas de que 25 milhdes de pessoas
vivam em areas endémicas (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2014).

O ciclo de vida de S. mansoni ativa complexas respostas imunoldgicas no hospedeiro

vertebrado (SOUZA et al., 2011). As infeccdes pelas cercérias desencadeiam uma reagdo imune



83

caracterizada por uma resposta T helper-1 (Th1), onde observa-se a produgéo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a e IFN-vy), que ativam células imunes inatas, como
os macrofagos (TURNER et al., 2011). No entanto, ap6s a producdo de ovos, sdo secretados
antigenos sollveis que polarizam uma forte resposta Th2, com a participagéo de citocinas como
IL-4, IL-5 e IL-13, havendo o desenvolvimento de lesdes granulomatosas ao redor dos ovos
retidos nos tecidos do hospedeiro (BARRON; WIN, 2011). Granulomas séo caracterizados por
um crescimento central de células mononucleares, com uma borda circundante contendo
fibroblastos e linfocitos (ALMEER et al., 2018). A formacdo granulomatosa é principalmente
orquestrada por células T CD4, no entanto, células T CD8, células B, eosindfilos, granuldcitos,
células dendriticas e, especialmente macréfagos alternativamente ativados (M2) também tem
papel em sua formacdo (HAMS et al., 2013; ZHU et al., 2015; PAGAN; RAMAKRISHNAN,
2018). Os granulomas tém funcdo protetora vital nos tecidos hospedeiros para sequestrar
antigenos liberados pelos ovos e evitar sua acdo citotoxica (HAMS et al., 2013). Com 0 avancgo
da infec¢do, na fase cronica, os granulomas sdo modulados imunologicamente por mediacdo da
citocina IL-10, que regula as respostas Th1l e Th2, o que gera alteracbes em tamanho, aparéncia
e constituicdo celular dos granulomas (CHUAH et al., 2014; PAGAN; RAMAKRISHNAN,
2018). No entanto, se a resposta inflamatdria ndo for bem regulada formara depésitos de fibrose
em resposta a acdo de citocinas do tipo Th2, conduzindo ao aumento da fibrose e mortalidade
durante as fases cronicas da doenca, fator que € responsavel pela gravidade da esquistossomose
(HESSE et al., 2001).

Como a reacdo granulomatosa é um processo inflamatoério que leva a destrui¢do de uma
extensa area no 6rgdo onde ocorre (BERGQUIST, 2002), a busca por alternativas capazes de
reduzir a carga de ovos nos tecidos e promover a melhora de sequelas podem minimizar o
quadro clinico da doenca (HUANG et al., 2006). No entanto, o farmaco praziquantel (PZQ),
utilizado para o tratamento da esquistossomose, ndo apresenta efeitos contra as formas jovens
do parasito e nem reverte inflamacdo e fibrose induzidas pela infeccdo (WANG et al., 2012;
MUTAPI et al., 2017; VALE et al., 2017).

Diante do exposto, torna-se crucial a busca de novos farmacos que tenham efeito mais
amplo e que possam atuar também como imunomoduladores evitando as sequelas causadas
pelas reacBes inflamatdrias induzidas pelos granulomas nos tecidos. Neste contexto, 0s
produtos naturais, em especial os de origem vegetal, sdo potenciais candidatos para o tratamento
da esquistossomose e vem sendo amplamente avaliados (JATSA et al., 2018; LIRA et al.,
2023). Uma espécie vegetal que vem sendo largamente utilizada pela populacgéo para diversos

fins é Dysphania ambrosioides (NASCIMENTO, 2014), sendo demonstradas suas seguintes
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atividades bioldgicas: efeito analgésico (SOUSA et al., 2012), anti-inflamatério (PEREIRA,
2009), antisséptico (RIOS et al., 2017) e cicatrizante (NASCIMENTO, 2014). O efeito
antiparasitario do extrato hidroalcoolico de D. ambrosioides (EHDA) ja foi evidenciado no
tratamento de leishmaniose (PATRICIO et al., 2008), malaria (CYSNE et al., 2016), além de
acdo imunoestimuladora e imunomoduladora (CRUZ et al., 2007; PEREIRA et al., 2010;
RODRIGUES et al., 2020). D. ambrosioides foi, ainda, incluida na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS — RENISUS, que lista 71 espécies vegetais usadas na
medicina popular brasileira, sendo essencialmente empregada na forma de emplastros ou
infusdo das folhas.

O nosso grupo de pesquisa do Laboratério de Imunofisiologia — UFMA, mostrou que o
extrato hidroalcoolico das folhas de D. ambrosioides apresenta a¢do anti-esquistossomaotica e é
capaz de modular a resposta imune a favor do hospedeiro vertebrado, regulando o processo
inflamatorio granulomatoso ocasionado pela infeccdo por S. mansoni (RODRIGUES et al.,
2020). Entretanto, ndo foi investigado a capacidade do extrato de inibir oviposicdo em fémeas
de S. mansoni, nem realizado o estudo da proteina alvo venus kinase receptor 2, que pode estar
associada a essa acdo. Além disso, o contexto granulomatoso pode ser mais bem avaliado em
relacdo a sua composi¢do e organizacdo, incluindo avaliagdes em outros 6rgaos (intestino e
pulmao). Por esta raz&o, o objetivo desta pesquisa foi avaliar como o tratamento com 0 mesmo
extrato promove alteragcfes histopatoldgicas no figado, intestino e pulmao de camundongos
infectados e tratados, bem como a capacidade inibitoria de D. ambrosioides sobre S. mansoni e

sua oviposicao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extrato hidroalcéolico de D. ambrosioides (EHDA)

2.1.1 Coleta da planta

As folhas de D. ambrosioides foram coletadas no Municipio da Raposa, Bairro Alto do
Farol (S 2°27°34,6” W 44°08°47,5”), Sao Luis — MA, no turno matutino, na estacdo seca. Uma
amostra do vegetal foi utilizada para a confeccdo da exsicata e identificagdo no Herbario do
Maranh&o (MAR) da Universidade Federal do Maranh&o, Campus Bacanga.
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2.1.2 Preparacdo e obtencdo do extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides (EHDA)

As folhas de D. ambrosioides foram secas em estufa a 37°C e trituradas em moinho de
facas, obtendo-se 250 gramas de po, que foi entumecido em 1000mL de Etanol a 70% por um
periodo de duas horas. O material foi entdo submetido ao processo de percolacdo exaustiva. O
extrato percolado foi rotaevaporado, para remogéo do solvente, e liofilizado (LIOTOP, L101)
para remoc¢do de agua, e obtencdo do extrato seco. Todos os procedimentos citados foram

executados segundo Neiva et al. (2011).

2.2 Parasitos e infeccdo experimental para avalia¢éo in vitro

2.2.1 Obtencdo e manutencdo de caramujos Biomphalaria glabrata

Os caramujos B. glabrata foram gentilmente cedidos pelo moluscario do laboratério de
Esquistossomose e Imunohelmintologia (LABEIH), localizado no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os caramujos foram infectados
com a miracidios da cepa LE de S. mansoni (Belo Horizonte -MG), que vem sendo mantida por
sucessivas infeccbes em hamsters (Mesocricetus auratus) e caramujos B. glabrata, de acordo
com a técnica descrita por Pellegrino e Katz (1968).

Os caramujos foram adequadamente transportados, seguindo as normas de transporte de
material bioldgico, e foram mantidos no Laboratério de Imunofisiologia da UFMA, em
aquarios de 20L, com agua desclorada, de acordo com Gerken (1977). A limpeza dos aquarios
foi realizada uma vez por semana, com adicdo de substrato de farinha de ostra e argila
desidratada para nutri¢cdo e fortalecimento da concha. Além do mais, os espécimes foram
alimentados com folhas de alface (MALEK, 1985).

2.2.2 Obtencéo de cercérias e infeccdo de camundongos

Para a pesquisa de cercarias, os caramujos foram isolados em recipientes de vidro
transparente, contendo 4mL de agua desclorada e filtrada, e expostos a luz de lampadas
incandescentes de 60W, durante 4 horas, a fim de estimular a emisséo cercariana. As larvas
obtidas foram analisadas quanto a sua viabilidade, posteriormente concentradas e contadas, com
0 auxilio de microscépio estereoscopico (SMITHERS; TERRY, 1965).
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As cercérias foram utilizadas para a infecgdo de camundongos Swiss machos, entre 3 e
4 meses de idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Maranhao
(UFMA) e mantidos no Biotério Setorial da Pds-Graduagdo do CCBS, em ambiente controlado,
com &gua e racdo ad libitum. Os animais foram infectados por via percutanea com 50 cercarias
viaveis de S. mansoni, obtidas de exemplares de B. glabrata provenientes da cepa LE de Belo
Horizonte — MG. Os camundongos infectados foram utilizados tanto para avalia¢fes in vitro

guanto in vivo.

2.3 Avaliagéo da atividade esquistossomicida in vitro

Os vermes foram obtidos por perfusdo do sistema portal e veias mesentéricas com
solucdo salina estéril (NaCl a 0,9% wi/v) (SMITHERS; TERRY, 1965) de camundongos com
sessenta dias de infec¢do. Vermes machos foram imediatamente transferidos para meio RPMI
1640 (ThermoFisher Scientific) contendo 100ug/mL de penicilina, 100ug/mL de
estreptomicina e suplementado 10% de soro bovino fetal e lavados duas vezes com este meio.
Os vermes foram distribuidos (dois vermes por poco) em placas de cultura com 24 pog¢os com
2mL (por pogo) do meio suplementado e as culturas incubadas a 37°C, em estufa de CO2. Duas
horas apos incubacéo, para permitir a adaptacdo dos vermes ao meio de cultura, o EHDA foi
adicionado nas concentragdes de 250ug/mL, 150pg/mL, 50pg/mL, 25ug/mL e 10pg/mL.
Vermes incubados em meio RPMI suplementado serviram como grupo controle negativo.
Vermes incubados em 10pug/mL de PZQ serviram como controle positivo. Esse ensaio foi
realizado trés vezes, em quadruplicata, para cada grupo. Um microscopio invertido foi utilizado
para avaliar as condi¢Oes gerais dos vermes, incluindo a motilidade, alteraces 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).

Como critérios de avaliacdo esquistossomicida, o tratamento foi considerado letal
quando os vermes ndo exibiram nenhum tipo de movimento apds 2 minutos de observagdo. A
motilidade dos vermes foi pontuada apds o tratamento com EHDA e PZQ de acordo com 0s
critérios de viabilidade marcados numa escala de 0-3 proposto por Horiuchi et al. (2005).
Resumidamente o sistema de pontuagao 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. Além disso, foi calculada a concentracgdo letal capaz de matar 50% dos vermes (LC50)

com limite de confianca de 95%.
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2.4 Avaliacéo da oviposicao in vitro de S. mansoni

Para este ensaio, um casal foi utilizado por poc¢o e o tempo de analise foi de 48 horas,
utilizando a dose encontrada com base na concentracgéo letal capaz de matar 50% dos vermes
(I1Cs0) nesse tempo. No grupo controle positivo foi utilizada uma dose sub letal de PZQ (0,5
pg/mL), de acordo com Mendoncga et al. (2016). No grupo controle negativo foi utilizado meio
RPMI suplementado. Um microscépio invertido foi utilizado para contabilizar os ovos em cada
poc¢o contendo o casal ainda vidvel. Os casais de vermes que eventualmente estavam mortos
apos as 48 horas, ndo foram considerados para essa analise. Os testes foram feitos em

quadruplicata com duas repeticdes, seguindo o protocolo descrito por Alves et al. (2020).

2.5 Andlise in silico

2.5.1 Previsao das atividades bioldgicas de kaempferol

Para o inicio da analise, foram levados em consideracdo, os derivados de quecertina e o
kaempferol, que segundo Rodrigues et al. (2020) foram os componentes quimicos encontrados
em maior quantidade no EHDA. No entanto, ao avaliar as propriedades dos constituintes, foi
selecionado apenas o kaempferol para as analises in silico, por ser um potencial alvo para um
medicamento e por nao possuir violacao de lipski (LIPINSKI et al. 2001), que consiste em um
conjunto de cinco regras para avaliar se um composto quimico com atividade farmacoldgica
pode ter viabilidade para ser administrado via oral. Para a previsao das atividades bioldgicas de
kaempferol foi utilizada a plataforma PASS Online (versdo 2.0, Way2Drug.com©2011-2022,
Moscou, Russia) (www.way2drug.com/passonline/, acessado em 11 de setembro de 2023). O
programa PASS descreve a atividade bioldgica como “ativa” (Pa) ou “inativa” (Pi), onde a
probabilidade estimada varia de 0 a 1. As chances de encontrar uma determinada atividade
aumentam quando os valores de Pa sd@o mais altos e os valores de Pi sdo mais baixos. Os
resultados da predicdao PASS foram interpretados obedecendo aos seguintes critérios: (a) apenas
atividades bioldgicas com Pa > Pi foram consideradas provaveis para o kaempferol; (ii) se Pa
> 0,7, é provavel que a substancia exiba a referida atividade bioldgica e a probabilidade do
composto ser um andlogo de um medicamento farmacéutico conhecido também é elevada; (iii)
se 0,5 < Pa < 0,7, é provavel que o composto exiba a referida atividade bioldgica, mas o

composto ndo é semelhante a medicamentos conhecidos; (iv) se Pa < 0,5, o composto
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provavelmente ndo exibe a referida atividade bioldgica e talvez seja um composto
estruturalmente novo (MENDONCA et al., 2022).

2.5.2 Previsdo de caracteristicas farmacocinéticas e efeitos toxicos do kaempferol

Os valores preditivos das propriedades farmacocinéticas e de toxicidade foram
calculados pelo software Discovery Studio Client v16 1.0.15350 (RAMOS et al. 2022),
seguindo a proposta metodoldgica descrita por Shukla et al. (2014) e Ramos et al. (2022). As
propriedades farmacocinéticas/toxicoldgicas analisadas foram: ligacéo as proteinas plasmaticas
(PBB), hepatotoxicidade, penetracdo da barreira hematoencefalica (BBBP) e solubilidade.
Outro passo importante para a analise ADME-Tox é avaliar possiveis violagcdes da Regra dos
Cinco de Lipinski (LIPINSKI et al. 2001). Para realizar esta etapa metodoldgica foi utilizado o
modulo “calcular propriedades moleculares” presente no software Discovery Studio Client v16

1.0.15350.

2.5.3 Previsao alvos e de sitio ativo

Para a escolha da proteina alvo de kaempferol foram utilizados os softwares de espectro
para substancias (PASS) e o swiss target prediction, que indicou a proteina venus kinase
receptor 2 presente em S. mansoni. A previsdo do sitio ativo foi realizada pelo marcador
Dogsite, que é uma ferramenta automatizada, que permite analisar a drogabilidade do local
especifico, levando em consideragdo suas propriedades geométricas e fisico-quimicas
(http://dogsite.zbh.uni-hamburg.de) (MALIK et al., 2020). O modelo de proteina foi submetido
no software e os resultados foram gerados. Os resultados foram validados por meio do Castp
(http://sts-fw.bioengr.uic.edu/castp/calculation.php). Finalmente, foi feita a modelacdo pelo
software PyMOL, uma multiplataforma molecular de ferramenta grafica que tem sido
amplamente utilizada para visualizacdo 3D de superficies, proteinas, pequenas moléculas ou
acidos nucléicos (WASS et al., 2010; YUAN et al., 2017; WU et al., 2018).

2.5.4 Preparacdo de ligantes
A estrutura tridimensional (3D) do ligante nativo da proteina venus kinase receptor 2

foi recuperado do banco de dados PubChem (//www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) em formato
sdf. Esta estrutura baixada contém as informacdes sobre as propriedades quimicas e atividades
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bioldgicas de pequenas moléculas. Além disso, o arquivo sdf foi convertido para o formato pdb
por Open Babel e energia minimizada pelo Campo de Forca Universal (UFF) em PyRx 0,8
(O’BAYLE et al., 2011; DALLANKYAN & OLSON, 2015). O ATP foi considerado para a

docagem contra proteina venus kinase receptor 2.

2.5.5 Docagem molecular

O protocolo de docagem molecular € uma simulacdo computacional amplamente
utilizada para visualizar a conformagdo de um complexo receptor-ligante, onde o receptor é
geralmente uma proteina ou uma molécula de &cido nucleico e o ligante é uma molécula
pequena ou outra proteina. O encaixe do ligante especifico ao sitio ativo da proteina foi feito
por um servidor chamado SWISS-DOCK (http://www.swissdock.ch). E gerada
automaticamente a estrutura da proteina alvo e a estrutura do ligante para a docagem. Além
disso, 0 encaixe ndo requer entradas computacionais dos usuarios, pois todos os calculos sdo
feitos pelo proprio servidor (GROSDIDIER et al., 2011). Para validar os resultados do SWISS-
DOCK, o Autodock vina foi usado, que € um dos softwares de codigo aberto mais rapidos e
amplamente empregado para docagem molecular (SINGH et al., 2018; DALAL et al., 2019;
SAINI et al., 2019; KESARI et al., 2020). A caixa de grid foi gerada pelo uso da ferramenta
Autodock e entdo o encaixe especifico do sitio ativo foi feito na caixa de grid. Atomos de
hidrogénio e cargas de Kollman (4,03) foram adicionados a proteina, enquanto os atomos de
hidrogénio e Gasteiger foram adicionados no ligante e ambos os arquivos foram convertidos
em pdbqt, formatados e salvos. Uma caixa de grid potencial foi gerada usando AutoGrid4 com
espacamento de 0,375 (KUMARI et al., 2021). As dimensdes da caixa de grid foram 40 A x 40
A x 40A e centro das coordenadas dos pontos foram X = -46,913148, Y = 50,855370, Z =
17,659148. Em AutoDock Vina, um total de 10 posi¢cdes foram geradas usando os arquivos
receptor e ligante junto com arquivo de configuracdo para abranger propriedades da caixa de
grid. Uma interacdo da posi¢do de encaixe com residuos de sitio ativo foi observada e a posi¢do
com maior a afinidade de ligacéo (-6,1 kcal/mol) foi selecionada (SAINI et al., 2019; KUMARI
etal., 2021).

2.6 Experimentacdes in vivo

2.6.1 Obtencéo e infec¢do dos camundongos
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Conforme descrito anteriormente, foram utilizados camundongos Swiss machos,
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de Maranhdo (UFMA), que foram
infectados por via percutanea com 50 cercarias viaveis de S. mansoni, contendo a cepa LE de
Belo Horizonte — MG. As etapas que transcorrem desde a manutencdo até a experimentacdo
com os camundongos que foram utilizados nesta pesquisa, encontram-se devidamente
protocoladas pela Comissdo de Etica e Experimentacio Animal (CEUA) da Universidade
Federal do Maranhdo, sob o nimero 23115.002254/2020-18 (ANEXO A).

2.6.2 Caracterizagdo dos grupos experimentais

Os camundongos foram separados em sete grupos com seis animais cada, sendo seis

grupos infectados e um néo infectado, conforme detalhado no Quadro 1.

Quadro 1. Grupos experimentais por dia de eutanasia durante as fases do ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni.
Fonte: Elaborado pela autora com base no protocolo de RODRIGUES et al. (2020).

Grupos Caracterizacao
Controle Limpo (L) qu_nundongos nédo |Anfectadqs_e nao tratados que foram
utilizados como parametro fisioldgico.
Controle Negativo (C-) Camundongos infectados sem tratamento.
Camundongos que foram tratados entre os dias 45 e 51
Controle Positivo (C+) dias de infeccdo com Praziquantel durante sete dias
seguidos.
Extrato hidroalcolico de D. Camundongos que foram tratados no 1° dia de infecgéo,
ambrosioides (EHDAL) na fase cutanea (esquistossémulo de pele), por sete dias
(Dialao7) consecutivos com EHDA.
Extrato hidroalcolico de D. Camundongos que foram tratados no 14° dia de
ambrosioides (EHDAZ2) infeccdo, na fase pulmonar (esquistossémulo
(Dia 14 ao 20) pulmonar), por sete dias consecutivos com EHDA.
Extrato hidroalcoélico de D. Camundongos que foram tratados no 28° dia de
ambrosioides (EHDA3) infeccdo, na fase de vermes imaturos (antes da
(Dia 28 ao 34) ovipostura), por sete dias consecutivos com EHDA.
Extrato hidroalcoélico de D. Camundongos que foram tratados 45° dia de infecgdo,
ambrosioides (EHDA4) na fase de vermes maduros (ap0s inicio da oviposi¢éo),
(Dia 45 ao 51) por sete dias consecutivos com EHDA.
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Os camundongos dos grupos que foram tratados com EHDA receberam uma dose diaria
de 50mg/Kg por via oral, fazendo o uso da técnica de gavagem (RODRIGUES et al., 2020).
Em relacédo ao grupo controle positivo, que recebeu tratamento com PZQ, foi utilizada a dose
de 50mg/Kg por via oral (RODRIGUES et al., 2020). Os grupos controle limpo e negativo ndo

receberam nenhum tipo de tratamento. O delineamento experimental encontra-se ilustrado na

Figura 1.
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Figura 1. Delineamento experimental ao longo da etapa de infec¢do dos camundongos e das etapas de tratamento
dos diferentes grupos. Fonte: Adaptado de AIRES et al. (2014) e RODRIGUES et al. (2020).

2.7 Eutanasia dos camundongos

Os animais foram pesados e eutanasiados com uma sobredose de anestésico (solucédo
2:1, Cloridrato de Xilasina 2% (10mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina 10% (90mg/Kg),
intraperitoneal), para realizagdo dos ensaios propostos in vivo. Todas as etapas envolvidas nesta
pesquisa, obedeceram aos principios técnicos e éticos preconizados pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.8 Avaliacédo histopatoldgica

Quanto a andlise histologica, amostras de figado (parte central do lobo lateral
esquerdo), pulmao e intestino foram retirados dos camundongos, e fixadas em formol a 10%
por 48 horas. As amostras passaram por uma sequéncia de imersdo em alcool a 70%, 80%, 95%
e absoluto 1 e 2. Posteriormente, foram imersas em xilol 1 e 2 para clarificagéo e finalmente,
as amostras foram embebidas em parafina histolégica para inclusdo. Apos a inclusdo em
parafina, os blocos foram seccionados em micrétomo na espessura de 5um e os cortes foram
desparafinados, hidratados e corados com hematoxilina-eosina (HE) ou com Tricrémico de
Masson (LUNA, 1968).
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As laminas coradas com HE foram analisadas ao microscopio Optico para avaliacéo
de parametros patolégicos, como infiltrado inflamatério, leséo tecidual, necrose, quantidade de
ovos, presenca de granulomas e extensdo de granulomas, por meio do sistema de escore que
determina (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso.

As laminas coradas com Tricromico de Masson oferecem uma representacdo visual da
deposicdo de coladgeno nos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares. Contudo, para uma
avaliacdo mais detalhada da disposicao e do tipo de colageno nos granulomas, algumas secdes
hepaticas, intestinais e pulmonares foram submetidas a coloracéo por Picrosirius Red. Para esse
procedimento, os tecidos dos camundongos dos grupos experimentais foram desparafinizados,
hidratados e lavados em &gua. Em seguida, as amostras foram coradas em uma solucdo de
Hematoxilina de Weirgert para marcar os ndcleos por um minuto e, posteriormente, lavadas
para remover o excesso de corante. Apos essa etapa, as amostras foram imersas por uma hora
em uma solucéo de 0,1% de Sirius Red, desidratadas em concentragGes crescentes de alcool,
diafanizadas em xilol e finalmente montadas.

A analise das laminas foi realizada utilizando um microscopio Optico da marca
Olympus, empregando tanto a fonte de luz comum quanto a luz polarizada (JUNQUEIRA et
al., 1979). Foi feita uma avaliacdo qualitativa, sendo observada a presenca de colagenos tipo |
e Il nos tecidos. As fibras do tipo I, consideradas maduras, foram identificadas por uma
coloracdo mais intensa em vermelho vivo, enquanto as fibras do tipo Ill, classificadas como

imaturas, apresentaram uma coloragdo em tons de verde a amarelado.

2.9 Andlise histomorfométrica de tecidos

As seccOes hepaticas, intestinais e pulmonares coradas com hematoxilina-eosina (HE)
foram utilizadas para as andlises morfométricas dos granulomas. A histomorfometria foi
realizada por software ImageJ, em imagens de 6 campos aleatérios por amostra histolégica para
a contagem do numero e area dos granulomas. Para medir a area do granuloma foram
considerados aqueles com a presenca de ovo no centro, contendo miracidio, na fase exsudativa,
e sem estd coalescente com outros granulomas. As imagens foram feitas usando um
microscépio dptico invertido (NIKON®, modelo eclipse Ti-U) acoplado a uma camera digital
e sistema de computador (NIS-Elements advanced research). Todas as avaliagcbes foram

realizadas por observadores “duplo-cegos”.
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2.10 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo Software GraphPad Prism versdo 8 (Prism Software,
Irvine, Califérnia, EUA). Eles foram inicialmente avaliados pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Para
analise dos dados foi utilizado o teste t de Student ou analise de variancia (ANOVA), com pds-
teste de Bonferroni. Para analise da sobrevivéncia de S. mansoni, foram construidas as curvas
de Kaplan-Meier, seguida do teste Log-Rank. Em todos os casos, o nivel de significancia
estabelecido foi de 5% (p<0,05).

A concentracdo letal capaz de matar 50% dos vermes (CLsg), foi expressa com limite de
confianca de 95%, por meio do método de regressao linear, utilizando os dados do logaritmo
da concentragdo das amostras versus o percentual de vermes mortos, para cada tempo de

analise.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da acéo esquistossomidica e inibidora da oviposi¢do do EHDA in vitro

3.1.1 EHDA tem atividade esquistossomicida in vitro

Ao avaliar a exposicao de vermes adultos machos de S. mansoni a diferentes concentracfes
do extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides, observou-se que todas as concentra¢es conduziram
a morte dos vermes antes de 72 horas em comparacao ao controle negativo (C). No entanto, a dose
na concentracdo de 250pg/mL foi a mais efetiva, pois os vermes machos apresentaram 50% de
viabilidade (com score: 2 a 1.5) ap6s 6 horas, e morreram (score: 0) ap6s 12 horas de cultura. As
concentragdes de 150pug/mL e 50pg/mL apresentaram 50% de viabilidade (com score: 2 a 1.5) apds
9 horas, e morreram (score: 0) ap6s 18 horas e 36 horas, respectivamente. As concentragdes de
25ug/mL e 10pg/mL apresentaram 50% de viabilidade (com score: 2 a 1) ap6s 36 horas, e morreram
(score: 0) apds 64 horas. No grupo controle positivo (C*), tratado com praziquantel, os vermes
apresentaram 50% de viabilidade (com score: 2 a 1.5) ap6s 3 horas, e morreram ap6s 6 horas de
cultura. Os vermes do controle negativo, mantidos em meio RPMI, sem exposi¢do as drogas
permaneceram viaveis até o final do experimento, com sobrevida superior a 72 horas de cultura
(Figura 2).
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Figura 2. Viabilidade de vermes machos adultos de Schistosoma mansoni durante 72 horas de exposi¢do
ao extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides. Foram utilizados dois vermes machos por po¢o em
quadruplicata em diferentes concentragdes (pg/mL) do extrato. No grupo controle negativo utilizou-Se apenas
meio RPMI suplementado. No grupo controle positivo utilizou-se droga anti-Schistosoma (praziquantel).
Para avaliacdo do percentual de sobrevivéncia foi utilizada a analise estatistica foi realizada pelo teste de
Log-Rank (B). * p<0.05 em comparagao ao controle negativo.

A partir do célculo de LC50, foram estabelecidas as concentragfes do extrato
hidroalcoolico de D. ambrosioides capazes de inibir 50% de viabilidade dos vermes nas
diferentes horas avaliadas. Essas concentragdes variaram de 193,7 (6h) a 4,4 ug/mL (64h)
(Tabela 1), que foram os tempos necessarios para 0 extrato causar a mortalidade dos vermes,

conforme observado na figura 2.

Tabela 1. Valores das concentracdes do extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides capazes de inibir
50% de viabilidade dos vermes machos de Schistosma mansoni em diferentes horas.

Tempo (horas)

6 12 18 24 36 48 64

LC50 —pg/mL 1937 61,8 36,2 29,1 18,2 8,3 4.4

*QOs valores de LC50 apresentados foram determinados a partir de curvas de regressao sigmoidal feitas no programa Graph Pad Prism 8.0.
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3.1.2 EHDA inibe a oviposicdo de fémeas de S. mansoni tratadas in vitro

A contagem de ovos eliminados pelas fémeas expostas ao EHDA foi monitorada por 48
horas, e comparada com os grupos controle negativo e controle positivo (0,5 pg/mL de PQZ).
Foi utilizada a dose de 8,3 pg/mL do EHDA, encontrada com base na concentracéo letal capaz
de matar 50% dos vermes (IC50). Quando as fémeas de S. mansoni foram expostas a 8,3 pug/mL
de EHDA, foi verificado que o extrato inibiu a ovipostura assim como ocorreu no controle
positivo (PZQ). Em contraste, os vermes do grupo controle negativo permaneceram acasalados
favorecendo sua reproducdo. Os ovos que foram eliminados pelas fémeas do verme de S.

mansoni, dos diferentes grupos, sdo mostradas abaixo (Figura 3).
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Figura 3. Numero de ovos eliminados por vermes fémeas de Schistosoma mansoni apds exposi¢ao ao extrato
hidroalcéolico de Dysphania ambrosioides. Um casal foi utilizado por poco e o tempo de analise foi de 48 horas,
utilizando a concentracdo de 8,3 pg/mL para o0 EHDA (grupo teste), dose encontrada com base na concentracéo
letal capaz de matar 50% dos vermes (IC50) nesse tempo. No grupo controle positivo foi utilizada uma dose sub
letal de PZQ (0,5 pg/mL). No grupo controle negativo foi utilizado meio RPMI suplementado. * p<0.05 em
comparacdo ao controle negativo.

3.2 Analise in Silico

3.2.1 Atividades bioldgicas de kaempferol

Com o intuito de compreender os mecanismos de acdo do EHDA em S. mansoni e as
possiveis causas de inibicdo da oviposicao do parasito, foram previstas atividades biolégicas e
potencial alvo molecular de kaempferol, um composto majoritario presente no extrato de
mastruz. As atividades foram previstas pelo software de espectro para substancias (PASS), e

incluem caracteristicas antioxidante, antiinflamatérias e hepatoprotetoras, acompanhadas de
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seus respectivos valores de atividade provavel (Pa) e inatividade provavel (Pi) (Tabela 2). O
maior valor de Pa foi obtido para atividade antioxidante e de inibidor da expressao de iNOS;
(Pa>0,7) e a maioria das atividades apresentaram valores de Pa entre 0,5 e 0,7, indicando que
o kaempferol provavelmente exibe essas atividades bioldgicas, mas ndo é semelhante as

encontradas em medicamentos conhecidos (Tabela 2).

Tabela 2. Atividades biologicas de kaempferol previstas pelo software de espectro para substancias.
PREVISOES PASS DE KAEMPFEROL

ATIVIDADES B Bix
Antioxidante 0,856 0,003
Inibidor da expressdo de iINOS; 0,797 0,002
Antineoplastico 0,791 0,013
Inibidor da expressédo de MMP9 0,738 0,005
Hepatoprotetor 0,670 0,008
Quimiopreventivo 0,669 0,008
Antiinflamatério 0,676 0,019
Quimioprotetor 0,638 0,004
Antagonista de oxido nitrico 0,590 0,004
Tratamento de desordens hepaticas 0,505 0,011
Inibidor da expressdo de TNF 0,476 0,035
Antiparasitario 0,423 0,026
Anti-helmintico 0,333 0,028
Imunossupressor 0,351 0,084
Anti-inflamatorio, intestinal 0,312 0,062
Antitoxico 0,272 0,072

* Pa: atividade provavel. Pi: inatividade provavel.

3.2.2 Atividades farmacocinéticas de kaempferol

As andlises das caracteristicas farmacocinéticas de kaempferol demonstraram que o
composto € solivel, ndo hepatotdxico, ndo penetra a barreira hematoencefalica (BBBP) e ndo
apresenta violacGes de acordo com as regras de Lipinski (Tabela 3), o que significa que é um

forte candidato a formulacdo de um possivel medicamento.



97

Tabela 3. Predicdo ADME de Kaempferol.

Lipinski
Composto Solubilidade PPB Hepatotdxico | BBBP Violacdes (max
4)
Kaempferol Soluvel (3) N&o N&o N&o (4) 0

Abreviaturas: PPB = ligagdo as proteinas plasmaticas (N&o: ndo se liga as proteinas plasmaticas, Sim: liga-se as
proteinas plasmaticas); Hepatotoxico (Sim: efeito hepatotdxico, Nao: sem efeito hepatotdxico); Solubilidade
aquosa; (faixa aceitavel: O intervalo é 0-3, onde 3 é uma boa solubilidade). (Zhao et al., 2021; Ramos et al.,
2022); BBBP = 0 (penetrabilidade muito alta), 1 (alto), 2 (médio), 3 (baixo) 4 (indefinido/muito baixo).

3.2.3 Docagem molecular

Para estudos de docking, na tentativa de identificar potenciais alvos que possam explicar
0s mecanismos de a¢do de EHDA contra S. mansoni, foi selecionada a proteina venus kinase
receptor 2 do Protein Data Bank. Essa proteina de S. mansoni é importante para promover o
crescimento do esquistossomo e a producdo de ovos. A Tabela 4 lista os dados da proteina alvo,

incluindo seu ligante nativo e as coordenadas do centro do Grid.

Tabela 4. Descricdo da proteina alvo e receptor relacionados aos mecanismos de a¢éo de kaempferol no estudo de
docking molecular.

Enzima Ligante Coordenadas do Grid
Venus kinase receptor 2 (Schistosoma )
_ Adenosine-5'-
mansoni) ) X =-46.91
diphosphate
PDB ID: 72VS Y =50.85
Resolution: 3.07A Z=17.65

Referéncia: Mathavan et al., 2022

A comparacdo do ligante com a proteina alvo e a melhor conformacdo prevista por
docking molecular via DockThor, pode ser vista na Figura 4. A sobreposi¢do com o ligante

original deu um valor de RMSD (desvio médio quadratico) de 0.969 A.
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Figura 4. Estrutura 3D do ligante cristalogréfico e enzima na melhor conformacéo prevista por docking

molecular.

A Tabela 5 destaca as dez posi¢des de energia de ligagdo mais favoraveis entre a enzima
venus kinase receptor 2 e seu ligante nativo adenosina-5'-difosfato. A escolha do modo de
encaixe reflete uma interacdo aprimorada, evidenciada pelos baixos valores energéticos. Em
todas as posicBes avaliadas, o complexo proteina-ligante revelou resultados positivos,
indicando interagdes atrativas entre os dois componentes. Os valores de energia, expressos em
Kcal/mol, demonstraram consisténcia, mantendo-se em -6,1 Kcal/mol para todos os complexos

de ligacdo analisados.

Tabela 5. Energia de ligacdo e RMSD entre os complexos de ligacdo alvo-ligante.
Energia Livre de Ligacdo

Complexos RMSD*
(Kcal/mol)
1 -6.13 65.41
2 -6.13 65.41
3 -6.13 65.41
4 -6.13 65.40
5 -6.13 65.40
6 -6.13 65.41
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*RMSD: desvio médio quadratico

Para uma maior andlise das interagdes realizadas entre a enzima e o ligante no processo

de docagem molecular, foi realizada a visualizagdo em 2D das interagdes entre o ligante e 0s

aminoacidos localizados no sitio ativo da enzima (Figura 5). Com isso, é possivel notar ligaces
do tipo Van der Waals (cor verde) com os residuos Ile1174, Ser1081, Leull70, Argl247,

Pro1074, Thr1078, Cys1245 e Aspl244, que séo ligacOes intramoleculares fracas; ligacao de

pi (cor rosa) com o aminoacido Val1213, onde ocorre uma melhor interacéo; e duas ligacoes

covalentes (cor lild&s) com os aminoéacidos Argl247 e o Cysl1245, que seriam as ligagdes

moleculares mais fortes (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama 2D de interac@es entre o ligante nativo e alvo de kaempferol. Interagbes: Em verde séo

ligacBes de Van der Walls, em rosa ligagdo de Alquil/ Pi-Alquil, e em lil&s ligagBes covalentes.
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3.3 Avaliacéo da acdo do EHDA in vivo em animais infectados com S. mansoni

3.3.1 Analise hepética

3.3.1.1 O tratamento com EHDA reduz infiltrado, necrose, lesdo tecidual e presenca de

granulomas em tecido hepatico de camundongos infectados por S. mansoni

A andlise histopatolégica do tecido hepatico demonstra que o controle negativo (C-)
apresentou aumento de todos os parametros avaliados quando levado em consideragéo o
controle limpo (Tabela 6). O tratamento com praziquantel reduziu quase todos os parametros
(infiltrado inflamatdrio, necrose, lesdo tecidual, presenca de granulomas e extensdo de
granulomas) em comparagdo com o controle negativo. Em relacdo ao tratamento com D.
ambrosioides, ao compararmos com o controle negativo, o grupo EHDA3 apresentou reducéo
em todos os parametros analisados, a excecdo da quantidade de ovos; O grupo EHDAL
apresentou reducdo da maioria dos parametros, a excecao de necrose e na quantidade de ovos;
0 grupo EHDAZ apresentou reducdo de lesdo tecidual, presenga de granuloma, quantidade de
ovos e extensdo de granulomas; Todos os grupos tratados com D. ambrosioides apresentaram
reducdo da presenca de granulomas em relagédo ao grupo positivo, tratado com praziquantel; e

0 grupo EHDAZ reduziu a quantidade de ovos em relacdo ao controle positivo (Tabela 6).

Tabela 6. Analise histopatolégica do tecido hepatico de camundongos infectados ou ndo por Schistosoma mansoni,
e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides.

Parametros Grupos
Analisados L C- C+ EHDA1 EHDA2 EHDA3 EHDA4
Infiltrado . . -
) o 1.0¢0  1.5+0.09 2.25+0.0@ 1.0+0.0@ 1.25+0.09%  1.0+0.09 1.0+0.0€
inflamatorio
Necrose 0.0 2.0+0.0@ 1.0+0.09" 1.5+0.5@ 1.5+0.5@ 1.0+0.0@" 1.5+0.5@
Lesdo . . . .
. 1.0£0.0 3.0+0.0¢  2.0+0.0@ 2.0£0.0@ 2.3+0.5@ 2.0£0.0@ 2.5+0.5@
Tecidual

Presenca de . y . .
0.0 3.0£0.09  3.0+0.0¢ 1.5+0.0¢*%* 1.5+0.09%  15+0.5@%  2.5+0.09%
Granuloma

Quantidade
de Ovos

0.0 2.0£0.0¢ 2.0£0.0¢ 2.0£0.0¢  1.5+0.09% 2.5+0.5@ 2.5+0.5@

Extensao dos
0.0 2.0+0.09 3.0+0.09" 3.0£0.09"  1.5+0.09" 2.75+0.5@" 2.0+0.00*
Granulomas

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) néo foi infectado.
O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
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praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDA1), 14 ao 20 (EHDAZ2), 28 a0 34 (EHDAS3) e 45 ao 51 (EHDA4)
foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. A analise foi realizada em cortes histolégicos (corados com HE) da
parte central do lobo lateral esquerdo do figado (4 Iaminas por grupo). A avaliagao realizada com base no escores: 0= ausente;
1= leve; 2= moderado; 3= intenso.

b Os valores representam a média + desvio padréo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacéo ao controle limpo; *
p<0.05 em comparagéo ao controle negativo; # p<0.05 em comparagdo ao controle positivo.

3.3.1.2 O tratamento com EDA reduz area e nimero dos granulomas no tecido hepatico de
camundongos infectados por S. mansoni

Em relacdo ao nimero de granulomas no tecido hepético (Figura 6A) o tratamento com
D. ambrosioides, exceto no EHDAA4, apresentou reducdo quando comparado ao controle
negativo. A analise da area dos granulomas no mesmo tecido (Figuras 6B), evidenciou que 0s
grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel apresentaram reducdo da area, em
relacdo ao controle negativo. O grupo EHDAL, EHDA3 e EHDA4 apresentaram redugdo da
area do granuloma em comparacao ao controle positivo.
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Figura 6. Andlise do numero (A) e da da area (B) de granulomas no tecido hepatico de camundongos
infectados ou ndo por Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania
ambrosioides. A anélise foi realizada através do software ImageJ em imagens de cortes histologicos (corados com
HE) da parte central do lobo lateral esquerdo do figado (4 laminas por grupo) de animais que, no dia 0 foram
infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) ndo foi infectado. O controle negativo
(C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel
na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDAL), 14 ao 20 (EHDAZ2), 28 ao 34 (EHDAS3) e 45 ao 51 (EHDAA4)
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foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. Os valores representam a média + desvio padréo de 6
animais por grupo. * p<0.05 em comparacdo ao controle negativo; # p<0.05 em comparag¢éo ao controle positivo.

A figura 7 ilustra o parénquima hepatico dos animais de todos 0s grupos e as alteracoes
histopatoldgicas ao longo das semanas da infecgdo por S. mansoni. E possivel verificar presenca
de granulomas em todos 0s grupos, a excecdo do limpo. No grupo infectado sem tratamento
(Figura 7B), se observou infiltrado mononuclear e polimorfonuclear em muitas areas e a
formacgdo granulomatosa apresenta-se de forma desorganizada, com presenca de matriz
extracelular frouxamente disposta por toda lesdo, levando ao aumento de dimensdo no

granuloma nesses animais, quando comparados aos grupos tratados com EHDA ou PZQ.
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Figura 7. Fotomicrografia de cortes histologicos hepaticos de camundongos infectados ou ndo por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcoélico de Dysphania ambrosioides corados com
HE (20x). As imagens representam areas dos granulomas hepéticos de animais que, no dia 0 foram infectados com
50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (A) ndo foi infectado. O controle negativo (B) nao recebeu
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tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg.
Nos dias 1 ao 7 (EHDA1) (D), 14 ao 20 (EHDAZ2) (E), 28 ao 34 (EHDAZ3) (F) e 45 ao 51 (EHDAA4) (G) foram
tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg.

3.3.1.3 O tratamento com EHDA promove a deposic¢do de colageno nos granulomas do tecido
hepético de camundongos infectados por S. mansoni

A deposicdo de colageno em torno das reacfes granulomatosas foi evidenciada pela
coloracdo de Tricromico de Masson. A andlise confirmou que a deposicdo de colageno nos
granulomas infectados e sem tratamento acontece de forma desorganizada (Figura 8B) em
comparagdo aos grupos tratados com PZQ (Figura 8C) e EHDA (Figura 8D, E, F e G). A
presenca de colageno, evidenciada pela coloracdo azul, variou entre os diferentes grupos e
tecidos.

No tecido hepético, os grupos infetados e tradados com EHDA na fase inicial da
infeccdo (EHDAL), a presenca de colageno no infiltrado celular observado ao redor dos ovos
retidos no tecido hepatico é discreta (Figura 8D). Nas Ultimas fases da infeccdo aguda, a
deposicao de colageno nos granulomas hepaticos ja é intensa e concentrada mais proximo ao
ovo do parasito (Figura 8F e G), diferente do observado para os granulomas de animais

infectados e sem tratamento, onde as fibras sdo menos organizadas e intensas (Figura 8B).
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Figura 8. Fotomicrografia de cortes histolégicos hepaticos de camundongos infectados ou ndo por
Schistosoma mansoni, e tratados ou nao com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados
Tricrébmetro de Masson (40x). As imagens representam areas dos granulomas hepaticos de animais que, no dia
0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (A) ndo foi infectado. O controle
negativo (B) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
prazinguantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDAL) (D), 14 ao 20 (EHDAZ2) (E), 28 ao 34 (EHDA3) (F)
e 45 ao 51 (EHDAJ) (G) foram tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg.
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3.3.1.4 O tratamento com EHDA ndo altera o tipo de fibra de colageno nos granulomas do

tecido hepatico de camundongos infectados por S. mansoni

Ao longo da fase aguda da esquistossomose, observou-se que os granulomas hepaticos
de animais infectados e sem tratamento, apresentaram uma coloracao avermelhada dispersa por
toda a lesdo granulomatosa e sob a luz polarizada foi verificado um predominio de fibras
colagenas do tipo I, que sdo mais maduras (Figura 9C e D). Nos grupos tradados com o extrato
de D. ambrosioides também foi constatada uma predominancia de fibras colagenas do tipo |
(Figura 9G-N). Nos grupos tratados com EHDA, na fase inicial do desenvolvimento de S.
mansoni, é notavel uma concentracdo das fibras na periferia da lesdo granulomatosa, além de
organizagao mais concéntrica e organizada das fibras quando comparado aos animais infectados

e sem tratamento (Figuras 9G-L).

A
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Figura 9. Fotomicrografia de cortes histolgicos hepaticos de camundongos infectados ou ndo por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados
picrosirius red (20x). As imagens representam areas dos granulomas hepéticos de animais que, no dia 0 foram
infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. As imagens A (luz comum) e B (luz polarizada) representam
0 grupo limpo, que ndo foi infectado. A imagens C (luz comum) e D (luz polarizada) representam o controle
negativo, que ndo recebeu tratamento. As imagens E (luz comum) e F (luz polarizada) representam o controle
positivo, que foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg. As imagens G (luz
comum) e H (luz polarizada) representam os animais que foram tratados por via oral com EHDA na dose de
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50mg/kg dos dias 1 ao 7 (EHDA1), | (luz comum) e J (luz polarizada), foram tratados dos dias 14 ao 20 (EHDAZ2),
K (luz comum) e L (luz polarizada), foram tratados dos dias 28 ao 34 (EHDA3) e M (luz comum) e N (luz
polarizada) foram tratados dos dias 45 ao 51 (EHDA4).

3.3.2 Andlise intestinal

3.3.2.1 O tratamento com EHDA reduz lesdo tecidual no intestino de camundongos infectados

por S. mansoni

A analise histopatologica do intestino demonstrou que o controle negativo (C-)
apresentou aumento nos parametros de infiltrado inflamatorio, presenca de granulomas,
quantidade de ovos e extensdo de granuloma em comparacdo com o controle limpo (Tabela 7).
O tratamento com D. ambrosioides no grupo EHDA4 reduziu a lesdo tecidual em relacdo ao
controle limpo e ao infectado. O grupo tratado com praziquantel teve reducao da extensdo de

granulomas quando comparado com o controle negativo (Tabela 7).

Tabela 7. Analise histopatologica do tecido intestinal de camundongos infectados ou ndo por Schistosoma
mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides.

Pardmetros Grupos
Analisados L C- C+ EHDA1 EHDA2 EHDA3 EHDA4
Infiltrado
) . 0.0 1.5¢0.75@  2.25+1.09 1.5+0.0 1.25 +1.25 1.0£0.0 1.0+0.75
inflamatorio
Necrose 0.0 0.0 0.25 +0.45 0.0 0.0 0.0 0.0
Leséo . .
) 1.0+00 05#0.75 2.25+1.15¢ 15+052 154059  1.0+0.0 0.0@
Tecidual

Presenca de

0.0 1.5+0.75@ 0.5+1.0 1.5+0.75@  1.5+0.75@ 1.25+0.5 1.25+0.5
Granuloma

Quantidade

0.0 1.5+0.75@ 0.5+1.0 1.5+0.75@  1.5+0.75@ 1.0+0.0 1.0+0.0
de Ovos
Extensao dos

1.25+0.5@ 0.25+0.5" 1.0£0.09*  1.0+0.09*  1.0+0.09* 1.0+0.09*
Granulomas

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) néo foi infectado.
O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDA1), 14 ao 20 (EHDAZ2), 28 ao 34 (EHDAS3) e 45 ao 51 (EHDA4)
foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. A analise foi realizada em cortes histolégicos (corados com HE) da
parte inicial e final do intestino delgado (4 animais por grupo). A avaliagdo realizada com base no escores: 0= ausente; 1= leve;
2= moderado; 3= intenso.

b Os valores representam a média + desvio padrdo de 4 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao controle limpo; *
p<0.05 em comparagéo ao controle negativo; # p<0.05 em comparagdo ao controle positivo.
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3.3.2.2 O tratamento com EHDA reduz area e numero dos granulomas no intestino de

camundongos infectados por S. mansoni

Quanto ao numero de granulomas no tecido intestinal (Figura 10A) o tratamento com
praziquantel ou com D. ambrosioides no inicio da infeccdo (EHDAL) foi capaz de reduzir os
granulomas quando comparados ao controle negativo. Os grupos EHDA3 e EHDA4
apresentaram aumento no numero de granulomas em relacdo ao controle positivo. No que diz
respeito a andlise da area dos granulomas no intestino (Figuras 10B), os grupos tratados com
D. ambrosioides (EHDA2, EHDA3 e EHDA4) apresentaram reducdo da area, em relacdo ao

controle negativo.
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Figura 10. Anélise do nimero (A) e da da area (B) de granulomas no tecido intestinal de camundongos
infectados ou ndo por Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcoolico de Dysphania
ambrosioides. A analise foi realizada através do software ImageJ em imagens de cortes histolégicos (corados com
HE) da parte inicial, média e final do intestino delgado de animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercérias
e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) ndo foi infectado. O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento.
O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias
1 ao 7 (EHDAL), 14 ao 20 (EHDAZ2), 28 ao 34 (EHDA3) e 45 ao 51 (EHDA4) foram tratados por via oral com
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EDA na dose de 50mg/kg. Os valores representam a média * desvio padrédo de 6 animais por grupo. * p<0.05 em
comparacdo ao controle negativo; # p<0.05 em comparagdo ao controle positivo.

Nas analises histopatoldgicas do intestino, também foi possivel constatar uma forma
mais organizada dos granulomas dos grupos infectados e tratados (Figura 11C, D, E, Fe G)
quando comparados ao grupo controle negativo (Figura 11B). No entanto, é importante
mencionar que os granulomas apresentam forma mais alongada, com infiltrado celular menor
em relacdo ao tecido hepético e foi possivel identificar granulomas coalescentes em muitas

areas.
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Figura 11. Fotomicrografia de cortes histolégicos intestinais de camundongos infectados ou ndo por Schistosoma
mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados com HE (20x). As imagens
representam areas dos granulomas intestinais de animais que, no dia 0 foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60°
dia. O grupo limpo (A) néo foi infectado. O controle negativo (B) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado
(45° a0 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDAL) (D), 14 ao 20 (EHDAZ2) (E), 28
ao 34 (EHDAB3) (F) e 45 ao 51 (EHDAA4) (G) foram tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg.
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3.3.2.3 O tratamento com EHDA promove a deposic¢do de colageno nos granulomas do tecido

intestinal de camundongos infectados por S. mansoni

A deposicdo de muco e colageno no tecido intestinal se concentra na parede desse
tecido. No caso dos camundongos infectados e sem tratamento, a deposicdo de colageno se
organiza de forma discreta ao redor do infiltrado celular (Figura 12B), diferente dos grupos
tratados que é possivel verificar uma organizacao circular das fibras colagenas ao redor da
reacao granulomatosa, em especial na ultima fase de tratamento com EHDA, que é mais intensa
(Figura 12G).




112

200 pm

Figura 12. Fotomicrografia de cortes histoldgicos intestinais de camundongos infectados ou nao por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados
Tricromero de Masson (20x). As imagens representam areas dos granulomas intestinais de animais que, no dia
0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (A) ndo foi infectado. O controle
negativo (B) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
prazinquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDAL1) (D), 14 ao 20 (EHDAZ2) (E), 28 ao 34 (EHDA3) (F)
e 45 ao 51 (EHDAA4) (G) foram tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg.

3.3.2.4 O tratamento com EHDA ndo altera o tipo de fibra de colageno nos granulomas do

tecido intestinal de camundongos infectados por S. mansoni

Nos granulomas intestinais também foram observadas fibras colagenas avermelhadas
nos animais infectados, concentradas principalmente na mucosa intestinal, e organizadas na
periferia da leséo granulomatosa (Figura 13C). Sob luz polarizada foram identificadas fibras do
tipo | nos granulomas intestinais.

Em relacdo aos grupos tratados com o EHDA, foi constatado a presenca de fibras
colagenas do tipo I, porém € possivel verificar uma quantidade menos intensa de fibras na
mucosa intestinal ou ao redor dos granulomas (Figura 13G-N) quando levado em consideracéo

0 grupo controle negativo.
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Figura 13. Fotomicrografia de cortes histoldgicos intestinais de camundongos infectados ou nado por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados
picrosirius red (20x). As imagens representam areas dos granulomas intestinais de animais que, no dia 0 foram
infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. As imagens A (luz comum) e B (luz polarizada) representam
0 grupo limpo, que ndo foi infectado. A imagens C (luz comum) e D (luz polarizada) representam o controle
negativo, que ndo recebeu tratamento. As imagens E (luz comum) e F (luz polarizada) representam o controle
positivo, que foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg. As imagens G (luz
comum) e H (luz polarizada) representam os animais que foram tratados por via oral com EHDA na dose de
50mg/kg dos dias 1 ao 7 (EHDAZ1), I (luz comum) e J (luz polarizada), foram tratados dos dias 14 ao 20 (EHDAZ2),
K (luz comum) e L (luz polarizada), foram tratados dos dias 28 ao 34 (EHDA3) ¢ M (luz comum) e N (luz

polarizada) foram tratados dos dias 45 ao 51 (EHDAA4).

3.3.3 Analise pulmonar

3.3.3.1 O tratamento com EHDA reduz infiltrado inflamatério no tecido pulmonar de

camundongos infectados por S. mansoni
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A analise histopatoldgica do pulmao evidenciou um aumento de infiltrado inflamatério
e lesdo tecidual com a infeccdo por S. mansoni, sem tratamento, em comparagdo ao controle
limpo (Tabela 8). No entanto, houve uma reducdo de infiltrado inflamatério no grupo EHDA1
em relagdo ao grupo controle negativo. N&o foi constatada a presenca de granulomas e ovos no

tecido pulmonar de camundongos tratados com EHDA ou PZQ (Tabela 8).

Tabela 8. Andlise histopatolégica do tecido pulmonar de camundongos infectados ou ndo por Schistosoma
mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcoélico de Dysphania ambrosioides.

Parametros Grupos
Analisados L C- C+ EHDA1 EHDA2 EHDA3 EHDA4
Infiltrado "
) » 1.0+0.0 2.75+0.65@ 2.3+00@ 1.75+0.65@*  3.0+0.09¢  3.0+0.0€ 3.0+0©@
inflamatorio
Necrose 0.0 0.0 0.25+0.45 0.0 0.0 0.0 0.0
Lesdo
] 1.0+0.0 2.75+0.55@ 3.0+0.0¢ 2.75+0.55@ 3.0+0.0© 3.0+0.09 3.0+0.09
Tecidual
Presenca de
0.0 0.25+0.45 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Granuloma
Quantidade
0.0 0.25+0.45 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
de Ovos
Extenséo dos
0.0 0.25+0.45 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

Granulomas

a No dia 0 os camundongos foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) néo foi infectado.
O controle negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDA1), 14 ao 20 (EHDAZ2), 28 a0 34 (EHDAS3) e 45 ao 51 (EHDA4)
foram tratados por via oral com EDA na dose de 50mg/kg. A analise foi realizada em cortes histoldgicos (corados com HE) do
tecido pulmonar (6 animais por grupo). A avaliacdo realizada com base no escores: 0= ausente; 1= leve; 2= moderado; 3=
intenso.

b Os valores representam a média + desvio padrdo de 4 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao controle limpo; *
p<0.05 em comparacéo ao controle negativo; # p<0.05 em comparag&o ao controle positivo.

3.3.3.2 O tratamento com EHDA demonstrou granulomas no pulmao apenas em camundongos
infectados por S. mansoni

Quanto ao numero de granulomas no tecido pulmonar, ndo foram observados granulomas
nos grupos tratados com D. ambrosioides ou com praziquantel, apenas no controle negativo
(infectado e sem tratamento). Apesar de néo terem sido encontrados granulomas nos grupos
tratados, foi possivel verificar a presenca de infiltrado celular e lesdo tecidual em diversas areas
(Figura 15C, D, E, F e G).
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Figura 14. Fotomicrografia de cortes histologicos pulmonares de camundongos infectados ou néo por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcoélico de Dysphania ambrosioides corados com
HE (20x). As imagens representam areas dos granulomas hepéticos de animais que, no dia 0 foram infectados com
50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (A) ndo foi infectado. O controle negativo (B) nao recebeu
tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg.
Nos dias 1 ao 7 (EHDAL) (D), 14 ao 20 (EHDAZ2) (E), 28 ao 34 (EHDAZ3) (F) e 45 ao 51 (EHDA4) (G) foram
tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg.
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3.3.3.3 O tratamento com EHDA ndo altera a deposicéo de coldgeno no pulmao

A deposicdo de muco e colageno é evidenciada em varias areas do tecido pulmonar
dos animais infectados ou ndo. No entanto, ao redor do granuloma, ha pouca deposic¢éo de
colageno quando comparado aos granulomas intestinais e hepaticos (Figura 16B).
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Figura 15. Fotomicrografia de cortes histolégicos pulmonares de camundongos infectados ou nado por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados
Tricromero de Masson (40x). As imagens representam areas dos granulomas pulmonares de animais que, no dia
0 foram infectados com 50 cercarias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (A) ndo foi infectado. O controle
negativo (B) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
prazinquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDAL1) (D), 14 ao 20 (EHDAZ2) (E), 28 ao 34 (EHDA3) (F)
e 45 ao 51 (EHDAA4) (G) foram tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg.

3.3.3.4 O tratamento com EHDA néo altera o tipo de fibra de colageno nos granulomas do

tecido pulmonar de camundongos infectados por S. mansoni

No tecido pulmonar as fibras colagenas do tipo | foram predominantes nas regides de
infiltrado inflamatorio e hemorragias, sendo observado poucas fibras ao redor do granuloma

pulmonar nos animais infectados e sem tratamento, onde ndo houve marcacédo (Figura 17C-D).
, —
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Figura 16. Fotomicrografia de cortes histologicos pulmonares de camundongos infectados ou ndo por
Schistosoma mansoni, e tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides corados
picrosirius red (20x). As imagens representam areas dos granulomas pulmonares de animais que, no dia 0 foram
infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. As imagens A (luz comum) e B (luz polarizada) representam
o grupo limpo, que ndo foi infectado. A imagens C (luz comum) e D (luz polarizada) representam o controle
negativo, que ndo recebeu tratamento. As imagens E (luz comum) e F (luz polarizada) representam o controle
positivo, que foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com prazinquantel na dose de 50mg/kg. As imagens G (luz
comum) e H (luz polarizada) representam os animais que foram tratados por via oral com EHDA na dose de
50mg/kg dos dias 1 ao 7 (EHDAL), I (luz comum) e J (luz polarizada), foram tratados dos dias 14 ao 20 (EHDAZ2),
K (luz comum) e L (luz polarizada), foram tratados dos dias 28 ao 34 (EHDA3) e M (luz comum) e N (luz
polarizada) foram tratados dos dias 45 ao 51 (EHDAA4).

4 DISCUSSAO

Os dados apresentados demonstram que houve um efeito do extrato hidroalcéolico de
D. ambrosioides in vitro contra S. mansoni e a analise in silico revelou que um constituinte
majoritario do extrato, o kaempferol, pode ter como alvo a proteina venus kinase receptor 2 na
no parasito S. mansoni, 0 que pode estar associado aos efeitos do extrato na inibicdo da
oviposigéo e na sobrevivéncia do parasito.

Os ensaios in vitro evidenciaram que o tratamento com EHDA leva a morte dos vermes
adultos em todas as concentracfes avaliadas antes das 72 horas. Da mesma forma, foi verificado
por Rodrigues et al. (2020) ao avaliarem atividade in vitro do extrato de D. ambrosioides contra
vermes adultos de S. mansoni com concentragfes mais elevadas. No estudo de Rodrigues et al.
(2020) é apontado que a acdo rapida do extrato sobre os vermes ocorre devido aos constituintes
majoritarios presentes em D. ambrosioides, como quercertina e kaempferol, que interagem
induzindo mudancas imunomoduladoras e neuroldgicas no parasito (SANGSTER et al., 2005;
MARKS; MAULE, 2010; TAMAN; RIBEIRO, 2011) e inibindo a sintese de compostos essenciais
para a sobrevivéncia de S. mansoni. Soares et al. (2017), mostraram efeitos semelhantes usando
uma formulagéo de 6leo essencial das folhas de D. ambrosioides.

E provavel que a mortalidade encontrada nesse estudo pode estar associada a danos

tegumentares nos vermes. Embora essa avaliacdo ndo tenha sido realizada, estudos experimentais
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demonstram, que produtos & base de espécies vegetais sdo capazes de causar alteracdes nos
vermes adultos de S. mansoni quanto ao acasalamento, motilidade, tempo de sobrevivéncia e
ocasionar mudancas tegumentares, sendo os efeitos observados, dependentes da concentracao
dos extratos (YONES et al., 2016; KAMEL; EL-SHINNAWY, 2015; ALY et al., 2017,
OLIVEIRA etal., 2017; JATSA et al., 2016). No que diz respeito a motilidade e sobrevivéncia,
uma reducdo nos movimentos dos parasitos é relatada em virtude de tratamentos com
compostos vegetais, 0 que acaba por interferir na taxa de sobrevivéncia de vermes adultos de
S. mansoni (ALY et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; JATSA et al., 2016; RODRIGUES et
al., 2020). Yones et al. (2016) e Oliveira et al. (2017) constataram que 0s extratos de espécies
vegetais podem levar a morte de 100% dos parasitos em poucas horas (de 2 a 4h). Rodrigues et
al. (2020) evidenciaram que vermes adultos de S. mansoni podem vir a morte em poucas horas
apos o inicio do contato com o extrato de D. ambrosioides, do mesmo modo que foi identificado
neste estudo. As consequéncias de extratos vegetais avaliados em terapia da esquistossomose
também podem ser constatadas nos estudos de Allam (2009), Miranda et al. (2013) e Almeer et
al. (2018), que revelaram modificacGes morfoldgicas e ultraestruturais no parasito S. mansoni,
ocorrendo redugfes simultaneas na carga de vermes e na carga de ovos no figado e tecidos
intestinais de camundongos tratados com extratos de produtos naturais, bem como no aumento
das porcentagens de ovos mortos.

Nossos dados, apontaram que o extrato de D. ambrosioides afeta a oviposicao de fémeas
de S. mansoni, sendo a primeira demonstracéo feita com essa espécie vegetal, e essa inibicédo
da oviposicdo é muito importante, pois a patologia da esquistossomose esta relacionada aos
ovos do parasito que ficam retidos nos tecidos (SCHWARTZ; FALLON, 2018). E sabido que
pode haver uma influéncia de espécies vegetais no acasalamento natural de S. mansoni,
causando separacao dos casais de vermes (KAMEL; EL-SHINNAWY, 2015; YONES et al.,
2016). Por exemplo, no estudo de Yones et al. (2016) quase 95% dos casais foram separados
nas primeiras 2 horas com o uso de 500ug/mL de extrato de casca de roma comestivel, enquanto
0 grupo controle negativo demonstrou separacdo dos casais quase 10 horas ap0s a incubacéo.
Apesar disso, € importante destacar que a fémea mesmo separada do macho continua sendo
capaz de ovipor in vitro, pois ela possui espermateca que guarda os espermatozoides do macho.
Portanto, a separacdo observada no estudo de Yones et al. (2016), pode ter sido apenas um sinal
de que o0 ambiente onde o parasito se encontrava nao estava adequado para o acasalamento.

Para melhor compreender 0 mecanismo associado com a mortalidade e reducdo de
oviposi¢cdo dos vermes em nossos ensaios in vitro, foi realizada a analise in silico permitiu

constatar que o kaempferol presente no EHDA apresenta atividades biologicas que podem ser



122

novidades na produgdo de um medicamento. Esse dado é importante, visto que o tratamento
atual da esquistossomose nao é capaz de curar 100% dos individuos infectados e tratados em
comunidades de alto risco, além da possibilidade do surgimento de linhagens resistentes ao
Schistosoma (DOENHOFF; PICA-MATTOCCIA, 2006; MELMAN et al., 2009). Nesse
contexto, é imperativo intensificar a énfase na identificacdo de potenciais alvos e compostos,
uma vez que a compreensao da estrutura e funcdo dos constituintes majoritarios e proteinas
alvos em modelos experimentais potencializa ainda mais a aplicacdo dessas informac6es no
contexto do desenvolvimento de agentes farmacéuticos.

O estudo de docagem molecular revelou como alvo de kaempferol, a proteina venus
kinase receptor 2. As proteinas quinases representam moléculas bem caracterizadas no contexto
da sinalizacdo celular, desempenhando um papel crucial na ativacdo celular por meio da
fosforilacdo de residuos de serina, treonina e/ou tirosina, utilizando o trifosfato de adenosina
(ATP) como fonte de fosfato, para a ativacdo de diversas proteinas (MANNING et al., 2002).
Nos de vermes S. mansoni, eventos de fosforilacdo desempenham um papel vital em sua
biologia, e modificacbes nos niveis de fosforilacdo tém o potencial critico de afetar as funcdes
das proteinas, comprometendo significativamente a capacidade de sobrevivéncia dos parasitos
(CHIENWICHAI et al., 2020).

O estudo conduzido por Grevelding et al. (2018) evidenciou que aproximadamente 2%
dos proteomas previstos para S. mansoni compreendem proteinas quinases, algumas das quais
foram identificadas como essenciais para a biologia do parasito (ZHAO et al., 2017; AVELAR
et al., 2019; TAVARES et al., 2020; WANG et al., 2020). Adicionalmente, varias proteinas
quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs) foram atribuidas a papéis fundamentais em S.
mansoni, entre elas, a quinase c-Jun N-terminal (SmJNK) destaca-se como um regulador chave
da maturacdo e sobrevivéncia do esquistossomo. A inativacdo da proteina resultou em um
aumento significativo na mortalidade de S. mansoni, com vermes adultos recuperados
apresentando alterac6es morfoldgicas consideraveis, especialmente no tegumento (ANDRADE
etal., 2014). A mesma estratégia foi empregada para a inativacdo de Smp38 por meio de RNA.,
0 que provocou alteracfes na sobrevivéncia e desenvolvimento de S. mansoni, resultando em
uma menor producdo de ovos, danos no tegumento de vermes adultos e ovarios nédo
desenvolvidos (AVELAR et al., 2019). Além disso, a analise transcricional post-knockout de
Smp38 revelou que essa quinase desempenha um papel crucial na regulagéo de processos de
sinalizag&o essenciais para o parasito, incluindo homeostase e defesas antioxidantes (AVELAR
etal., 2019). O RNAI direcionado a SmFES demonstrou sua participacdo vital na sobrevivéncia

e reproducdo de S. mansoni, influenciando eventos como o emparelhamento do verme adulto,
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maturacdo do verme fémea e reducdo significativa na formacéo de granulomas (TAVARES et
al., 2020).

A partir os dados, € perceptivel que as proteinas quinases devem ser consideradas como
potenciais alvos para o desenvolvimento de drogas para a esquistossomose, pela medicina e por
ponto de vista quimico, ja que tem demonstrado resultados relevantes contra S. mansoni, além
de um numero crescente de inibidores de proteinas ter sido desenvolvido e aprovado para o
tratamento de doencas humanas (BOYLE; KOLESKE, 2007).

Apos confirmarmos os efeitos esquistossomicidas in vitro e o potencial alvo de interacéo
do kaempferol (composto marjoritario do EHDA) com proteinas do parasito, foi realizada a
investigacdo dos granulomas de S. mansoni. Notadamente os granulomas hepaticos e
intestinais, em animais submetidos ao tratamento com EHDA, demonstraram uma organizacao
mais pronunciada durante a fase aguda da infec¢do por S. mansoni, em comparagdo com 0s
granulomas de camundongos infectados e ndo tratados. Essa diferenca pode ser atribuida, ao
menos em parte, ao potencial efeito modulatério induzido pelo extrato vegetal. A avaliacdo
morfoldgica das lesdes granulomatosas também revelou uma deposicdo mais organizada de
colageno nos granulomas de animais tratados com EHDA, evidenciada pela presenca de fibras
colagenas dispostas de maneira concéntrica, especialmente durante a Ultima fase do
desenvolvimento do parasito, quando os vermes estdo maduros. Além disso, as avaliacdes do
nosso grupo de pesquisa realizadas em camundongos tratados com EHDA, também
demonstram que o extrato vegetal causa beneficios histopatologicos e parasitoldgicos,
manifestados pela reducdo no ndmero de ovos eliminados nas fezes ou retidos no tecido
hepatico (RODRIGUES et al., 2020). Parte desses beneficios esta associada a capacidade do
extrato em afetar a sobrevida dos vermes adultos, como foi constatado no ensaio in vitro.

De acordo com Lenzi et al. (1999), o arranjo tridimensional das fibras dos granulomas
serve para fornecer maior integridade dos tecidos, distribuicdo eficiente de compostos sollveis
(fatores de crescimento e citocinas) e um fundo haptotatico para as células. A organizacgdo e
distribuicdo da rede de coldgeno no granuloma esquistossomotico, mesmo em seu padréo
inicial, com aspecto de malha, parece ser preferencialmente orientada em direcéo as células
secretoras internas, como fibroblastos e/ou miofibroblastos, visando reter no lugar os tecidos
que cercam a nova estrutura organoide. Portanto, a curvatura ou os angulos entre as fibras de
colédgeno provavelmente dependem da organizacdo dos fibroblastos ou dos miofibroblastos.
Esse dado sugere que houve uma organizagédo diferenciada dos fibroblastos ou miofibroblastos
nos granulomas encontrados em tecidos hepatico e intestinal de animais tratados com EHDA,

0 que pode melhorar sintomas e sequelas no contexto clinico da infecgéo.
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Apesar dos animais tratados com EHDA nas Gltimas fases do desenvolvimento de S.
mansoni, terem apresentado granulomas mais concéntricos, a literatura afirma que
independentemente do 6rgdo ou local onde os granulomas estdo localizados, eles sempre
tendem a ser esféricos, provavelmente pelo fato desse formato ser um processo de minimizacao
de energia, pois esta é a forma em que forgas opostas puxam igualmente de todas as diregdes e
estdo em equilibrio (LENZI et al., 1999). A estrutura frouxa e instavel do estagio exsudativo-
produtivo se transforma ao longo dos dias em uma arquitetura altamente compacta e estavel,
pela ativagdo de diferentes genes envolvidos na maturacdo e na volumetria do granuloma
(LENZI et al., 1999).

Para uma caracterizacdo mais aprofundada do contedo de colageno dos granulomas,
empregou-se uma coloracéo especifica que confirmou a predominancia do colageno tipo | nos
granulomas de camundongos na fase aguda da esquistossomose. No geral, é sabido que a
arquitetura do tecido do granuloma de S. mansoni, apresenta fibras de matriz extracelular
(MEC) que séo inicialmente dispostas em um padréo de malha, evoluindo para um arranjo final
concéntrico e compacto. Esses dois padrdes de arranjo possuem colageno tipo 11l contendo
fibras reticulares que, posteriormente, € substituido por colageno tipo I contendo fibras de
coladgeno (JUNQUEIRA et al., 1986).

O tratamento com EHDA ndo alterou o tipo de colageno na fase aguda, quando
comparado ao grupo infectado e sem tratamento. Por outro lado, observacdes de Mata-Santos
et al. (2014) indicaram que em animais infectados por S. mansoni e tratados com silimarina,
houve reducdo na proliferacdo de células de fibroblastos e na producédo de IL-13, impactando
também a producédo de coldgeno do tipo I, em contraposi¢éo aos resultados obtidos em nosso
estudo.

O colageno, uma proteina fibrilar abundante, desempenha um papel crucial no processo
de cicatrizacdo relacionado a lesdo granulomatosa e influencia a formacao e a qualidade da
matriz extracelular (MEC), a fim de garantir a integridade do tecido, que é essencial para a
homeostase do organismo (SHENOY et al., 2022). A sintese de coldgeno é mediada por
fibroblastos e miofibroblastos, e proporciona a base estrutural para a matriz extracelular,
favorecendo a regulacdo da migracéo celular, proliferacdo e diferenciacdo durante a reparacédo
tecidual (REVELL et al., 2021; SHENOQY et al., 2022). A degradacéo controlada do colageno,
sob a influéncia de metaloproteinases e outras enzimas, € crucial para a remodelacéo tecidual e
a regulacdo precisa desse equilibrio proteolitico é fundamental para evitar complicag¢fes, como
cicatrizes hipertroficas ou contraturas (CABRAL-PACHECO et al., 2020).
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Em nosso estudo, foi observado que o EHDA promove a deposicdo de colageno e
proliferacdo fibroblastica nos animais tratados. No entanto, ao avaliar outros parametros como
lesdo tecidual, extensdo do infiltrado celular e necrose, por exemplo, foi notavel uma menor
intensidade de inflamacdo ativa nos animais tratados com EHDA quando comparados com 0S
infectados e sem tratamento. Esse efeito demonstra que D. ambrosioides promove uma
cicatrizacdo eficiente e sugere concomitantemente uma reducdo nos processos fibrogénicos.
Estudos cientificos tém demonstrado que o extrato de D. ambrosioides pode estimular a
producéo de colageno, o que pode contribuir para a cicatrizacdo de feridas (SILVA et al., 2013;
PINHEIRO et al., 2005). O extrato de D. ambrosioides foi aplicado em feridas cutaneas em
camundongos, sendo demonstrado um aumento na producdo de colageno e aceleracdo do
processo de cicatrizacdo (SILVA et al., 2013). O colageno é essencial para a formacdo de uma
cicatriz, pois ele fornece a estrutura e a for¢a necessarias para a cicatrizacdo da ferida; portanto,
0 extrato de D. ambrosioides, ao estimular a produgdo de colageno, pode acelerar o processo
de cicatrizacdo e melhorar a qualidade da cicatriz (SILVA et al., 2013). Além disso, no caso da
esquistossomose, 0 maior deposito de coldgeno pode também estar associado a modulacéo da
infeccdo pela maior liberagdo de 1L-10 nos animais tratados com D. ambrosioides, conforme
demonstrado por Rodrigues et al. (2020). Nesse contexto, o extrato de D. ambrosioides pode
ser uma alternativa natural para o tratamento de lesdes, incluindo a lesdo granulomatosa.

O mecanismo de cicatriza¢do envolve a modulacdo da resposta imune e a ativacao de
macrofagos (MATHEW-STEINER et al., 2021). O padrdo de resposta Th2, por exemplo,
favorece a ativagdo de fibroblastos, produgdo de coladgeno e fibrogénese (SIME; O’REILLY,
2001). O colageno exerce uma influéncia significativa na resposta inflamatéria, modulando a
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento, além de participar na angiogénese, que contribui
para a provisao vascular necessaria ao processo de reparacdo. A producdo de colageno esta
associada a producéo de TGF-B pelos fibroblastos, algumas células endoteliais, macrofagos e
células T (MESCHER; NEFF, 2005). O efeito de D. ambrosioides em reduzir o processo
inflamatorio, observado neste estudo, deve estar associado a sua capacidade imunomoduladora,
estimulando a resposta imune para a via Th2. Cruz et al. (2007) verificou efeito
imunoestimulante do D. ambrosioides decorrente da ativacdo de macréfagos e do recrutamento
de células pelos 6rgdos linfoides secundarios, como baco e linfonodos. D. ambrosioides
demonstrou efeito imunomodulador na infec¢do por S. mansoni ao modular citocinas (reducéo
de IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-17 e aumento de IL-10), IgE e células (neutréfilos, eosinofilos e
mondcitos) (RODRIGUES et al., 2020). Dessa forma, as evidéncias indicam que o tratamento

com D. ambrosioides pode induzir uma melhor modulacdo dos granulomas e devido a isso
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EHDA se torna um candidato potencial para se constituir em alternativa terapéutica futura para
esquistossomose. Pois, é sabido que a desorganizacdo e a modulacdo inadequada dos
granulomas podem influenciar na morbidade da esquistossomose. Esses achados ressaltam o
papel essencial do tratamento com EHDA no modelo esquistossomatico, interferindo na
modulacdo da resposta imune do tipo Th2 e na composicéo celular dos granulomas hepaticos,
intestinais e pulmonares, embora 0 mecanismo exato de sua atuacdo ndo esteja completamente
elucidado.

EHDA foi capaz de reduzir o nimero total e as areas dos granulomas hepéticos,
intestinais e pulmonares. Outros produtos naturais usados no tratamento da esquistossomose
revelaram melhoras nos tamanhos e quantidades de granulomas, promovendo reducao,
juntamente com a diminuicédo da fibrose tecidual, como relatado por Allam (2009) ao avaliarem
a atividade de Curcumin longa; Almeer et al. (2018) com Ziziphus spina-christi e El-Refai et
al. (2019) com Callistemon citrinus. No entanto, provavelmente essas acfes positivas de
compostos usados no tratamento da esquistossomose também estdo associadas a uma série de
fatores imunoldgicos que permeiam a resposta imune do hospedeiro, tanto que Rodrigues et al.
(2020) demonstraram que o EHDA modula a infecgéo e reduz os niveis de citocinas, como a
IL-4, que esta envolvida no processo de formacao de granuloma.

Rodrigues et al. (2020) associaram as melhorias no tecido hepatico, representada pela
reducdo no diametro dos granulomas, dos animais infectados e tratados com o extrato de D.
amabrosioides aos efeitos hepatoprotetores e anti-inflamatorios do extrato da espécie vegetal,
que sdo proporcionados pela presenca de derivados da quercetina e kaempferol. Portanto, uma
vez ja comprovado que EHDA tem efeitos anti-inflamatdrios e promoveu um aumento na IL-
10 na fase aguda da infeccao, foi possivel sugerir que modulou favoravelmente a resposta imune
granulomatosa, reduzindo os danos aos tecidos de animais infectados.

Dessa maneira, observa-se que o extrato hidroalcéolico de D. ambrosioides pode ser
uma estratégia importante para o tratamento da esquistossomose, que pode minimizar os danos
colaterais nos tecidos e promover a sobrevivéncia do hospedeiro a longo prazo, pelas suas
caracteristicas anti-inflamatdria, cicatrizante e imunomoduladora que permeiam a principal
manifestacdo patologica da doenca, que se caracteriza pela formacgéo de granulomas. No mais,
estudos adicionais sdo necessarios, que incluam a avaliacdo de constituintes majoritarios

isolados do extrato, cujo resultados podem ser ainda mais promissores na terapia da doenga.
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5 CONCLUSOES

Os dados demonstram que EHDA pode atuar diretamente no parasito, reduzindo a
sobrevida e a oviposi¢do, em consequéncia gera uma reducdo na carga parasitaria e melhorias
nas caracteristicas histopatoldgicas do hospedeiro infectado. O constituinte kaempferol tem
como alvo a proteina venus kinase receptor 2, que pode atuar na inibi¢do da oviposicédo de S.
mansoni e colaborar para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

A andlise histopatoldgica do figado, intestino e pulmao, revelou que os granulomas dos
animais tratados sdo mais organizados, com depdsito de colageno concéntrico e com
predominio de fibras do tipo I, depositadas de maneira organizada ao redor da resposta
granulomatosa. A morfometria dos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares permitiu
verificar a eficacia de EHDA para a reducdo do nimero e area de granulomas nos tecidos, sendo

um dado importante por indicar o papel do extrato para a redugéo da gravidade da doenga.
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4.3 CAPITULO 3 - Associagbes histomorfométricas e imunolégicas da infeccdo por S.
mansoni em animais tratados ou ndo com Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin &

Clemants

RESUMO

A esquistossomose constitui uma enfermidade parasitaria causada por vermes trematodeos
pertencentes ao género Schistosoma. A manifestacédo patoldgica preponderante da enfermidade
consiste na formacédo de granulomas, os quais tém o potencial de ocasionar danos em areas do
tecido afetado. A génese dessas estruturas implica mecanismos complexos da resposta
imunoldgica, desencadeados durante o curso da infeccdo por S. mansoni. A despeito dos
notaveis progressos na contencdo da esquistossomose, intervengdes suplementares sdo
imprescindiveis para a efetiva erradicacéo da parasitose. No contexto delineado, a utilizagdo de
espécies vegetais como abordagem terapéutica para a esquistossomose tem sido amplamente
investigada, emergindo como uma estratégia promissora. O presente estudo se prop0s a
investigar a correlacdo entre os parametros histomorfométricos e imunoldgicos durante a
infeccdo por S. mansoni em animais submetidos ou ndo ao tratamento com o extrato de
hidroalcéolico Dysphania ambrosioides (EHDA). Para tanto, procedeu-se as avaliacdes
imunoldgicas e histomorfométricas in vivo do tratamento com o referido extrato em cada uma
das fases do ciclo evolutivo de S. mansoni, utilizando camundongos infectados com 50 cercarias
e eutanasiados 60 dias p6s-infeccdo. Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos: a)
animais infectados e tratados com Praziquantel (controle positivo); b) animais infectados, sem
tratamento (controle negativo); ¢) animais ndo infectados e ndo tratados (controle limpo); d)
camundongos infectados e tratados com EHDA nas diferentes fases evolutivas do parasito: fase
cutanea (EHDAZ1), fase pulmonar (EHDAZ2), vermes imaturos (EHDAS3) e vermes maduros
(EHDA4). O EHDA demonstrou reducdo nos eosinéfilos sanguineos e nos niveis de IgE,
contudo, sem associagao significativa com o numero e area de granulomas. Com relagéo aos
niveis de citocinas, observou-se diminuicao nas respostas Th2 (IL-4 e IL-10) e Th17 (IL-17) a0
longo das fases do desenvolvimento de S. mansoni. Uma associagdo negativa foi evidenciada
entre as respostas Thl e Th17 com o numero e area de granulomas hepaticos e intestinais. Os
resultados obtidos sdo fundamentais para a compreensao de como o tratamento com EHDA
afeta as respostas imunes e desenvolvimento dos granulomas S. mansoni, proporcionando
contribui¢cdes potenciais para a abordagem terapéutica da esquistossomose.

Palavras-chave: Esquistossomose; Extrato vegetal; Granuloma; Resposta Imune.

ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematode worms belonging to the genus
Schistosoma. The preponderant pathological manifestation of the disease consists of the
formation of granulomas, which have the potential to cause damage to areas of the affected
tissue. The genesis of these structures involves complex immune response mechanisms,
triggered during the course of S. mansoni infection. Despite notable progress in containing
schistosomiasis, additional interventions are essential for the effective eradication of the
parasitosis. In the outlined context, the use of plant species as a therapeutic approach for
schistosomiasis has been widely investigated, emerging as a promising strategy. The present
study aimed to investigate the correlation between histomorphometric and immunological
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parameters during S. mansoni infection in animals submitted or not to treatment with the
hydroalcoholic extract Dysphania ambrosioides (EHDA). To this end, an in vivo
immunological and histomorphometric assessments of treatment with the aforementioned
extract was carried out in each of the phases of the evolutionary cycle of S. mansoni, using mice
infected with 50 cercariae and euthanized 60 days post-infection. The animals were distributed
into the following groups: a) animals infected and treated with Praziquantel (positive control);
b) infected animals, without treatment (negative control); ¢) uninfected and untreated animals
(clean control); d) mice infected and treated with EHDA in the different evolutionary phases of
the parasite: cutaneous phase (EHDAL), lung phase (EHDAZ2), immature worms (EHDA3) and
mature worms (EHDA4). EHDA demonstrated a reduction in blood eosinophils and IgE levels,
however, without a significant association with the number and area of granulomas. Regarding
cytokine levels, a decrease in Th2 (IL-4 and 1L-10) and Th17 (IL-17) responses was observed
throughout the development phases of S. mansoni. A negative association was evidenced
between Thl and Thl7 responses with the number and area of hepatic and intestinal
granulomas. The results obtained are fundamental for understanding how treatment with EHDA
affects immune responses and the development of S. mansoni granulomas, providing potential
contributions to the therapeutic approach to schistosomiasis.

Keywords: Schistosomiasis; Plant Extract; Granuloma; Immune Response.

1 INTRODUCAO

A esquistossomose representa uma doenca parasitaria debilitante, causada por vermes
trematOodeos pertencentes ao género Schistosoma. Esta patologia afeta mais de 240 milhdes de
individuos em mais de 78 paises (COLLEY et al., 2014). A sua incidéncia é proeminente em
regides tropicais e subtropicais, notadamente na Africa e na Asia, mas também é endémica na
América do Sul, especialmente no Brasil, onde a espécie S. mansoni € a Unica registrada
(COLLEY et al.,, 2014; GRYSEELS et al., 2006). A populacdo mais afetada reside em
comunidades carentes com inadequada infraestrutura sanitaria, e estima-se que 0 S. mansoni
seja responsavel pela infeccdo de 4 a 6 milhGes de pessoas no Brasil (MCMANUS et al., 2018).

Na infeccéo por S. mansoni, o parasito estabelece residéncia nos vasos sanguineos, onde
0s organismos adultos se reproduzem e as fémeas liberam ovos, que sdo posteriormente
eliminados nas fezes (PAZ et al., 2019). O processo de aderéncia dos ovos ao endotélio dos
vasos mesentéricos, seguido pelo deslocamento para a mucosa, desencadeia uma reacdo
granulomatosa no tecido intestinal. Em um estagio subsequente, muitos ovos sdo expelidos para
o limen intestinal, enquanto outros alcancam o figado por meio do sistema porta,
desencadeando uma resposta granulomatosa no tecido hepatico (LENZI et al., 2008). Essa
resposta inflamatdria no figado resulta em fibrose periportal, inflamagao e hipertenséo portal,
eventualmente culminando na mortalidade do hospedeiro vertebrado infectado (COLLEY et
al., 2014).
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A resposta imune caracteristica da infeccdo por esquistossomos é marcada pela indugao
de um perfil T helper-1 (Th1) que logo polariza para Th2 predominante, acompanhada pela
geracdo de células T reguladoras (Tregs), células B reguladoras (Bregs), macrofagos
alternativamente ativados (macréfagos M2), produgéo elevada de IgE e eosinofilos (COLLEY;
SECOR, 2014; PEARCE et al., 2004; OBIEGLO et al., 2019; HUSSAARTS et al., 2011,
SOUZA et al., 2020). Moléculas imunorreguladoras, produzidas pelos estagios de vida do
verme S. mansoni, desempenham um papel crucial na modulacdo da resposta imune do
hospedeiro (ACHARYA et al., 2021). A imunidade mediada por células T € essencial para o
desenvolvimento da resisténcia adquirida aos esquistossomos, sendo que 0s mecanismos de
regulacdo imunolodgica e de células T envolvidos nesse processo sdo complexos (PEARCE et
al., 2004).

Apesar dos esforcos consideraveis no controle da esquistossomose por meio da
quimioterapia preventiva baseada na populacdo, utilizando a administragdo em massa do
medicamento praziquantel (PZQ), a prevaléncia da doenca permanece praticamente inalterada
devido a rapida reinfeccdo apds cada programa de tratamento (COLLEY et al., 2014). O PZQ,
embora eficaz, ndo ¢ totalmente infalivel, e sua administracdo nédo é capaz de evitar reinfeccéo
e nem destruir os vermes imaturos (LENZI et al., 2008). O risco de resisténcia do parasito ao
PZQ também é uma preocupacdo em virtude do uso generalizado do medicamento, embora
evidéncias conclusivas de resisténcia clinica ainda ndo tenham surgido (COLLEY et al., 2014).

Diante desse cenario, mesmo que avangos significativos tenham sido alcancados no
controle da esquistossomose, intervencdes adicionais e abordagens multissetoriais séo
imperativas para a efetiva eliminagéo da parasitose (ACHARYA et al., 2021). Nesse contexto,
0 Uso de espécies vegetais no tratamento da esquistossomose tem sido amplamente explorado
e emerge como uma estratégia promissora (MOLGAARD et al., 2001; YOUSIF et al., 2012).
A espécie vegetal Dysphania ambrosioides, conhecida popularmente como mastruz, possui
propriedades bioldgicas comprovadas, incluindo efeito analgésico, anti-inflamatorio,
antisséptico e cicatrizante, sendo extensivamente utilizada no estado do Maranhdo
(NASCIMENTO, 2014). O extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides (EHDA) demonstrou
efeitos antiparasitarios no tratamento de leishmaniose, maléria e esquistossomose (PATRICIO
et al., 2008; CYSNE et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020).

O estudo de Rodrigues et al. (2020) evidenciou, por meio de avaliagdes in vivo, que o
tratamento com EHDA induziu alteragfes favoraveis tanto em termos parasitologicos quanto
imunopatol6gicos nos hospedeiros vertebrados. Os resultados indicaram que o tratamento com

D. ambrosioides pode modular de maneira benéfica a resposta imune granulomatosa, sem



139

causar danos exacerbados aos tecidos dos animais (RODRIGUES et al., 2020). Diante dos
efeitos positivos ja relatados para D. ambrosioides, bem como os observados por Rodrigues et
al. (2020), em relacédo a regulacdo do processo inflamatdrio granulomatoso, esta pesquisa teve
como objetivo investigar como o tratamento com o extrato atua na dindmica da infecgéo por S.

mansoni em relagdo aos pardmetros imunologicos e histomorfométricos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extrato hidroalcéolico de Dysphania ambrosioides (EHDA)

2.1.1 Coleta da espécie vegetal

Os exemplares foliares de D. ambrosioides foram coletados no Municipio da Raposa,
especificamente no Bairro Alto do Farol (S 2°27°34,6” W 44°08°47,5”), localizado em Sao
Luis — MA, durante o periodo matutino. Uma porcdo representativa da planta foi utilizada para
a confeccdo da exsicata e posterior identificacdo no Herbéario do Maranhdo (MAR) da

Universidade Federal do Maranhé&o, situado no Campus Bacanga.
2.1.2 Producéo do extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides (EHDA)

As folhas de D. ambrosioides foram submetidas a secagem em estufa a uma
temperatura de 37°C e, posteriormente, foram trituradas em um moinho de facas, resultando
em 250 gramas de pd. Este material foi macerado em 1000 mL de Etanol a 70% por um periodo
de duas horas. Subsequentemente, o material foi submetido a um processo de percolacdo
exaustiva. O extrato percolado foi submetido a um processo de rotaevaporagao para a remogao
do solvente, seguido por liofilizagdo (LIOTOP, L101) para a eliminag&o de &gua, resultando na
obtencdo do extrato seco. Todos os procedimentos descritos foram realizados conforme as

diretrizes estabelecidas por Neiva et al. (2011).

2.2 Experimentac0es in vivo

2.2.1 Aquisicéo e infeccdo de camundongos

Camundongos machos da linhagem Swiss, com idades compreendidas entre 3 e 4 meses,

foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e
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alojados no Biotério Setorial da Pds-Graduagdo do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
(CCBS), em um ambiente controlado, com acesso livre a agua e racdo. Os animais foram
infectados por via percutanea com 50 cercérias viaveis de S. mansoni, originarias de exemplares
de Biomphalaria glabrata da cepa LE de Belo Horizonte — MG. Todas as fases, desde a
manutencdo até as experimentagfes com os camundongos utilizados neste estudo, foram
conduzidas em conformidade com os protocolos estabelecidos pela Comissdo de Etica e
Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal do Maranh&o, registrado sob o
nimero 23115.002254/2020-18 (ANEXO A).

2.2.2 Caracterizacdo dos Conjuntos Experimentais

Os camundongos foram distribuidos em sete grupos, cada um composto por seis
animais, sendo seis grupos infectados e um grupo néo infectado, como descrito detalhadamente

no Quadro 1.

Quadro 1. Grupos experimentais por dia de eutanasia durante as fases do ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni.
Fonte: Elaborado pela autora com base no protocolo de RODRIGUES et al. (2020).

Grupos Caracterizacao
Controle Limpo (L) Camund(_)r_1gos nédo mfect:aldos e _n_ao,tr_atados que
foram utilizados como parametro fisioldgico.
Controle Negativo (C-) Camundongos infectados sem tratamento.
Camundongos que foram tratados entre os dias 45 e
Controle Positivo (C+) 51 dias de infec¢do com Praziquantel durante sete dias
seguidos.
Extrato hidroalcolico de D. Camundongos que foram tratados no 1° dia de
ambrosioides (EHDA1) infeccéo, na fase cutdnea (esquistossomulo de pele),
(Dialao7) por sete dias consecutivos com EHDA.
Extrato hidroalcolico de D. Camundongos que foram tratados no 14° dia de
ambrosioides (EHDAZ2) infeccdo, na fase pulmonar (esquistossdomulo
(Dia 14 ao 20) pulmonar), por sete dias consecutivos com EHDA.
Extrato hidroalcolico de D. Camundongos que foram tratados no 28° dia de
ambrosioides (EHDA3) infeccdo, na fase de vermes imaturos (antes da
(Dia 28 a0 34) ovipostura), por sete dias consecutivos com EHDA.
Extrato hidroalcélico de D. Camundongos que foram tratados 45° dia de infeccéo,
ambrosioides (EDDA4) na fase de vermes maduros (ap0s inicio da
(Dia 45 a0 51) oviposic¢éo), por sete dias consecutivos com EHDA.
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Os camundongos dos grupos que foram tratados com EHDA receberam uma dose diaria
de 50mg/Kg por via oral, fazendo o uso da técnica de gavagem (RODRIGUES et al., 2020).
Em relacéo ao grupo controle positivo, que recebeu tratamento com PZQ, foi utilizada a dose
de 50mg/Kg por via oral (RODRIGUES et al., 2020). Os grupos controle limpo e negativo ndo

receberam nenhum tipo de tratamento.

2.2.3 Eutanésia dos camundongos

Os roedores foram submetidos a uma pesagem prévia antes de serem eutanasiados por
meio de uma sobredosagem de anestésico (solugdo 2:1 de Cloridrato de Xilasina 2% a uma dose
de 10mg/kg e Cloridrato de Ketamina 10% a uma dose de 90mg/kg, administrados por via
intraperitoneal). Essa medida foi adotada como parte dos procedimentos para a execugao dos
ensaios in vivo propostos. Vale ressaltar que todas as fases desta pesquisa foram conduzidas em
estrita conformidade com os principios técnicos e éticos estabelecidos pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA).

2.3 Avaliacéo do tratamento sobre a resposta imune

2.3.1 Obtengé&o de sangue e analise leucométrica

Apbs a anestesia dos animais, o sangue foi obtido da regido retro orbital. Foi feita a
coleta em tubo cénico sem anticoagulante de 2mL, sendo imediatamente utilizados 10uL de
cada amostra para a realizagdo do esfregaco sanguineo. Em seguida, 20uL foram diluidos em
400uL do Liquido de Turck (100mL de solugdo de acido acético 2%, 1mL de solugdo de violeta
genciana) para contagem dos leucdcitos totais (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000). Apods
cinco minutos de descanso a temperatura ambiente, o tubo com o sangue foi acondicionado em
caixa com gelo, até a formacao do coagulo. Apos centrifugacdo (290 G /4°C/10 minutos), o
soro coletado foi congelado a - 20°C.

A contagem global de leucdcitos foi realizada em cdmara Neubauer da marca Kasvi®,
com auxilio de microscépio optico de luz comum (Olympus CX40), sob aumento de 40X. Ao
total de células contadas (N), foi aplicada a formula: Leucdcitos/mm3 = N x 50 (ARAUJO-
JORGE; CASTRO, 2000).

A contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada no esfregaco sanguineo corado com

0 kit pandtico rapido (Laborclin), com auxilio de microscopio Optico de luz comum, sob


https://interacaomarcasepatentes.com.br/marca-registrada-simbolo/
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aumento de 100X. Foi estabelecida a quantidade de cada tipo de célula, encontrada ao final da
contagem de 100 leucdcitos (MACIEL et al., 2014).

2.3.2 Dosagem de IgE Total

A concentracdo de IgE total no soro foi estimada pela utilizacdo de um kit de ELISA
comercialmente disponivel, seguindo-se as instrucdes do fabricante (Bethyl Laboratories Inc,
Montgomery, Texas). Sucintamente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 1uL de
anticorpo de captura diluido em 100uL de tampao de carbonato-bicarbonato com pH 9,6, para
cada poco, permanecendo por 1h a temperatura ambiente. Apés este periodo, as placas foram
lavadas 3 vezes com tampdo de lavagem (tampdo Tris-NaCl: Tris 50mM, NaCl 0,14M,
contendo 0,05% Tween 20, pH 8). As placas foram bloqueadas por 30 minutos com tampao
Tris-NaCl contendo 1% de BSA e lavadas como descrito anteriormente. As amostras de soro
foram diluidas (1:200) em tampdo de diluicdo (tampdo de lavagem contendo 1 % BSA). A
concentracdo conhecida da proteina recombinante fornecida pelo fabricante também foi diluida
em tampéo de diluicdo (250 — 3,9ng/mL), e aplicada nas placas para gerar a curva padrdo
utilizada para transformar as leituras de absorbancia das amostras em concentracdo de proteina.
As placas contendo as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 1h, e lavadas por
3 vezes com tampao de lavagem. Imunoglobulina E (IgE) presente nos pocos foi revelada pela
incubacdo com o anticorpo de deteccdo conjugado com peroxidase (1:10000) por 1lh a
temperatura ambiente seguida por 3 lavagens, e revelacdo da reacdo por meio da adi¢cdo do
substrato (H202 0,5M em solugdo de OPD 4mM diluido em tampé&o citrato pH 5). As placas
foram incubadas durante 20 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, e a reacao foi
interrompida pela adi¢cdo de solucdo 2N de H2SO4 (50uL/pogo). A leitura da intensidade de
cor da placa de ELISA foi realizada no leitor de microplacas com filtro de 492nm.

2.3.3 Obtencédo de células de baco e preparacdo de cultura

Os bacos foram retirados dos camundongos e homogeneizados em 3mL de solucdo
salina tamponada com fosfato (PBS) estéril, sequido pela obtencédo da suspenséo celular que foi
mantida em temperatura reduzida e diluida 50 vezes m PBS para fins de quantificagdo. As
células do bago (ap6s o processo de hemdlise) foram alocadas em placas de cultura de 96 pogos,
cada pogo contendo uma concentracdo de 2x10° células, em meio de cultura RPMI 1640

complementado com 2mM de L-glutamina, 23mM de L-asparagina, 0,1mM de &cido piruvico,
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1mM de &cido fdlico, 1% de estreptomicina (100pg/mL), penicilina G (100pg/mL) e 2% de
soro fetal bovino. As células foram incubadas a 37°C e 5% de diéxido de carbono por um

periodo de 48 horas, conforme relatado por Yang et al. (2011).

2.3.4 Quantificagdo de citocinas

As concentracdes de IFN-y, TNF-q, IL-12, IL-17, IL-4 e IL-10 foram estimadas da
cultura de bago dos animais, por ensaio imunoenzimético (ELISA) usando kits disponiveis
comercialmente e seguindo as recomendacbes do fabricante (DuoSet, R&D Systems,
Minneapolis, MN). Conforme descrito por Negrdo-Corréa et al. (2004), uma microplaca de 96
pocos foi sensibilizada com 25ul/poco de PBS contendo a concentracdo apropriada do
anticorpo de captura especifico para a citocina de interesse. A placa foi incubada durante a
noite, seguida por trés lavagens com PBS contendo 0,05% Tween 20. Em seguida, 75pl/pogo
da solucdo PBS contendo 1% de albumina de soro bovino (BSA - Sigma) foram adicionados e
incubados por 1h a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, 25 ul/pogo da solucéo diluente
(PBS com 0,1% de BSA) contendo a citocina recombinante de interesse em concentragdes
conhecidas (diluidas 1:2) foram adicionados, seguidos de incubacdo por 2h. Apos outro ciclo
de lavagem, 25ul/poco do anticorpo de detecgdo conjugado & biotina na concentracéo
especificada pelo fabricante foram adicionados, e a placa foi incubada por 2h a temperatura
ambiente. Posteriormente, apos lavagem, 25ul/poco do diluente contendo Streptoavidina
conjugada a peroxidase (diluido 1:200) foram adicionados. Apos 20 minutos, a placa foi lavada
e a reacdo foi revelada pela adicdo de 25ul/poco de substrato (substrato A - perdxido de
hidrogénio e substrato B - tetrametilbenzeno misturado em partes iguais no momento do uso -
DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN) por 30 minutos, sendo a reacdo interrompida com
solucdo 4N de H2SO4. O produto foi entdo detectado por colorimetria em um leitor de placas
de ELISA (Status-Labsystems Multiskan RC, Helsinki, Finland) a um comprimento de onda de
450nm. Para estimar as quantidades de citocinas presentes nas amostras, a leitura de
absorbancia das amostras foi interpolada com a curva padrdo gerada por diluicdo seriada de
quantidades conhecidas de citocinas. Concentracfes conhecidas das proteinas recombinantes

foram empregadas para gerar a curva padrao e converter a densidade Optica (OD) para pg/m
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2.4 Avaliacéo histopatologica e histomorfométrica

No que diz respeito a analise histoldgica, foram coletadas amostras do figado (parte
central do lobo lateral esquerdo), pulméo e intestino dos camundongos, as quais foram fixadas
em formol a 10% durante 48 horas. As amostras foram submetidas a uma sequéncia de imersoes
em alcool, comecando por concentracdes de 70%, 80%, 95% e, finalmente, alcool absoluto 1 e
2. Em seguida, foram imersas em xilol 1 e 2 para clarificacao, sendo posteriormente incluidas
em parafina histoldgica. Apds a inclusdo em parafina, os blocos foram seccionados em um
micrétomo com espessura de Sum, e os cortes resultantes foram desparafinados, hidratados e
corados com hematoxilina-eosina (HE) (LUNA, 1968).

As secdes hepaticas, intestinais e pulmonares coradas com hematoxilina-eosina (HE)
foram empregadas nas analises morfométricas dos granulomas. Para essa avaliacdo, foram
utilizados dados provenientes de 9 a 23 granulomas hepaticos, 8 a 30 granulomas intestinais e
3 granulomas pulmonares. A histomorfometria foi conduzida por meio do software ImageJ, em
imagens de 6 campos aleatdrios por amostra histoldgica, para a contagem do nimero e da area
dos granulomas. A mensuracao da area do granuloma considerou aqueles que apresentavam
0vos no centro, contendo miracidio, na fase exsudativa, e que ndo estavam coalescentes com
outros granulomas. As imagens foram capturadas utilizando um microscépio Optico invertido
(NIKON®, modelo eclipse Ti-U) acoplado a uma camera digital e sistema de computador (NIS-
Elements advanced research). Todas as avaliacGes foram realizadas por observadores "duplo-

cegos”.

2.5 Andlise estatistica

As andlises dos dados foram realizadas pelo Software GraphPad Prism versdo 8 (Prism
Software, Irvine, Califérnia, EUA). Eles foram avaliados pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e os resultados foram apresentados como média * desvio padrdo. Para
analise dos dados foi utilizado o teste t de Student ou anélise de variancia (ANOVA), com pds-
teste de Bonferroni. Foram feitas correlagdes pelo teste Pearson. Em todos os casos, o nivel de

significancia estabelecido foi de 5% (p<0,05).
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3 RESULTADOS
3.1 Avaliacéo imunoldgica in vivo
3.1.1 EHDA reduz a quantidade de eosindfilos no sangue

EHDA reduz o numero de eosinéfilos no sangue de camundongos tratados quando
comparados aos animais infectados. Da mesma forma, foi notavel reducdo de eosinéfilos nos
animais controles positivos, que receberam tratamento com PZQ, em relagdo ao controle

negativo (Figura 1).

2.0=

1.5+

4

0.5+

Eosinofilos
(x103/mms)

0.0- T T
L C- C+ EHDA1 EHDA2 EHDA3 EHDA4

Figura 1. Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico bruto de Dysphania ambrosioides sobre
eosindfilos sanguineos. Os animais foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL),
14-20 (EHDAZ2), 28-34 (EHDAB3) e 45-51 (EHDAA4) ou tratados com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51
(C +). O grupo controle negativo (C-) continha apenas animais infectados. O grupo limpo (L) teve animais ndo
infectados e néo tratados. Os dados representam a média + DP de 6 animais por grupo. * p <0,05 comparado ao
controle negativo.

3.1.2 O tratamento com EHDA induz reducéo de concentracGes séricas de IgE total

O tratamento com 0 EHDA reduziu as concentragdes séricas de IgE total, em relacéo ao
controle negativo, nos grupos tratados nas fases finais da infeccdo por S. mansoni (EHDAS3 e
EHDA4). Além disso, 0 controle negativo apresentou aumento nos niveis de IgE quando

comparado ao controle limpo (Figura 2).
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Figura 2. Concentracdes séricas de IgE total de camundongos infectados ou ndo por Schistosma mansoni, e
tratados ou ndo com extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides. O soro foi obtido de animais que, no
dia 0 foram infectados com 50 cercérias e eutanasiados no 60° dia. O grupo limpo (L) ndo foi infectado. O controle
negativo (C-) ndo recebeu tratamento. O controle positivo (C+) foi tratado (45° ao 51° dia) por via oral com
praziquantel na dose de 50mg/kg. Nos dias 1 ao 7 (EHDAL), 14 ao 20 (EHDA?2), 28 ao 34 (EHDA3) e 45 ao 51
(EHDAA4) os animais foram tratados por via oral com EHDA na dose de 50mg/kg. @ p<0.05 em comparacéo ao
controle limpo; * p<0.05 em comparacao ao controle negativo. Rodrigues et al., 2020.

3.1.3 O tratamento com EHDA reduz os niveis de citocinas

Os camundongos tratados com EHDA tiveram 0s niveis das citocinas de resposta Th2
(IL-4) e Th17 (IL-17) reduzidos em quase todas as fases do parasito, a exce¢do do grupo
EHDAS (Figura 3). Em contrapartida, as citocinas de resposta Thl (IFN-y, TNF-a ¢ IL-12) ndo
foram alteradas de forma significativa em comparagéo ao controle negativo (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do tratamento com extrato hidroalcodlico bruto de Dysphania ambrosioides nos niveis de
citocinas de respostas Thl (A), Th2 (B) e Th17 (C) em sobrenadante da cultura de células do baco de
camundongos infectados com Schistosoma mansoni. Os animais foram infectados e tratados por via oral com
EHDA nos dias 1-7 (EHDA1), 14-20 (EHDAZ2), 28-34 (EHDA3) e 45-51 (EHDA4) ou tratados com
Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51 (C +). O grupo controle negativo (C-) continha apenas animais
infectados. O grupo limpo (L) teve animais ndo infectados e néo tratados. @ p<0.05 em comparacdo ao controle
limpo; * p<0.05 em comparacao ao controle negativo.

3.2 Correlacdes entre parametros imunologicos e histomorfométricos

3.2 Correlag0es entre perfis de citocinas e dados histomorfométricos dos tecidos



148

3.2.1 Os niveis de citocinas de perfis Thl e Th17 se correlacionam com os dados parametros

histomorfométricos do tecido hepatico de animais tratados com EHDA

Foi correlacionado o perfil de citocina Thl com dados histomorfométricos (nimero e
area de granulomas em tecido hepético) encontrados para os animais infectados e tratados ou
ndo com EHDA. Dessa forma, foram constatadas correlacdes negativas entre os parametros
histomorfométricos de tecido hepatico e os niveis de citocinas de perfil Th1l nos animais que
receberam tratamento com o extrato, indicando que quanto menor os niveis de citocinas Thl

maior 0 nimero e area de granulomas hepatico (Figura 4).

- +
c c EHDA1
o O . B r=-04 15 r=-04
8 8 8 Y3 p=0.02*
= = 2 (]
g 2 g 10 g
S8 S o °
£33 €8 23
ISIRY S €8
Ex 10 E¥ S 22 s
g9 g3 So
2 0 3 0 ] 0-p-es—some T—* 1
E 40 § 40 80 g J 20 40 60 80
fa}
-10 Thl (pg/mL) 5 Thl (pg/mL) 5 Thl (pg/mL)
EHDA2 EHDA3 EHDA4
20 r=-0.3 20 r=-0.3
8 p=0.04* @ 15 2 S p=0.03*
£ 15 -2 T 15
i <% é 1 3 .
S S 8
£gw £3 £g
E< S s £<
g3 ° g3 g8 5
= \ 2 =
g o - T 1 g 0 g 0 0 Y ¥
8 J 20 40 80 g 10 20 30 40 8 J 20 40 60 80
5 Thi (pg/mL) e 5 Thi (pg/mL) 5 Thi (pg/mL)

Figura 4. Correlagdo entre citocinas de resposta Thl e dados histomorfométricos de tecido hepatico em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlacéo entre citocinas Thl e dados histomorfométricos no grupo
controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51
(C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDAZ2), 28—
34 (EHDAR) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica de melhor ajuste
e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.

Ao correlacionar os niveis de citocinas de perfil Th2 aos dados histomorfométricos do

tecido hepatico, ndo foram observadas correlagdes (Figura 5).
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Figura 5. Correlagdo entre citocinas de resposta Th2 e dados histomorfométricos de tecido hepéatico em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou nédo. Correlagdo entre citocinas Th2 e dados histomorfométricos no grupo
controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51
(C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDAZ2), 28—
34 (EHDAB) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica de melhor ajuste
e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.

Nas correlagcBes entre os niveis de citocina de resposta Thl7 foram observadas
correlagdes negativas entre os parametros histomorfométricos de tecido hepatico e os niveis de
citocina Th17 nos animais que receberam tratamento com o extrato, da mesma forma como

ocorreu com os animais infectados e sem tratamento (Figura 6).
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Figura 6. Correlacdo entre citocinas de resposta Th17 e dados histomorfométricos de tecido hepatico em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlacdo entre citocinas Th17 e dados histomorfométricos no
grupo controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias
45-51 (C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDA2),
28-34 (EHDABJ) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica de melhor
ajuste e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.
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3.2.2 Os niveis citocinas de perfis Thl e Th17 se correlacionam com os dados parametros

histomorfométricos do tecido intestinal de animais tratados com EHDA

Na correlacdo entre os niveis de citocinas de perfil Thl com os parametros
histomorfométricos de tecido intestinal, foi observada correlagdo negativa entre os dois
parametros no grupo de animais tratados com EHDA na fase de esquistossomulos pulmonar
(EHDAZ2) (Figura 7).
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Figura 7. Correlagdo entre citocinas de resposta Thl e dados histomorfométricos de tecido intestinal em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlagdo entre citocinas Thl e dados histomorfométricos no grupo
controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51
(C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDA?2), 28—
34 (EHDAR) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha tedrica de melhor ajuste
e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.

Ao correlacionar os niveis de citocinas de perfil Th2 aos dados histomorfométricos do

tecido hepatico, ndo foram observadas correlacGes (Figura 8).
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Figura 8. Correlacdo entre citocinas de resposta Th2 e dados histomorfométricos de tecido intestinal em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlagdo entre citocinas Th2 e dados histomorfométricos no grupo
controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51
(C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDAZ2), 28—
34 (EHDAR) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha tedrica de melhor ajuste
e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.

Ao correlacionar os niveis de citocinas de perfil Thl7 com os parametros
histomorfométricos de tecido intestinal, foi observada correlagdo negativa entre os dois
parametros no grupo de animais tratados com EHDA nas fases cutanea (EHDA1), pulmonar
(EHDAZ2) e de vermes maduros (EHDA4) (Figura 9).
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Figura 9. Correlagdo entre citocinas de resposta Th17 e dados histomorfométricos de tecido intestinal em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlagéo entre citocinas Th17 e dados histomorfométricos no
grupo controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias
45-51 (C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDA2),
28-34 (EHDAS3) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica de melhor
ajuste e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.



152

3.2.3 Os niveis de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th1l7 ndo se correlacionam aos dados

histomorfométricos do pulmé&o nos animais infectados e sem tratamento

Quando foram correlacionadas as citocinas de perfis Thl, Th2 e Th1l7 aos dados
histomorfométricos do tecido pulmonar dos animais infectados e sem tratamento, ndo foram
observadas correlacBes (Figura 10). Nos demais grupos ndo foram observados o

desenvolvimento de granulomas.
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Figura 10. Correlacao entre citocinas de resposta Thl (A), Th2 (B) e Th17 (C) e dados histomorfométricos de pulmonar
em animais infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlacéo entre citocinas Thl, Th2 e Th17 e dados
histomorfométricos no grupo controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados e onde foram observados
granulomas de S. mansoni. As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha tedrica de melhor ajuste e o
valor p indica a significancia da correla¢do. Nivel de significancia, p < 0,05.

3.2.4 Os niveis de eosindfilos sanguineos ndo se correlacionam com a area e nimero de

granulomas

Os eosinofilos sanguineos foram correlacionados aos nimeros e area de granulomas
encontrados nos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares, ndo sendo constatada correlacao

entre os parametros (Figuras 11, 12 e 13).
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Figura 11. Correlagdo entre eosindfilos sanguineos e dados histomorfométricos de tecido hepatico em animais infectados
por Schistosoma mansoni e tratados ou néo. Correlagdo entre eosin6filos sanguineos e dados histomorfométricos no grupo
controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em dias 45-51
(C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20 (EHDAZ2), 28—
34 (EHDAR3) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica de melhor ajuste
e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.
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Figura 12. Correlacdo entre eosinofilos sanguineos e dados histomorfométricos de tecido intestinal em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlagao entre eosinéfilos sanguineos e dados histomorfométricos
no grupo controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados; grupo tratado com Praziquantel® (50 mg / kg) em
dias 45-51 (C +); grupo de animais que foram infectados e tratados por via oral com EHDA nos dias 1-7 (EHDAL), 14-20
(EHDAZ2), 28-34 (EHDABJ) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica
de melhor ajuste e o valor p indica a significancia da correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.
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Figura 13. Correlacdo entre eosinofilos sanguineos e dados histomorfométricos de tecido pulmonar em animais
infectados por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlacédo entre IgE Total e dados histomorfométricos no grupo
controle negativo (C-), que continha apenas animais infectados e onde foram observados granulomas de S. mansoni. A
correlagdo foi feita pelo teste Pearson. O valor r gera a linha teérica de melhor ajuste e o valor p indica a significancia da
correlagdo. Nivel de significancia, p < 0,05.

3.2.5 Os niveis de IgE ndo se correlacionam com a area e nimero de granulomas

Os niveis de IgE Total foram correlacionados aos nimeros e area de granulomas
encontrados nos tecidos, ndo sendo constatada correlacdo entre os parametros (Figuras 14, 15
e 16).
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Figura 14. Correlacéo entre os niveis de IgE Total e dados histomorfométricos de tecido hepatico em animais infectados
por Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlacéo entre IgE Total e dados histomorfométricos no grupo controle
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(EHDAB3) e 45-51 (EHDAA4). As correlagdes foram feitas pelo teste Pearson. O valor r gera a linha tedrica de melhor ajuste e
o valor p indica a significancia da correlacéo. Nivel de significancia, p < 0,05.
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Figura 15. Correlacdo entre os niveis de IgE Total e dados histomorfométricos de tecido intestinal em animais infectados
por Schistosoma mansoni e tratados ou néo. Correlagdo entre IgE Total e dados histomorfométricos no grupo controle
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Figura 16. Correlagdo entre IgE Total e dados histomorfométricos de tecido pulmonar em animais infectados por
Schistosoma mansoni e tratados ou ndo. Correlagdo entre IgE Total e dados histomorfométricos no grupo controle negativo
(C-), que continha apenas animais infectados e onde foram observados granulomas de S. mansoni. A correlagdo foi feita pelo

teste Pearson. O valor r gera a linha tedrica de melhor ajuste e o valor p indica a significancia da correlacdo. Nivel de
significancia, p < 0,05.

4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados corroboram com a evidéncia de que o extrato hidroalcéolico
de D. ambrosioides desempenha um papel na modulacdo do sistema imune do hospedeiro
infectado por S. mansoni, potencialmente influenciando o processo de formacéo de granulomas

nos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares.
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Os eosinofilos, células altamente plasticas, destacam-se como componentes primordiais
no granuloma induzido pela infeccdo aguda por S. mansoni, evidenciando um incremento
progressivo durante tal fase (ABDALA-VALENCIA et al., 2018). Consoante a literatura,
nossos resultados corroboram com o aumento numérico de eosinofilos em animais infectados
ndo submetidos a tratamento. Em contrapartida, grupos tratados com EHDA e praziquantel
apresentaram reducdo dessas células, restabelecendo niveis normais. Extratos de outras
espécies vegetais, como Curcumin longa e Sida pilosa, também resultaram na diminuicdo de
eosindfilos, presumivelmente inibindo seu recrutamento no tecido hepéatico de camundongos
infectados (ALLAM, 2009; JATSA et al.,, 2016; JATSA et al., 2018). Este fenbmeno é
congruente com as descobertas de Rodrigues et al. (2020), que observaram a reducdo de
eosinofilos em animais tratados com extrato hidroalcéolico de D. ambrosioides, reforcando o
potencial terapéutico do extrato vegetal.

N&o encontramos associacao entre os niveis de eosinofilos e os dados hitomorfométricos
dos tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares, possivelmente indicando que essas células ndo
desempenham um papel significativo no controle da carga parasitaria ou na retencdo de ovos
no figado, conforme indicado por Oliveira et al. (2022). Contudo, Oliveira et al. (2022) sugerem
que a auséncia de eosintfilos durante a infeccdo por S. mansoni pode resultar em niveis
reduzidos de citocinas Th2, Th17 e regulatérias, enquanto ha aumento nas citocinas Thl nos
figados de camundongos infectados.

A elevacgédo dos niveis de anticorpos IgE € um marcador classico da infeccédo por S.
mansoni (CAPRON; CAPRON, 1994). A IgE é considerada um componente crucial na defesa
contra a esquistossomose, direcionando células efetoras contra larvas invasoras em reagdes
mediadas por anticorpos. Nossos achados indicam que o EHDA atua como um modulador
potente da expressao de IgE, corroborando com Rodrigues et al. (2020), que evidenciaram a
reducdo da concentracdo de IgE nos estagios de vermes imaturos e maduros de S. mansoni. No
entanto, ndo foram observadas alteracGes nos estagios iniciais da infeccdo, quando os parasitos
estdo em estagios evolutivos de esquistossomulos cutaneos e pulmonares.

Né&o foram identificadas correlagdes entre os niveis de IgE e os dados hismorfométricos,
possivelmente devido ao fato de que antigenos de vermes em desenvolvimento ndo provocam
aumentos substanciais de anticorpos IgE na fase aguda, sendo que a IgE sérica torna-se
detectavel quando os vermes amadurecem e depositam ovos (EL RIDI et al., 2002).
Adicionalmente, a acdo progressiva do extrato em normalizar os niveis dessa imunoglobulina

pode contribuir para a auséncia de correlagdes observadas.
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Em relacdo a resposta imune, desencadeada em cada estagio do ciclo de vida de S.
mansoni, € descrita uma sequéncia de acbes que foi comprovada com os dados iniciais de
Rodrigues et al. (2020), onde foi verificado um aumento das citocinas de perfil T helper 1 (Th1),
nos grupos infectados e sem tratamento, em cada fase do desenvolvimento de S. mansoni.
Também foi notavel uma regulacdo positiva da citocina IL-4, de resposta Th2, quando levado
em consideracdo o grupo controle negativo. No entanto, houve restabelecimento dos niveis
dessas citocinas nos grupos que receberam tratamento com D. ambrosioides em todas as fases
do desenvolvimento do parasito S. mansoni.

Os dados dessa pesquisa revelaram aumento de citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17 nos
animais infectados e ndo tratados, mas houve uma reducédo dos niveis de citocinas nos grupos
tratados com o extrato vegetal, em especial de maneira significativa na resposta Th2 e Thl7,
que sdo respostas normalmente associadas ao processo de formacao de granulomas (ZHENG
et al., 2020). Provavelmente, esse é um dos fatores responsaveis por desencadear redugdo da
resposta granulomatosa nos grupos que receberam tratamento, havendo reducdo no nimero e
area do granuloma em tecido hepatico, intestinal e pulmonar. Esses desequilibrios nos perfis de
citocinas, proporcionados pelo tratamento com EHDA, pode ser devido ao efeito
imunomodulador deste extrato e os seus efeitos linfoproliferativos na regulagéo da secrecao de
citocinas, que podem atuar diretamente na resposta imunopatologica e reduzir a formacao de
granulomas (RODRIGUES et al., 2020).

No geral, por meio de infecgcbes experimentais de S. mansoni, principalmente em
modelos murinos, estabeleceu-se uma resposta imunolégica de que entre a 4% e 5% semanas,
inicia-se o estagio de pré-paténcia, onde ocorre a migracao de esquistossomos e vermes juvenis,
que induzem uma resposta imune mista de Thl predominante e Th2 de baixo nivel (de
OLIVEIRA FRAGA et al., 2010).

As duas respostas sdo caracterizadas por diferentes citocinas, que funcionam como
mediadores e agentes valiosos na resposta imune, que regulam a resposta imunoinflamatoria e
desempenham um papel importante no tratamento da esquistossomose (MIRANDA et al., 2013;
YONES et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020). Por isso, nesse estudo, foram avaliados 0s
dados imunoldgicos encontrados e os demonstrados no estudo de Rodrigues et al. (2020) e
correlacionados aos dados histomorfométricos a fim de entender as relagdes que ocorrem
durante a resposta imune do hospedeiro a infeccdo e ao tratamento com EHDA.

Partindo da resposta imunoldgica da infecgdo por S. mansoni, os dados encontrados
neste estudo apontam que quando os animais recebem tratamento com D. ambrosioides, a

medida que diminui os niveis de citocinas de resposta Thl e Th17 na fase aguda, maiores séo
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0s numeros e areas de granulomas hepaticos e intestinais. 1sso sugere que ocorre uma
modulacdo para aumento de resposta Th2 com o surgimento dos granulomas e transi¢éo para a
fase cronica.

Com o avanco da infecgdo, em especial no final da fase aguda, é possivel que parametros
imunoldgicos e parasitoldgicos e/ou histomorfométricos estejam associados, assim como
demonstrado nos trabalhos de Beshay et al. (2018) e Jatsa et al. (2019), com o0s grupos controle
negativos, em que foi evidenciado aumento de ovos, vermes e na quantidade de granulomas
hepéaticos no decorrer da infeccdo e com o aumento de resposta Th2. E importante relembrar,
que os processos de formacdo dos granulomas e fibrose sdo desencadeados por antigenos
liberados por ovos de Schistosoma, que ficam presos no tecido e induzem uma resposta Th2
(CHUAH et al., 2014).

A resposta Thl, se fundamenta pela producdo das citocinas pré-inflamatérias I1L-1, IL-
2, IL-6, IL-12, TNF-o e IFN-y (TURNER et al., 2011). Em nosso estudo, foram consideradas
as citocinas IFN-y e TNF-a na avaliagdo da resposta Thl e para correlagdo com os parametros
histomorfométicos. A citocina IFN-y esta relacionada a resposta inicial a infeccdo pela
esquistossomose, sendo importante para o controle da carga parasitaria nos tecidos, por meio
da ativacdo de macréfagos (SOUZA, 2015). Da mesma forma, TNF-a recruta leucécitos para
o local da inflamacao ou ativa células inflamatdrias, sendo importante para o inicio da formacao
do granuloma por meio da regulacdo positiva da molécula de adeséo intracelular 1 (ICAM-1)
(RASSOUL et al., 2006; HO et al., 2014). Possivelmente, por serem citocinas caracteristicas
no inicio da infeccédo, foram demonstradas correlagdes entre elas e os dados histomorfométricos
no figado e intestino, embora de forma negativa, possivelmente pelo restabelecimento dos
niveis desses mediadores nos animais tratados. A reducdo nos niveis de IFN-y e TNF-a nos
animais tratados, possivelmente pode ter gerado menos ovos retidos nos tecidos hepaticos,
intestinais ou pulmonares, diminuindo em consequéncias o nimero de granulomas no total.

Com o avancgo da infeccéo o perfil Thl sofre uma mudanca dramética em torno de 5 a
6 semanas, com a producdo de ovos induzindo a imunidade do hospedeiro para um perfil
predominantemente Th2, havendo a regulacéo positiva das interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13.
Esse ambiente do Tipo 2 supera e neutraliza o perfil inicial do Tipo 1 (GRZYCH et al., 1991),
por volta de 8 a 10 semanas ap0s a infecdo, e é critico para a inflamacdo granulomatosa
coordenada (FALLON et al., 2000; PHYTHIAN-ADAMS et al.; 2010). A resposta Th2
adequadamente regulada é essencial para a sobrevivéncia do hospedeiro e do parasito (CHUAH
et al., 2014; REIMAN et al.; 2006), onde relata-se que 0s esquistossomos produzem uma série
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de moléculas que guiam a imunidade do hospedeiro para um fenétipo do tipo 2 (ABDALA-
VALENCIA et al., 2018; JUNG et al., 2015; SHAH et al., 2020), enquanto simultaneamente
encorajam a expansdo de resposta reguladora que regula negativamente e resolve a inflamacéo
cronica (ABDALA-VALENCIA et al., 2018; JUNG et al., 2015; CADMAN et al., 2014).

A citocina IL-4, de perfil Th2, ndo esteve correlacionada com o nimero e area de
granulomas nos tecidos intestinais e hepaticos. A IL-4 é uma citocina importante para o inicio
da resposta inflamatdria do tipo Th2 (SILVEIRA-LEMOS et al., 2008), exibindo uma funcgéo
protetora para o hospedeiro e sendo capaz de minimizar a carga global da doenga (COLLEY;
SECOR, 2014). E possivel que pelo fato de o presente estudo experimental ter sido realizado
apenas até o final da fase aguda tenha-se verificado ndo tenham sido observada correlagdo nesse
caso. Pois, é demonstrado que a diminui¢do da carga parasitaria € dependente de citocinas como
IL-4, assim como a diminuicdo da fibrinogénese que € dependente da expressao de citocinas
como TGF-p e IL-13, apontadas nos estudos de Kaviratne et al. (2004), Wang et al. (2017),
Almeer et al. (2018).

Ainda sobre a IL-4, verificou-se que os niveis dessa citocina de perfil Th2 diminui nos
grupos tratados com EHDA, o que também pode ter sido um fator responsavel pela reducao de
granulomas nesses animais. Sendo assim, o extrato de D. ambrosioides é capaz de inibir a
expressdo de IL-4, a qual tem papel fundamental na formagdo de granuloma, assim como
demonstrado por Siddiqui et al., (2006), Sharma et al. (2007) e Rodrigues et al. (2020), ao
avaliarem acdo de compostos naturais no tratamento da esquistossomose. Sugere-se que a
diminuigéo da expresséo de IL-4, nos animais tratados, provavelmente reduziu a formagéo da
inflamacdo granulomatosa em nimero, como demonstrado em nossos resultados, associado a
expressao de outras citocinas como a TNF-a.

A medida que as infecgdes progridem para a cronicidade, a resposta do tipo 2 diminui e
as respostas regulatorias prevalecem (TAYLOR et al., 2009; SMITS et al., 2007). No caso dos
animais tratados com EHDA, foi revelado um aumento mais acentuado nos niveis da citocina
IL-10 (RODRIGUES et al., 2020), que segundo Lundy e Lukacs (2013) pode funcionar como
um mecanismo de regulacéo entre as respostas classicas Th1/Th2.

Com a evolucdo da infeccdo por S. mansoni a liberacédo da citocina IL-10, inibe a acao
de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, TNF-a e IL-6, e estimula a producdo enddgena de
citocinas anti-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2011). A IL-10 pode ter uma funcdo anti-
inflamatoria ao inibir a funcdo das células acessorias, resultando na diminuicdo da inflamacé&o,
na expressdo de moléculas coestimuladoras e na regulacdo de linfécitos T (STADECKER;
HERNANDEZ, 1998). A baixa producdo de IL-10 estd associada a alto risco de fibrose
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derivada da infeccdo por S. mansoni. Assim, a IL-10 pode reduzir a patologia da
esquistossomose, regulando a resposta imune e controlando a morbidade cronica em pacientes
(SILVEIRA-LEMOS et al., 2008). Macrofagos alternativamente ativados e 1L-10 fazem parte
de um feedback regulatério da resposta Th2, portanto limitando a inflamagédo granulomatosa
inicial (COLLEY; SECOR, 2014). Nesse contexto, ndo foi observado aumento proporcional de
IL-10 e area de granulomas provavelmente por essa citocina ter esse papel de reduzir a
inflamacdo e regular a resposta imune, fato que seria melhor observado com uma analise da
infeccdo realizada ap0s a 122 semana.

Reconhece-se, ainda, a resposta Th17 durante a esquistossomose, embora considerada
de baixo nivel em relacdo as respostas Th2 ou Thl (LARKIN et al., 2012; KALANTARI et al.,
2019). A citocina IL-17, caracteristica da resposta Th-17, em nossos dados, reduziu nos animais
que receberam tratamento com EHDA, ao comparamos com 0s animais infectados e sem
tratamento. Sugere-se que a IL-17 atua no sentido de promover a patologia imunol6gica em vez
de beneficiar o hospedeiro (PONICHTERA et al., 2014; RUTITZKY etal., 2009), o que explica
a correlacdo negativa entre os niveis dessa citocina com os critérios histomorfométricos do
figado e intestino de animais infectados e tratados.

Portanto, nota-se que no decorrer do ciclo de vida de S. mansoni, sdo empregadas pelo
hospedeiro amplas possibilidades de estratégias de evasdo imunoldgica e manipulacdo que
permitem a reducdo contra danos colaterais nos tecidos e a promocao da sobrevivéncia a longo
prazo (EVERTS et al., 2010), as quais permeiam a principal causa patologica da doenca, que

se caracteriza pelas formagdes de granulomas.

5 CONCLUSOES

Os dados demonstram que as caracteristicas imunolégicas e histomorfométricas estdo
correlacionadas ao longo da fase aguda da infec¢do por S. mansoni, sugerindo uma dindmica
proporcional de aumento ou reducéo nessas caracteristicas ao longo da infec¢do ou durante o
tratamento com EHDA.

O extrato também promove mudancas nos perfis de citocinas, e provavelmente na
ativacdo e recrutamento de células, restabelecendo os niveis de citocinas na fase aguda e
sugerindo uma atividade anti-inflamatéria em ascensdo nas Ultimas fases da infec¢éo por S.

mansoni avaliada nesse estudo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com capitulo 1 desse estudo foi possivel evidenciar as principais agoes
imunomoduladoras e antiparasitarias de produtos naturais com base em espécies vegetais que
vem sendo utilizados no tratamento da esquistossomose nos Ultimos anos, abordando os seus
metabdlitos priméarios e secundarios, trazendo um conhecimento sobre os beneficios
imunoatoldgicos que essas fragcbes imunomoduladoras podem trazer para o hospedeiro em
tratamento para esquistossomose.

O capitulo 2 demonstrou que o extrato de D. ambrosioides pode reduzir a sobrevida e
inibir a oviposicdo de S. mansoni, em especial em concentra¢es mais elevadas, o que promove
melhorias na carga parasitaria e caracteristicas histopatolégicas. Além do mais, a analise in
silico revelou que principal constituinte do extrato, kaempferol, tem como alvo a proteina venus
Kinase receptor 2, que pode atuar na inibicdo da oviposicdo de S. mansoni e colaborar para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas. Quanto a analise histopatoldgica do figado,
intestino e pulméo, foi demonstrado os granulomas dos animais tratados com EHDA sdo mais
organizados, com deposito de colageno concéntrico e com predominio de fibras do tipo I,
depositadas de maneira organizada ao redor da resposta granulomatosa. A morfometria dos
tecidos hepaticos, intestinais e pulmonares permitiu verificar a eficacia de EHDA para a
reducdo do nimero e area de granulomas nos tecidos, sendo um dado importante por indicar o
papel do extrato para a reducgéo da gravidade da doenca.

Com o capitulo 3 foi evidenciado que EHDA é capaz de promover mudancas nos niveis
de eosindfilos sanguineos, IgE total e citocinas pré e anti-inflamatorias, gerando provavelmente
mudancas na ativacdo e recrutamento de células, o que restabelece os niveis desses parametros
e pode gerar consequéncias positivas no desenvolvimento de granulomas nos tecidos.

Em ultima analise, a pesquisa permite abrir caminhos para novas abordagens e
investigacOes imunoterapéuticas, apresentando diferentes perspectivas que possam minimizar
a implantacdo da parasitose e, consequentemente, evitar a evolucéo das formas mais graves da
infeccdo. Esses resultados podem impactar de forma significativa o &mbito cientifico, regional
e social, visto que a esquistossomose € uma preocupacao prevalente no contexto de salde
publica e ainda permanece endémica em alguns municipios do Maranhdo e de outros estados

brasileiros.
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ANEXO A — Certificado de Aprovacio do Comité de Etica da UFMA

SOFMEN

/ | UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO ...'
\ 5 | COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA :
U’ CIAEP: 02.0341.2019
Qe Comsiode Ecaro Us de Al
CERTIFICADO *09/2020*

Certificamos que a proposta intitulada: “INVESTIGACAO PARASITOLOGICA E IMUNOLOGICA EM
CAMUNDONGOS INFECTADOS POR Schistosoma mansoni SAMBON,1907", Processo n.
23115.002254/2020-18, sob a responsabilidade do Profa. Dra. Flavia Raquel Fernandes do
Nascimento, que envolve a producao, manutencao ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15
de julho de 2009, € com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), e foi considerado APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo, na reuniao realizada em 21/02/2020.

We certify that the proposal: "PARASITOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL INVESTIGATION IN
INFECTED MICE BY Schistosoma mansoni SAMBON, 1907", Process n. 23115.002254/2020-18,
under the responsibility of Prof. Dr. Flavia Raquel Fernandes do Nascimento, which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, sub phylum
Vertebrata (except humans beings) for scientific research purposes (or teaching) - is in accordance
with Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED
by the Ethics Committee on Animals Use of the Federal University of Maranhio (CEUA - UFMA), in
meeting of 02/21/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa Area: Ciéncias da Satde
Vigeéncia da Proposta: 01/08/2020 a 01/08/2024.

Origem Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo
Amostra
Espécie Camundongos Sexo Macho
Mus musculus Idade 60 agodias 316

Peso 20-25¢
Linhagem/Raca: Swiss

Local do experimento: Biotério Setorial da Pés-Graduagao do Centro de Ciéncias Biolégicas
e da Saude - CCBS/UFMA.
S3o Luis, 28 de abril de 2020.

\Ploa—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA
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ANEXO B - Comprovacao de financiamento de pesquisa

e ESTADO DO MARANHAD
é"" '} FUNDAGAD DE AMPARD A PESQUISA E AD DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
i TECHOLOGICO DO MARANHAD
TERMO DE OUTORGA - ACEITACAD DE AUXILIO

Processo
UNIVERSAL-0L001/19

L, ¥ W
IDENTIFICACAD DO OUTORGANTE
NOME:
FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA E AQ DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO DO MARANHAD (www.fapema.br)
LEGISLACAOD:
LEl COMPLEMENTAR M= 060 DE 31 DE JAMEIRD DE 2003.
ENDERECO: BAIRRD [ CEP:
Rua Perdizes, n® 05, Qd 37, Jardim Renascenca § 65075-340
RESPOMNSAVEL: CARGO:
André Luis Silva dos Santos DIRETOR-PRESIDENTE

IDENTIFICACAD DO OUTORGADD

NOME: Flavia Raguel Femandes do Nascimento

CPF: IDENTIDADE:
48B.271.693-34 1010087748
BANCO: N® AGENCIA: N CONTA:
Brasil 4445-3 26494-6
INSTITUICAD:
UNINERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
DEPARTAMENTO:
Departamento de Patologia
ENDERECO: BAIRRO: CIDADE:
AW MORCAD, NO1, CONDOMINIO DUBAL BL SAFIRA, AFTO 406 JARDIM REMASCENCA SAD LUIS
CEP: U.F.: FOMNE FIXO
65.075-692 MARANHAD

ENDERECO ELETRONICO:
FLAMIA.NASCIMENTOSUFMABR

IDENTIFICACAD DO AUXILIO

UNIVERSAL-01001/19 VIGENCIA: 06/11/2020 a 06/11/2022
MODALIDADE:
UNINERSAL - APOID A PROJETO DE PESOQUISA - UNIVERSAL EDITAL FAPEMA N® 002/201% - UNIVERSAL

TITULO DO PROJETO:
INWESTIGACAD DO POTENCLAL IMUNOMODULADOR DE DYSPHANLA AMBROSIOIDES (L] MOSYAKIN & CLEMANTS (MASTRUZ) NA
ESQUISTOSS0MOSE EXPERIMENTAL

AREA | SUBAREA :
Ciéncias Biokbgicas | IMUNDLOGIA

VALOR DO AUXILIO A SER PAGO

EWATA LINNTN - uuﬁ:&nﬁ_ﬁ:mcn | PRESTACAO DEE NUMERO DE PARCELA(S) VALOR TOTAL

0&f12/2022 oL RS 35.000,00




