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RESUMO

A esquistossomose mansoni € uma doenca que tem como agente etiolégico o parasito
Schistosoma mansoni. Esta infeccdo provoca milhdes de mortes anualmente, apesar do avanco
daciéncia, a terapia ainda se encontra limitada, baseada apenas no uso do farmaco Praziquantel.
Nosso estudo objetivou avaliar os efeitos do uso de produtos naturais imunomoduladores em
camundongos infectados por Schistosoma mansoni. Avaliamos o extrato hidroalcodlico das
folhas de D. ambrosioides (EHDA) e de sua combinacdo com Praziquantel, assim como o
extrato padronizado de propolis verde (EPP-AF®). Este trabalho foi divido em 2 capitulos, o
capitulo I aborda o efeito anti-Schistosoma do extrato de D. ambrosioides e da sua combinagéo
com PZQ in vivo. Os resultados demonstram que o EHDA e a combinacdo EHDA+PZQ reduziu
0 numero de ovos de nas fezes, figado, intestino, danos teciduais no figado, intestino, rim e
reduziu o numero e area de granulomas no figado. Aos 30 e 90 dias ambos o0s grupos reduziram
a eosinofilia sanguinea assim como reduziu a celularidade da medula 6ssea, lavado peritoneal
e do bago. No baco, o grupo EHDA reduziu CD3 +, aumentou F480 + e LY6G + e reduziu IL-
6 e IL-4. O grupo EHDA+PZQ reduziu o numero de CD3 +, aumentou o nimero de CD19 + e
F480 + e reduziu IL-2, IL-4 e a quimiocina MIP-1. O capitulo 2 aborda o tratamento com EPP-
AF® in vitro e in vivo. in vitro, nossos resultados mostram que a concentracdo de 250 pg/mL
reduziu a viabilidade dos vermes e apresentou efeito letal as 36 horas. In vivo, os resultados
mostram que o EPP-AF® reduziu o numero de ovos nas fezes, figado e intestino, assim como
os danos histopatolégicos no figado, intestino e rim, o nimero e didmetro médio dos
granulomas. Aos 30 e 90 dias, reduziu a eosinofilia sanguinea e imunorregulou a celularidade
da medula dssea, periténio e bago. No baco, 0 EPP-AF® reduziu F480 + e estimulou CD170 +,
reduziu as citocinas IFN-y, IL-2, IL-6, aumentou IL-10 e reduziu a quimiocina MIP-1. Este
estudo demonstra que 0 EHDA e a combinacdo EHDA+PZQ, assim como o EPP-AF®, possui
atividade anti-helmintica e imunomoduladora eficaz contra as diferentes fases da infeccéo por
S. mansoni. Retardando a oviposi¢do e reduzindo a carga parasitaria. Além disso, o extrato
modula o perfil inflamatério, reduzindo os danos histopatologicos e melhorando o quadro
clinico da esquistossomose.

Palavras-chave: Schistosoma  mansoni; Inflamacdo granulomatosa; Dysphania
ambrosioides; Associacdo praziquantel, Prépolis



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a disease caused by the parasite Schistosoma mansoni. This
infection causes millions of deaths annually. Despite advances in science, therapy is still
limited, based solely on the use of the drug Praziquantel. Our study aimed to evaluate the
effects of the use of natural immunomodulatory products in mice infected with
Schistosoma mansoni. We evaluated the hydroalcoholic extract of D. ambrosioides leaves
(EHDA) and its combination with Praziquantel, as well as the standardized green propolis
extract (EPP-AF®). This work was divided into 2 chapters, Chapter I addresses the anti-
Schistosoma effect of D. ambrosioides extract and its combination with PZQ in vivo. The
results demonstrate that EHDA and the combination EHDA+PZQ reduced the number of
eggs in the feces, liver, intestine, tissue damage in the liver, intestine, and kidney, and
reduced the number and area of granulomas in the liver. At 30 and 90 days, both groups
reduced blood eosinophilia as well as reduced cellularity of bone marrow, peritoneal
lavage, and spleen. In the spleen, the EHDA group reduced CD3+, increased F480+ and
LY6G+, and reduced IL-6 and IL-4. The EHDA+PZQ group reduced the number of
CD3+, increased the number of CD19+ and F480+, and reduced IL-2, IL-4, and the
chemokine MIP-1. Chapter 2 addresses the treatment with EPP-AF® in vitro and in vivo.
In vitro, our results show that the concentration of 250 pg/mL reduced the viability of the
worms and had a lethal effect at 36 hours. In vivo, the results show that EPP-AF® delayed
oviposition and reduced the number of eggs in the feces, liver and intestine. It reduced
histopathological damage in the liver, intestine and kidney, in addition to reducing the
number and mean diameter of granulomas. At 30 and 90 days, it reduced blood
eosinophilia and immunoregulated the cellularity of the bone marrow, peritoneum and
spleen. In the spleen, EPP-AF® reduced F480+ and stimulated CD170+, reduced the
cytokines IFN-y, IL-2, IL-6, increased IL-10 and reduced the chemokine MIP-1. This
study demonstrates that EHDA and the combination EHDA+PZQ, as well as EPP-AF®,
have effective anthelmintic and immunomodulatory activity against the different phases
of S. mansoni infection. Delaying oviposition and reducing the parasite load. In addition,
the extract modulates the inflammatory profile, reducing histopathological damage and
improving the clinical picture of schistosomiasis.

Keywords: Schistosoma mansoni; Granulomatous inflammation; Dysphania
ambrosioides; Praziquantel association, Propolis
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1. INTRODUCAO GERAL

A esquistossomose humana € uma doenca causada por vermes parasitos trematodeos,
pertencentes ao género Schistosoma. Este grupo de parasitos representam um grande problema
de satide em diversos paises. E estimado que, aproximadamente, 230 a 250 milhdes de casos
anualmente em 78 paises da Africa, Asia e América do Sul (STEINMANN et al., 2006;
McMANUS et al., 2018; WEI et al., 2018; WHO, 2018).

Os fatores que contribuem para a alta prevaléncia da esquistossomose estdo associados
a extrema pobreza (CALASANS et al., 2018; VERJEE, 2019). Fatores estes, que aumentam a
taxa de mortalidade associada a infeccao e suas complicacdes patoldgicas (LOVERDE, 2019).

A infeccdo pelo parasito S. mansoni em hospedeiros vertebrados ocasiona a inducédo de
mecanismos complexos de respostas imunolédgicas (SOUZA et al., 2011). A imunopatogénese
da esquistossomose é mediada durante a fase aguda pré-postural por uma resposta imunoldgica
T helper-1 (Th1). Essa resposta € acompanhada pela producéo de mediadores pro-inflamatérios,
que ativam células da resposta imune inata (TURNER et al., 2011).

Com o inicio da fase postural dos vermes, os antigenos sollveis presentes no ovo (SEA)
do parasito estimulam a resposta imunoldgica para um perfil T-helper-2 (Th2), com a
polarizacdo deste perfil, ocorre aumento de interleucinas (IL-2, IL-5 IL,13), polarizacdo de
macrofagos para M2 e aumento da eosinofilia sanguinea (PEARCE; MACDONALD, 2002;
BURKE et al., 2009; FAIRFAX et al., 2012; LICA et al., 2023). A resposta imunoldgica Th2
mantém o equilibrio da resposta inflamatdria granulomatosa que é ocasionada pela retengédo
dos ovos nos 6rgdos e por reparar 0s danos teciduais ocasionados por substancias secretadas
pelos ovos do parasita. Caso a resposta imunoldgica do hospedeiro ndo module a inflamacéo
granulomatosa, o hospedeiro pode ser acometido para a cronicidade da doenga, com aumento
expressivo de fibrose (HAMS et al., 2013; SCHWARTZ; FALLON, 2018).

Para tratamento da esquistossomose é utilizado o farmaco Praziquantel (PZQ). E um
farmaco derivado de pirazino-isoquinoleina pertencente ao grupo tioxantébnico com amplo
espectro anti-helmintico. O PZQ é constituido de dois isdmeros, o isdmero R(-) levo-PZQ e do
isdmero S(+) dextro-PZQ (GONNERT et al., 1977; ANDREES et al., 1983). Este medicamento
s0 é eficaz sobre vermes adultos (UTZINGER et al., 2003; COLLY et al., 2014). Além disso,
estudos descrevem que o uso prolongado, excesso e inapropriado tem selecionado resisténcia
do parasito (DOENHOFF et al., 2008; CUPIT et al.,2015; WANG et al., 2019). E a néo
reversdo das sequelas patologicas, como a fibrose portal (COLLEY et al., 2014).
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Devido as limitagbes do PZQ, é necessaria a investigacbes de novos agentes
terapéuticos, ao longo dos anos os produtos naturais tém sido importantes fontes de compostos
para o desenvolvimento de novos medicamentos, além de se mostrarem promissores sobre
diversas doencas quando utilizados em forma de extratos, 6leos etc. (MOHAMED et al., 2005;
LIRA etal., 2023; SIMOBEN et al., 2018).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Imunofisiologia da Universidade Federal do
Maranh&o vem investigando, ha alguns anos, o potencial terapéutico de produtos naturais frente
a diferentes agentes infecciosos. Dentre estes produtos, tem-se o extrato de Dysphania
ambrosioides e a prdpolis verde.

Dados experimentais obtidos por nosso grupo e por outros autores detectaram varios
efeitos da Dysphania ambrosioides, tais como: antitumoral (NASCIMENTO et al., 2006),
imunoestimulante (CRUZ et al., 2007), giardicida (NEIVA et al., 2011), anti-esquistossomatico
e imunomodulador (SILVA, 2012; RODRIGUES, 2021), antiplasmodio (CYSNE et al., 2016),
leishmanicida (PATRICIO et al, 2006), anti-inflamatdrio (PEREIRA et al., 2010), antiartritico
(PEREIRA et al, 2018; CALADO et al., 2015), cicatrizante (NASCIMENTO, 2014) e
regenerador 6sseo (PINHEIRO et al., 2017).

E descrito na literatura que o extrato padronizado de Propolis de apis melifera (EPP-
AF®) apresentou atividade antifungica, antimicrobiana, cicatrizante, anti-inflamatéria (DE
CASTRO et al., 2011; BARUD et al., 2013; BERRETTA et al., 2013; HORI et al., 2013) a
prépolis também tem apresentado um satisfatorio efeito antiparasitario (MOHAMED et al.,
2016; DA SILVA et al., 2015; ALGABBANI et al., 2017; FOUAD et al., 2021; BARAKAT et
al., 2022).

Tendo em vista que o0 uso de produtos naturais apresenta efeitos promissores sobre
diferentes doencas, nosso estudo objetivou avaliar o efeito do extrato das folhas de Dysphania
ambrosioides associado ou ndo ao Praziquantel e do extrato padronizado de propolis de Apis
melifera (EPP-AF®) em animais infectados por Schistosoma mansoni. Os dados obtidos
auxiliardo a entender os mecanismos de acéo durante e apos o uso de ambos 0s produtos naturais

no controle de infecgdes parasitarias.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da esquistossomose
2.1.1 Ecoepidemiologia da esquistossomose no mundo

A esquistossomose é caracterizada como uma doenga crbnica e debilitante. As
estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostraram que a doenca afeta mais de
240 milhdes de pessoas ao redor do mundo e mais de 700 milhdes de pessoas vivem em areas
endémicas. (WHO, 2018). Uma analise realizada pelo Global Burden of Disease (GBD), em
uma lista de 18 DTNs apresentadas pela OMS, destacou a esquistossomose como umas das
principais parasitoses no mundo (HOTEZ et al. 2014).

Este grupo de parasito esta descrito taxonomicamente da seguinte forma:

Filo: Platelminthes, Gegenbauer 1859

Classe: Trematoda, Rudolphi 1808

subclasse: Digenea, Carus 1863

Ordem: Schistosomatoidea, Stiles & Hassal 1898
Familia: Schistosomatidae, Stiles & Hassal 1898
Género: Schistosoma Weiland 1858

Espécies: Schistosoma mansoni, Sambon, 1907,

Schistosoma japonicum, Katsurada, 1904,
Schistosoma haematobium, Bilhartz 1852,
Schistosoma mekongi VVoge, Brickner & Bruce 1978,
Schistosoma intercalatum, Fischer 1934,
Schistosoma guineenses.

As seis espécies de Schistosoma de maior importancia e interesse médico, pois podem
infectar os seres humanos, apresentam diferentes distribuicdes geograficas no mundo. S.
haematobium, relatado em 54 paises, é a espécie mais comum, ocorrendo na Africa Subsaariana
e no Oriente Médio (OMS, 2018). Schistosoma japonicum é endémico na Republica Popular
da China e nas Filipinas, com ocorréncia em pequenos focos na Indonésia. No Japao onde esta
parasitose costumava ser endémica, sua eliminagéo ocorreu no final da década de 1970, devido
aos esforcos de controle deste parasito (ROLLINSON et al., 2013; COLLEY et al., 2014).

Schistosoma mansoni é endémico na Africa Subsaariana, Brasil, ilhas do Caribe, Porto
Rico, Suriname e Venezuela (KURUP et al.,, 2010). As espécies S. guineensise S.
intercalatum sdo endémicas na Africa Ocidental e Africa Central. Ja a espécie S. mekongi
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encontra-se restrita a regido sul do Camboja e ao longo do rio Mekong na Republica
Democrética Popular do Laos. Estas trés ultimas espécies apresentam menor prevaléncia global
(TCHUEM et al., 2003; MUTH et al., 2010; EKPO et al., 2013; WEERAKOON et al., 2015)
(Figura 1).

" 8. mansoni

m S. haematobium

m S. japonicum

m Both S. mansoni and
S. haematobium

= S intercalatum

m S. mekongi

Figura 1. Distribuicdo mundial de algumas espécies de Schistosoma capazes de infectar  humanos.
(WEERAKOON et al. 2015).

A espécie Schistosoma haematobium é o agente etioldégico da esquistossomose
urogenital e as espécies S. guineensis, S. intercalatum, S. mansoni, S. japonicum e S. mekongi
sdo agentes etioldgicos da esquistossomose intestinal (WHO, 2018).

As infecgbes ocasionadas pelos trematodeos pertencentes a este género afetam
aproximadamente 240 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e mais de 700 milhdes de pessoas
vivem em areas endémicas. A esquistossomose ja foi notificada em 78 paises, sendo que em 19
paises ndao tem ocorrido notificacBes de casos nos ultimos cinco anos, o que pode ser um
indicativo da interrupcéo da doenga. Em 52 paises ainda tem ocorrido transmissdo moderada a
alta segundo os dados mais recentes da OMS (WEERAKOON et al. 2015; GBD, 2017; WHO,
2018). (Figura 2)
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Figura 2: Distribuicao geografica da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade mundialmente,
2018 (Modificado de WHO, 2018).

A esquistossomose € um problema de salde publica em vérias partes do mundo,
particularmente na Africa, onde vivem 92% de todas as pessoas infectadas e que necessitam de
quimioterapia preventiva para a esquistossomose. O nimero total de pessoas que precisam de
quimioterapia preventiva em todo o mundo, em 2018, foi de 229,2 milhdes, das quais 124,4
milhdes eram criancas em idade escolar (WHO, 2018).

Na América do Sul, a estimativa de casos de esquistossomose correspondia em 2019, a
1.620.230 milhdes. Sendo que no Brasil e Venezuela é exigido quimioterapia preventiva, pois
sdo paises endémicos da doenca. No Brasil, 0 nimero estimado de individuos que necessitam
de quimioterapia preventiva para esquistossomose correspondia a 1.556.890 milhdes de pessoas
em 2019 (WHO, 2018). (Figura 3).



22

LEGENDA 9 )

[ Paises ndo endémicos ,\"l

[[] Faixa de positividade a ser
determinado

: )
Paises endémicos .
[ Inzo aplicavel :

Figura 3: Distribuicao geogréfica da esquistossomose, de acordo com a faixa de positividade na América do
Sul (Modificado de WHO, 2018).

2.1.2 Esquistossomose no Brasil: Schistosoma mansoni

S. mansoni é o agente etiologico da doenca infecciosa e parasitaria esquistossomose
mansoni, a unica das infecgdes causadas pelo género Schistosoma que é endémica no
Brasil. (WHO, 2018).

O primeiro relato da ocorréncia de infec¢do por S. mansoni no Brasil, foi feito no ano
de 1908, por Piraja da Silva, no Estado da Bahia. O helminto foi introduzido no Brasil, durante
o0 periodo colonial, por meio do trafico de escravos africanos que se encontravam parasitados.
Logo este parasito conseguiu se instalar e disseminar-se pelo pais, pois encontrou vetores
intermediarios necessarios a manutencao de seu ciclo de vida. (COURA et al., 2004; BRASIL,
2010).

Durante as Gltimas décadas, houve uma expansdo da ocorréncia da esquistossomose
para as periferias dos grandes centros urbanos. Esse aumento na distribui¢do geografica de S.
mansoni deve-se as condi¢des sanitarias precarias, decorrentes de movimentos migratorios
humanos (CARVALHO et al., 2010).

Outro aspecto importante para a manutencdo da esquistossomose no Brasil, estd
relacionado a presenca de vertebrados ndo humanos capazes de atuarem como reservatorios do
parasito. Espécies como Holochilus sciureus e Nectomys squamipes aquaticussdo descritas

como sendo capazes de serem infectados por S. mansoni e de potencializarem a disseminagéo
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dessa doenca, principalmente em &reas endémicas (GENTILE et al., 2010; MIRANDA et al.,
2017; CATALANO et al., 2018), Bovinos e primatas (MODEMA et al., 2008; STANDLEY et
al., 2011). Em areas endémicas os fatores associados a precarias condicdes sanitarias e aos
habitos dos moradores contribuem para disseminacao da infeccdo (CALASANS et al., 2018).

A esquistossomose é detectada em todas as regides do pais sendo que a grande maioria
dos casos ocorre nos estados das regides Nordeste e Sudeste, como consequéncia da presenca
dos moluscos vetores nestas regides (BRASIL, 2014).

Os casos de esquistossomose no pais ocorrem, principalmente, na faixa litoranea dos
estados do nordeste localizados entre 0 Maranhdo e o Espirito Santo. H& também muitos casos
em Minas Gerais, onde ainda se encontram regides com prevaléncia igual ou superior a 15%.
Além disso, Minas Gerais e Bahia concentram cerca de 70% do total dos casos que ocorrem no
pais (NOYA et al., 2015). Existem também focos isolados de transmissdo no Distrito Federal e
nos estados do Parg, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parang, Santa Catarina, Goias e Rio Grande do
Sul (BRASIL, 2017). H& também casos de pacientes positivos que vieram de areas endémicas
registradas em todo territério nacional, principalmente em areas consideradas de elevada
migracao, como o estado de Ronddnia, indicando uma larga expansdo da esquistossomose no
Brasil (COURA; AMARAL, 2004).

Na regido nordeste, nimero elevado de casos de esquistossomose parece ter relacao
com o0 aumento de extensas plantacdes mantidas por irrigacdo natural ou artificial, e pela
formacdo de valas que se transformam em criadouros ideais para 0os moluscos vetores
(PARAENSE, 2001; SANTOS; MELO, 2011). QOutro fator associado ao aumento de casos de
esquistossomose estd a sazonalidade, periodos chuvosos contribuem para a distribuicdo,
manutencdo e reproducdo do hospedeiro intermediario (MAZIGO et al., 2012; LEAL NETO et
al., 2013).

No estado do Maranhdo, a presenca desta parasitose é conhecida desde 1920 (ALVIM,
1980; RAMOS, 2007). Estudos sugerem que a doenga foi introduzida no estado por pessoas
vindas da Angola e da Guiné, os quais foram trabalhar nas fazendas do Litoral e da regido da
Baixada, localidades com elevada prevaléncia de pessoas infectadas (CUTRIM, 1995).

No Maranhdo, essa parasitose € endémica em 48 dos 217 municipios, sendo que 22
destes municipios estéo localizados na Baixada Ocidental Maranhense (CANTANHEDE et al.,
2014; MONTEIRO et al., 2018), (Figura 4).
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Figlira 4: I\-/I’apa densidade de casos de eéduistoss'omosé‘por municipio no estado do Maranhdao, 2007 a 2016.
(MENDES, 2019). Modificado por (Santos, 2021).

A alta prevaléncia de casos na microrregido da Baixada Maranhense é resultado da vasta
exposicéo da populacédo a fatores de risco, tanto por lazer como por sobrevivéncia, por meio da
pesca ou da caca, ja que os moradores vivem constantemente em contato com o0s criadouros
naturais de caramujos infectados, nos campos inundaveis dessa regido (CANTANHEDE et al.,
2014; LIRA et al. 2017).

Oliveira et al., (2023), ao avaliarem o perfil epidemioldgico entre os anos de 2018 e
2022 no estado do maranhéo, identificaram alta ocorréncia no ano de 2018, correspondendo a
54% dos casos. Entre os municipios do estado do Maranhdo, o municipio de Pinheiro,
apresentou o maior indice de notificacdo desta parasitose, sendo 39% dos casos. Em Sdo Luis
(MA), capital do Estado, os bairros de periferia sdo 0s mais atingidos, fato possivelmente
associado as precarias condi¢des de vida, destacando-se a falta de saneamento basico adequado
e a presenca de colecBes hidricas com caramujos transmissores, localizadas em areas peri e

intradomiciliares, o que coloca a populacdo em risco diario (NUNES et al., 2013).
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2.1.3 Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni

S. mansoni apresenta ciclo de vida heteroxeno, com uma fase sexuada, no hospedeiro
vertebrado, que inclui alguns mamiferos e os seres humanos. A fase assexuada, ocorre no
hospedeiro intermediario em moluscos do género Biomphalaria, que também podem ser
caracterizados como vetores do parasito, (KATZ et al., 2003; GRYSEELS et al., 2006), (Figura
5).
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Figura 5. Ciclo biolégico de S. mansoni. (Modificado de McMANUS et al., 2018).

Os ovos excretados nas fezes do hospedeiro humano eclodem em larvas ao entrarem em
contato com a agua, liberando os miracidios, que sao larvas ciliadas de natacdo livre, capazes
de penetrar no tegumento dos caramujos. Os miracidios apresentam formato oval e sdo
revestidos por placas ciliadas (McMANUS et al., 2018; BRASIL, 2014).

No caramujo, os miracidios se transformam em esporocistos, que, por sua vez,
produzem novos esporocistos por reprodugédo assexuada originando numerosas cercarias, que
constituem o estagio larval, de natacéo livre e s@o capazes de infectar o hospedeiro vertebrado
(McMANUS et al., 2018).

Apos cerca de 30 dias, as cercarias comegam a emergir dos moluscos em resposta a luz
solar. As cercarias apresentam cauda bifurcada e tem elevada motilidade e apresentam

glandulas com acdo litica, capazes de viabilizar a sua penetracdo da pele de vertebrados, o que
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deve ocorrer entre 48 a 72 horas, para que ndo morram. Ao migrarem através da derme, as
cercarias passam por transformac6es morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas, perdem a cauda
bifurcada e tornam-se esquistossdmulos (GRYSEELS, 2012; NEVES et al., 2016; McCMANUS
etal., 2018). Os esquistossdbmulos entram nos vasos sanguineos venosos, diretamente, ou
apos invadir o sistema linfatico, e sdo transportados para os pulmdes, pelo coracéo direito, antes
de atingir o coragdo esquerdo. Em seguida, entram na circulagédo arterial e migram para o
sistema porta hepatico e veias mesentéricas, onde amadurecem tornando-se vermes adultos e
com sexos distintos em vermes machos e fémeas. Apos atingirem a maturidade sexual, a fémea
se instala no canal ginec6foro do macho para o acasalamento (McMANUS et al., 2018).

Ap0s iniciarem a copula estes parasitos permanecem em estado de cdpula continua no
interior dos vasos e a oviposicdo inicia-se, aproximadamente, na 5% semana apés a infecgdo. Os
vermes podem sobreviver, em média, de 5 a 10 anos no hospedeiro (BRASIL, 2014;
McMANUS et al., 2018).

As fémeas de S. mansoni produzem em torno de 100 a 300 ovos por dia. Estes ovos
migram através da parede vascular, na submucosa intestinal, ou chegam ao figado pela
circulacdo portal. Nesse momento, a resposta imunoldgica é mediada por linfocitos TCD4+,
este perfil de resposta facilita a passagem dos ovos para o limen intestinal, para que sejam
eliminados com as fezes, completando o ciclo do parasito (GRYSEELS, 2012; BRASIL, 2014).

O verme macho de S. mansoni mede cerca de 1cm e apresenta o tegumento recoberto
de tubérculos, que sdo minudsculas projec6es. Possui o corpo dividido em trés porcGes: anterior,
onde esta localizada a ventosa oral e a ventral (acetdbulo); a mediana e a posterior, que se inicia
logo apds a ventosa ventral, onde encontra-se o canal ginecoforo, que possui a funcdo de
albergar a fémea e fecunda-la. Ja a fémea apresenta comprimento médio de 1,5 cm, corpo
filiforme, tegumento liso e mais escuro que o macho. A morfologia de sua por¢éo anterior €
semelhante ao macho, diferindo pela presenca da vulva, do Gtero (com um ou dois ovos) e do
ovario. Em sua porcéo posterior localizam-se as glandulas vitelogénicas e o ceco (McMANUS
etal., 2018; NEVES et al., 2016; BRASIL, 2014).

2.1.4 Imunopatogénese da Esquistossomose
Os sinais clinicos da esquistossomose dependem do estagio de maturacéo dos parasitos,
oviposicdo e da resposta imunolégica do hospedeiro. As consequéncias da infeccdo no

organismo humano podem apresentar sinais diferenciados durante as fases aguda, crénica e
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tardia, causadas, entre outros fatores, pelo acimulo de ovos do parasito nos tecidos, resultando
em fibrose, o que aumenta a severidade da doenca (PAUL et al., 2010; McMANUS et al., 2018).

A fase aguda da doenca inicia-se nas primeiras 12 horas apés a infeccdo, ocasionada
pelas cercarias. Essa fase pode ser assintomatica, mas alguns pacientes apresentam reacgdes
inflamatorias dérmicas e sub-dérmicas, conhecidas por dermatite cercariana. Essa resposta
inflamatoria de fase aguda pode resultar também em estado febril debilitante (febre de
Katayama), dor abdominal e cefaleia. Em geral, esses sintomas ocorrem antes do aparecimento
dos ovos nas fezes (SOUZA et al., 2011; HAMS et al., 2013; WHO, 2018).

Na fase cronica da doenga, os ovos que deveriam ser eliminados nas fezes acabam
permanecendo no organismo, ficando retidos em varios tecidos, o que resulta na formagéo de
inflamacdo granulomatosa, e posteriormente em fibrose. Nesta fase, o quadro clinico tende a
evoluir com comprometimento das funcdes hepatica, hepatointestinal, hepatoesplénica, e as
funcdes desses orgdos ficam descompensadas (HAMS et al., 2013; WHO, 2018).

A ativacdo inicial das células imunes inatas € um fator determinante na ativacéo e
magnitude das respostas imunes adaptativas, em especial, na ativacdo de linfocitos
T CD4 * (SOUZA et al., 2011).

A resposta imunoldgica Thl é um estdgio curto e imunologicamente mediado por
mediadores pré-inflamatorios, tais como interleucinas IL-1, IL-12, IFN-y e TNF-a. A resposta
imunolodgica Th2 é um estagio mais longo, apresenta mediadores anti-inflamatorios tais como,
IL-4, IL-13, IL-6, IL-10, IL-5, IL-21 além desses mediadores inflamatorios os isotipos de
anticorpos 1gG1, 1gG4 e IgE e populacbes expandidas de eosindfilos, basofilos, mastécitos e
macrofagos alternativamente ativados tem papel crucial para o controle da infecgéo.

A ativacdo da resposta Th2, suprime a ativacdo de linfécitos T com perfil Thl. Ao
mesmo tempo inicia-se a ativacdo de linfocitos, Thl7. A resposta Th2, favorece o
desenvolvimento e a maturacdo dos granulomas, ao redor dos ovos. No pulméo, o principal
processo de remodelacdo das artérias pulmonares pode ocorrer durante a resposta Th2, embora
as respostas Thl e Th17 possam também desempenhar papel importante (JENKINS et al., 2010;
BUTROUS et al., 2019). (Figura 6)
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Figura 6. Resposta imune durante infeccdo por S. mansoni. (Butrous et al., 2019).

A resposta Th2 alcanga o pico entre a 6% a 8% semanas apés a infeccdo e entdo é modulada
com a progressao da doencga. Enquanto a infecgé@o progride para fase cronica, por volta da 122
semana, ocorre uma alteracdo desse perfil Th2 juntamente com uma reducdo no tamanho do
granuloma hepatico. Essa imunomodulacéo regula o equilibrio das respostas Th1/Th2, sendo
acionada por 1L-10 e TGF-B, que induzem células Treg (CHUAH et al., 2014).

A resposta Th2 é crucial para o controle da doenca cronica, entretanto, a associa¢do
dindmica entre as populacbes celulares Thl e Th17 sdo cruciais para reduzir a gravidade da
doenca durante a infeccdo por S. Mansoni. Os linfécitos T reguladores (CD4* CD25" FoxP3* =
T reg) Se expandem durante a inflamac&o colitica cronica induzida pela infec¢do por S. Mansoni
e sdo capazes de modular a resposta Th2 com supresséo da IL-4, desempenhando um papel
central na contencdo da patologia durante a esquistossomose intestinal (TURNER et al., 2011).

Um fator importante para manutengdo do parasito S. mansoni no hospedeiro vertebrado
esta relacionado com o tegumento do verme. Os vermes na corrente sanguinea sao cercados por
componentes do sistema imunoldgico e do sistema hemostatico, mas ainda conseguem
sobreviver sem causar formagdo de trombos ao seu redor. Esse mecanismo de escape estéd
relacionado com a atividade extracelular funcional, constitutiva e funcional da calpaina, uma

proteina presente no tegumento deste parasito, além de serem capazes de clivar a proteina
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fibronectina da coagulagdo do sangue do hospedeiro (MEBIUS et al., 2013; WANG et al.,
2017).

Um dos principais eventos que deve ser destacado na resposta imunoldgica frente a
esquistossomose € a formagéo inflamatdria granulomatosa no tecido hepatico e o consequente
desenvolvimento de fibrose periportal (CARVALHO et al., 2008). Aproximadamente 60% dos
ovos produzidos por S. mansoni alcancam a luz intestinal e véo para as fezes, enquanto 40%
tendem a se manterem aderidos nos capilares da mucosa intestinal e nos sinusoides hepaticos
(HERBERT et al., 2004).

Os ovos secretam ativamente glicoproteinas antigénicas, que tém a funcgéo de facilitar a
passagem dos ovos do vaso sanguineo (onde sdo depositados) para o lumen do intestino
induzindo resposta inflamatéria. No entanto, esses antigenos sollveis também induzem a
formacdo de granulomas ao redor de ovos presos no tecido circundante. Os granulomas sdo
uma colegdo de células inflamatdrias como eosindfilos, neutrdfilos, linfocitos e macréfagos
alternativamente ativados que se acumulam em resposta a presenca dos ovos, no decorrer da
inflamacdo ocorre infiltracdo de fibroblastos e inicio do desenvolvimento da fibrose nos
granulomas. (McMANUS et al., 2018; HAMS et al., 2013).

A proporcao e os tipos de células, que compreendem granulomas, variam de acordo com
as espécies infectantes de Schistossoma. O processo de desenvolvimento do granuloma é
impulsionado pelos antigenos secretados do ovo e pelos linfocitos T na secrecdo de citocinas e
qguimiocinas liberadas. A formacdo de granuloma comeca com o recrutamento inicial de
macrofagos, eosinofilos e neutrofilos ao redor do ovo aprisionado (Painel 1). Essas células
causam reacdo inflamatdria, provocando o recrutamento de mais células e o desenvolvimento
do tamanho do granuloma (Painel 2). O painel (3) mostra o estagio final da resolucdo do
granuloma apds a destruicdo do estimulo antigénico (principalmente os ovos), resultando na
deposicdo de fibrilas de cromatina e colagenos e subsequente degradacdo e remodelacdo do

colageno que contribuem para a fibrose tecidual final (BUTROUS et al., 2019), (Figura 7).
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Figura 7. Representacéo esquematica do desenvolvimento e a composicéo celular do granuloma ao redor
dos ovos de Schistosoma (Butrous et al., 2019).

Hams et al. (2013) demostraram a diferenca da resposta inflamatoria ocasionada pelo
ovo de S. mansoni (Figura 7). Na auséncia de células TCD4+ foi constatado uma limitagdo na
formacéo do granuloma, embora um infiltrado celular tenha se formado em torno do ovo. Nesse
caso o infiltrado foi formado somente por neutréfilos, mas uma extensa lesdao microvesicular
nos hepatdcitos também foi observada, resultando em consequente elevagdo dos niveis séricos
de hepat6citos. Por outro lado, o organismo que apresenta um percentual normal de células
TCDA4+, apresenta granuloma funcional com tipos celulares tais como, macrofagos, eosinofilos

e linfécitos, sendo encontrado também imunoglobulinas e tecido fibrotico.
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Figura 8. Representacao gréafica das populacdes celulares envolvidas na formacédo do granuloma hepético
ao redor do ovo de S. mansoni em um camundongo com auséncia e presenca de células TCD4*. (Hams et al.
2013).

As lesdes granulomatosas tendem a diminuirem de tamanho e se tornarem fibrdticas,
sendo a IL-13, produzida por macréfagos e fibroblastos, a principal citocina responsavel pela
fibrose (HAMS et al., 2013). O papel fibrogénico da IL-13, somado a a¢do da IL-4, induz
aumento na expressdo de arginase em macrofagos e a polarizacao para o perfil M2. A arginase
usa L- arginina como substrato para produzir L -ornitina, que é convertida pela ornitina
aminotransferase em prolina, um aminoacido crucial para a producdo de colageno e o
desenvolvimento de fibrose (HESSE et al., 2001).

A fibrose hepatica resultante da infeccdo por S. mansoni, contribui, eventualmente, para
a oclusdo do fluxo sanguineo no figado, levando a hipertenséo portal, esplenomegalia, ascite,
varizes gastrointestinais, sangramento gastrointestinal e morte (BURKE et al., 2009). Embora
o granuloma formado pela retencdo do ovo seja prejudicial devido & inflamacdo e o
desenvolvimento de fibrose, a formagdo do granuloma torna-se essencial para proteger o
hospedeiro das toxinas secretas pelo ovo (SCHWARTZ et al., 2018).
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2.2 Praziquantel

2.2.1 Farmaco de escolha para o tratamento da esquistossomose

O Praziquantel foi descoberto em meados da década de 1970, os testes em seres
humanos iniciaram-se em 1978, tendo como forte candidato este medicamento com agéo anti-
esquistossomotico. Comecou a ser disponibilizado em 1988 como Biltricida pela fabricante
Bayer (FENWICK, 2015). O tratamento para a esquistossomose estd baseado na utilizacéo
deste farmaco como alvo terapéutico principal. O praziquantel apresenta eficicia para o
tratamento das cinco espécies mais importantes de Schistosoma, sendo utilizado h& mais de 30
anos como estratégia de controle deste parasito em areas endémicas (WANG et al., 2012).

A eficacia, em termos de taxa de cura e taxa de reducdo de ovos, e a seguranca do
praziquantel garantiram seu uso generalizado. Uma meta-analise da OMS mostrou que a dose
recomendada de praziquantel (40 mg / kg) alcangou taxa de cura de 94,7% para infecgdes por S.
japonicum, 77,1% para infec¢des por S. haematobium, 76,7% para infec¢des por S. mansoni e
63,5% para infeccBes mistas. Infecgbes por S. haematobium e S. mansoni; a reducdo de ovos
apresentou uma media foi de 95% para S. japonicum, 94,1% para S. haematobium e 86,3%
para S. mansoni (ZWANG et al., 2014).

O Praziquantel é o principal medicamento utilizado nos programas globais de controle
da esquistossomose, para reduzir a morbidade ocasionada pelos parasitos pertencentes ao
género Schistosoma (KNOPP et al., 2013). Este medicamento apresenta como caracteristicas

comprimidos grandes e sabor amargo (STOTHARD et al., 2013).

2.2.2 Mecanismo de ac¢iao do Praziquantel

O Praziquantel induz contracGes tetanicas dos parasitos e o aparecimento de vacuolos
tegumentares, o que resulta em danos na superficie, levando assim, o desprendimento dos
vermes adultos das paredes venosas e consequentemente a morte (ROSS et al., 2002). Em
modelos animais demonstrou-se que, a presenga de anticorpos do hospedeiro, reconhecendo 0s
antigenos dos vermes expostos como resultado dos danos ocasionados pelo praziquantel, foi
essencial para a eficacia do medicamento (DOENHOFF et al., 2008).

No entanto, o mecanismo preciso de acdo do praziquantel ndo se encontra bem
conhecido. Evidéncias indiretas sugerem que o praziquantel aumenta a captacdo de calcio do

esquistossomo por meio de canais de ions de calcio no tegumento de verme adulto. No entanto,
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algumas davidas foram levantadas se o influxo de célcio é central para o efeito anti-helmintico
do praziquantel, e mecanismos de acdo alternativos também foram propostos, incluindo
interferéncia na funcdo das cadeias leves reguladoras da miosina ou antagonismo da captacédo
de adenosina (GNANASEKAR et al., 2008; ANGELUCCI et al., 2007). Recentemente,
Nogueira et al., (2022), demostraram a partir de uma revisao de literatura, que os efeitos do
Praziquantel estdo associados na alteracdo dos canais de Ca2+ operados por voltagem, além de
interagir com outras moléculas do parasito, tais como, a cadeia leve reguladora da miosina, a

glutationa S-transferase e os canais de potencial receptor transitorio.

2.2.3 Efeitos adversos do farmaco Prazinquantel

Os efeitos adversos associados a terapia com Praziquantel inclui tontura, dor de cabeca,
dor abdominal, ndusea transitoria, prurido (coceira) e erupcao cutanea. Sendo que essas reacoes
podem ser consequéncias da liberacdo antigénica de vermes mortos e ndo da propria
droga (GRYSEELS et al.,2006; GRAY et al., 2011). Entretanto, estudos tém demostrado que o
praziguantel ocasiona efeitos colaterais, apresenta uma baixa eficacia em vermes jovens do que
nos adultos e ndo pode impedir a reinfeccdo ou alterar o ciclo de vida do parasito (DOENHOFF
et al., 2008; VALE et al., 2017; SETO et al., 2011; WANG et al., 2012; NOBREGA et al.,
2013; GRAY etal., 2011).

Além disso, algumas evidéncias experimentais utilizando camundongos indicam que
0s parasitos residentes em camundongos que receberam repetidos tratamentos in vivo com
praziquantel, amadureceram em vermes adultos e estes reduziram a sensibilidade ao
medicamento; este fendmeno parece ser amplificado por cima de cada geracdo de
vermes (ANGELUCCI et al., 2007).

A utilizacdo macica deste farmaco como via principal de tratamento da esquistossomose
aumenta a preocupacdo com a resisténcia dos vermes ao medicamento (BOTROS et al., 2005;
ALONSO et al., 2006). E devido as preocupacfes crescentes com a resisténcia ao praziquantel,
tem-se a necessidade de desenvolvimento de medicamentos anti-
esquistossomaticos (BERGQUIST et al., 2017).
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2.3 Produtos naturais

E um fato inquestionavel que a biodiversidade, vista principalmente na alta diversidade
de espécies vegetais, e 0 conhecimento tradicional sobre as plantas representam importantes
fontes para o desenvolvimento de produtos terapéuticos (BRANDAO et al., 2012;
NEWMANN; CRAGG, 2016).

O uso de plantas com atividade medicinal, € uma pratica difundida em todo o mundo,
em rapida expansdo e que tem gerado, segundo Ethur et al (2011), a abertura de mercados
nacionais e internacionais. Em termos globais, do total de US$ 320 bilhGes em vendas anuais
de produtos farmacéuticos, o mercado de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 20 bilhGes
todos os anos, e esta em ascensdo (VALECIO, 2016). Estima-se que, dos medicamentos
aprovados entre 1981 e 2014 para uso clinico, cerca de 26% era oriundo de produtos naturais
ou derivados e 13% apresentavam grupamento farmacologico de origem natural (NEWMAN
et al., 2016).

Considerando a biodiversidade vegetal encontrada no Brasil, o pais possui altas
perspectivas para exploracdo econdmica de medicamentos. E um dos paises de maior nimero
de espécies do mundo, representando em torno de 19% da flora mundial, com expressiva
potencialidade genética e do nimero de espécies nativas, excelentes condicGes climética e
grande potencial hidrico, como as plantas medicinais provém dessa diversidade podem ser
aplicadas a qualquer classe socioecondmica (BENINI et al., 2011; GUILHERMINO, 2015).

Vale ressaltar que, o uso tradicional de plantas nem sempre fornece informacdes corretas
qguanto ao modo de preparo e aplicabilidade, em contraste aos produtos industrializados que
passaram por estudos clinicos. Dependendo da regido onde sdo utilizadas, as plantas possuem
diferentes denominacdes populares, favorecendo equivocos quanto a sua correta identificacdo
e com reflexos sobre a possivel acdo, indicacdo de uso e dose recomendada (ARAUJO, 2010).

O uso de plantas como medicamento requer orienta¢do adequada, para que seu uso nao
ocasione problemas a fisiologia do organismo. Consequentemente, € importante que seja
realizado o controle sanitario destes produtos e a conscientizagdo da populagdo sobre seus
riscos, visto que, a ideia de que produto de origem natural ndo faz mal a satde ainda se encontra
amplamente disseminada (CARVALHO,2007; VASCONCELOQOS et al., 2010).

Produtos de origem natural oriundos de plantas, s&o uma fonte importante para o
desenvolvimento de novos medicamentos, pois apresentam uma vasta fonte de compostos

biologicamente ativos contra diversas doencgas, incluindo infecgbes parasitarias. Além da
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utilizagdo como fitoterapicos, também estéo presentes em alimentos nutracéuticos, edulcorante
e aditivos alimentares (SIMOBEN et al., 2018; KUPPUSAMY et al., 2015).

Devido a necessidade para o desenvolvimento de novos farmacos contra a
esquistossomose, principalmente oriundos de fontes naturais, tem-se intensificado nos ultimos
anos a busca por potenciais agentes esquistossomicidas (DE MORAES et al., 2012). O
tratamento para esquistossomose tem como finalidade sua cura, reducao da carga parasitaria do
hospedeiro, impedimento da evolugéo para as manifestacfes graves da doenca, minimizacéo de
producdo e eliminacdo dos ovos do helminto como uma forma de prevencdo priméaria da
transmissdo (SOUZA et al., 2011).

Essa nova perspectiva terapéutica pode estar associada a base dos produtos naturais.
Estudos tem demonstrado a a¢do do uso de produtos naturais no controle de doencas (CHE et
al., 2019). O aumentou do uso de produtos naturais teve um impulso durante a pandemia de
COVID-19. (BRUSH et al., 2020; BRUSH et al., 2021).

Ll etal., (2017), ao revisarem 0 uso de produtos naturais como dietéticos na prevencao
do cancer de mama, identificaram que produtos naturais e seus componentes bioativos, soja
(genisteina e daidzeina), romd (ellagitannins), mangostdo (mangostina), frutas citricas
(naringina), mag¢a (2a-hidroxiurélica), uva, manga, vegetais cruciferos (isotiocianatos),
gengibre (gingerdis e shogadis), alho (compostos organosulfurados), cominho preto
(timoquinona), macrofungos comestiveis (polissacarideos) e cereais apresentam efeitos
anticancer de mama associados a diversos mecanismos na reducdo da doenca.

Momtazi-Borojeni et al., (2019), também demostraram o uso de produtos naturais
dietéticos com acdo sobre a reducdo de niveis elevados de lipoproteina(a) plasmatica (Lp(a))
na qual estd associada ao risco de doenga cardiovascular (DCV). Rondanelli et al., (2021),
demostram a partir de uma piramide alimentar que o uso de produtos naturais previne a perda
0ssea, demostrando resultados promissores a partir destes produtos naturais.

Dentre os produtos naturais, podemos destacar a prépolis verde e Dysphania

ambrosioides, ambos tem apresentado resultados promissores frente a diversas doencas.

2.4 Dysphania ambrosioides: Taxonomia e caracteristicas botanicas-geograficas
2.4.1 Taxonomia de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants
A espécie botanica Chenopodium ambrosioides, conhecida atualmente como Dysphania

ambrosioides, era pertencente ao género Chenopodium, correspondente a um taxon grande e
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morfologicamente variavel de ervas anuais e perenes (FUENTES-BAZAN et al., 2012) (Figura
9). O género Dysphania expandiu-se por razdes morfoldgicas, passando a compreender todos
os taxons de Chenopodium. E através de estudos moleculares a circunscricdo do género
Dysphania tornou-se amplamente aceita (VERLOOVE, 2013).

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Diviséo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Caryophyllidae

Ordem: Carvophyllalles

Familia: Chenopodiaceae

Género: Dysphania R. BR.

Espécie: Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants

Segundo Plants Database (2019), atualmente, a distribui¢do da espécie é a seguinte:

Figura 9. Espécie vegetl Dsphania amosioides. (Godinho, 2019)

2.4.2 Caracteristicas morfologicas da espécie Dysphania ambrosioides (Aspectos
macroscopicos)

Dysphania ambrosioides (L.) é conhecida popularmente como mastruz, erva-de-santa-
maria ou mastruco (MESSIAS et al., 2015). E uma erva que atinge até 1 m de altura,

apresentando bastante ramificacdes (Fig. 10A). As folhas séo alternas, alongadas, com bordas
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denteadas, apice agudo, pilosas de tamanhos diversos, as maiores ficam na parte inferior e
apresentam peciolo curto, as menores ficam localizadas na parte superior da planta (Fig. 10B,
10C). Possuem cheiro forte e caracteristico. A inflorescéncia é do tipo racemosa, apresentando
flores pequenas, de cor verde (10C). As sementes sdo numerosas, esféricas, de cor preta e ricas
em 6leo (10D) (SOUSA et al., 2004; LIMA et al., 2006).

D &
s 5 <]

Figura 10. Dysphania ambrosioides. A. Habito; B. Face adaxial da folha; C. Folhas e inflorescéncia; D.
Sementes. Fonte: Modificado de NASCIMENTO (2014).

2.4.3 Distribuicao geografica da espécie Dysphania ambrosioides

Esse vegetal apresenta ocorréncia em regides de clima tropical, subtropical e temperado,
dessa forma, com ampla distribuicdo no mundo. No Brasil, a espécie é considerada endémica,
sendo um vegetal que apresenta dominios fitogeograficos por todo territério brasileiro (Figura
11) (CHEVALLIER, 1996; SENNA, 2015).
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Figura 11. Distribuicao de Dysphania ambrosioides pelo Brasil. (Rodrigues, 2020).

2.4.4 Propriedades farmacoldgicas de Dysphania ambrosioides

Diversas propriedades farmacoldgicas da espécie vegetal D. ambrosioides ja foram

comprovadas cientificamente, conforme sumarizado na Tabela 1.

Tabela 1. Potencial farmacoldgico das folhas de Dysphania ambrosioides comprovado

cientificamente.

Potencial Produto Tipo de . , . Autor,an
o] e . Efeito farmacologico
farmacoldgico utilizado Ensaio o
Rodrigue
Efeito sobre cercarias, s, 2021;
Anti- Extrato In vitro vermes adultos, na fase Silva,
esquistossomose hidroalcodlico In vivo imatura do verme e a¢do 2012;
imunomoduladora. Kamel et
al., 2011
Efeito anti-tumoral nas .
1. L. Nascimen
. Extrato . formas solida e ascitica de
Anti-tumoral . o In vivo . to et al.,
hidroalcodlico Ehrlich.
2006
. Inibi¢do do crescimento de
. . Extrato In vitro . .
Anti-plasmodio . 1 . Plasmodium falciparum Cysne et
hidroalcodlico In vivo , ;
em células infectadas; al., 2016
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Aumento na sobrevida e
diminuicao da parasitemia
em animais infectados com

Plasmodium berghei.

Reducgao
dos biofilmes de C.
o Extrato . . A
Anti-fungico . 1 In vitro albicans, sem evidéncia de Zago et
hidroalcodlico . o
efeitos citotoxicos. al., 2019
Aumento do recrutamento
e da atividade de Cruz et al.,
Imunoestimulant Extrato In vitro macréfagos e recrutamento 2007
e hidroalcodlico In vivo celular para orgaos
linfoides secundarios.
Efeito anti-inflamatério e
imunoestimulante, com
Tratamento da RS .
. diminui¢do do peso e da Da Silva
Cistite Extrato . . .
.. . o In vivo hemorragia da  bexiga, etal.,
Hemorragica hidroalcodlico . -
aumento da proliferacdo de 2015
células linfoides.
anti-artrite Extrato In vivo Agdo anti-artrite com Pereira et
hidroalcodlico redugdo das citocinas IL-6 al, 2018;
e TNF-a, da dor e da Calado et
inflamagéo sinovial. al., 2015.
Baixa Extrato In vivo Efeito no tratamento sub- Pereira et
Toxicidade hidroalcodlico cronico nio sendo letal e al., 2010
ndo induzindo alteracdes
toxicas.
Efeito no relaxamento do
endotélio da aorta isolada
~ Extrato e de rato, possivelmente
Acdo no ~ . .y
o fragdes de . associado aos receptores Assaidi et
endotélio da In vivo , . .
. acetato de muscarinicos e canais de al., 2019
aorta isolada de . . ..
etila e metanol potassio ativados
rato
por Ca 2+.
N N Pinheiro
Indugdo de neoformagio e ot al
remodelacdo Ossea. Efeitos 201 7'f
sobre as populacdes ’
C Penha
celulares do tecido 6sseo e
Extrato aquoso . etal.,
Regenerador . sobre o metabolismo
, e Extrato In vivo , « 2017,
0sseo . o 0sseo, com alteracdo de
hidroalcodlico , . Soares et
proteinas e enzimas
, ~ al., 2015;
sanguineas. A¢do na D,
reven¢ao de perda e na Pinheiro
P re eiera 5(1;) Ossea Neto et
generag ' al., 2017
NPT Extrato . . NPT .
Giardicida . o1: . Atividade giardicida dos Neiva et
hidroalcoodlico In vitro
extratos al., 2011

€ aquoso



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acetic-acid-ethyl-ester
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/acetic-acid-ethyl-ester
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/muscarinic-acetylcholine-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/muscarinic-acetylcholine-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/potassium-channel
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/potassium-channel
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Extrato .
AQU0SO Os extratos avaliados
4 1e induzem efeito hipotensivo -
Hipotensora metanélico, In vivo ue pode estar Assaidi et
p acetato de etila . quep . al., 2014
~ parcialmente associado aos
e fragdes . ,
seus efeitos cardiacos.
aquosas
Eficacia moderada sobre as
formas i ..
P r.omastlgotas Patricio
Extrato de Leishmania
. L. et al,
hidroalcoolico, . amazonenses; Extrato
. . . - In Vitro . L1 Ny 2006;
Leishmanicida fragdes acetato . hidroalcoolico ¢ fragdo .
. In vivo . . Reis et
deetilae etila possuem efeito
. . . al., 2014
cloroférmica terapéutico anti-
Leishmania na infecgéo in
vitro de macrofagos.
Efeito parasitario contra H. .
. Zamilpa
contortus; Efeito ot al
Extrato parasitario contra 201 8’
Nematicida/ hexano; In vitro Xiphinema index; Insuna’e ;
Anti-helmintico Extrato In vivo Atividade sobre al. 2001
metanolico nematodides " ’
astrointestinais (H Jabbar et
& ' al., 2007.
contortus).
Efeito anti-inflamatdrio no
Extrato edema de orelha induzido
Anti- etandlico; por formalina, cicatrizante; Grassi et
inflamatorio, Extrato . Redug¢do do numero de al., 2013;
. . . . o In vivo ~ ..
anti-nociceptivo hidroalcodlico contor¢des abdominais Mendes,
e cicatrizante e extrato induzido por acido acético; 2011.
aquoso Atividade no reparo
tecidual eficiente.
Eficécia na supressdo .
. Extrato . , up .. Ain et al.,
Efeito ‘1s In vivo reversivel da fertilidade
r . metandlico . 2018
antifertiidade masculina

H& também propriedades ja descritas para o 6leo extraido das partes aéreas, como

mostrado na tabela 2

Tabela 2. Potencial farmacologico do 6leo essencial das folhas de Dysphania ambrosioides comprovado

cientificamente disponivel na literatura.

Potencial Ensaio Efeito farmacologico
farmacolégico experime Autor
ntal
Inibi¢cdo da bomba de efluxo em
. . 1S-58s; Ativi .
Antibacteriana, Staphylococcus aureus 1S-58s; Atividade Lima et
. . sobre Streptococcus
esquistossomic . . . , . al., 2017;
. o or In vitro sobrinus e Enterococcus faecalis, eficacia
ida e citotoxica . . ~ : . Soares et
significativa na agdo esquistossomicida em al. 2017

vermes adultos, sendo que na toxidade
avaliada o 6leo foi mais toxico para
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os vermes adultos de S. mansoni do que as
células GM 07492 - A.

.. In vitro Acdo anti-amoeba e contra Entamoeba Avila-
Amebicida In vivo histolytica Blanco et
al., 2014
Agao sobre Leishmania amazonenses, M;I;Zlme
Leishmanicida In vz.tro Efe1tq da nanoencocleagio Qe prlnglplos 2014,
in vivo ativos oleosos contra Leishmania ,
amazonenses. Machin et
al., 2019
Efeitos fungitoxicos sobre Aspergillus
flavus, Aspergillus glaucus, Aspergillus
niger, Aspergillus
Vermifugo In vitro ochraceous, Colletotrichum Jardim et
gloesporioides, Colletotrichum al, 2008
musae, Fusarium oxysporum e Fusarium
semitectum sugerindo-se o ascaridol como
esse potencial.
Denlove
Toxicidade contra as espécies C. maculatus et al.,
Inseticida In vivo e S. zeamais; Efeito toxico sobre M. 2010;
domeéstica. Pavela et
al., 2018

Visto o potencial farmacolégico ja relatado para D. ambrosioides como
imunomodulador, anti-protozoario, antimicrobiano, anti-inflamatoério e anti-esquistossomose,
essa espécie vegetal se torna importante alvo na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, principalmente farmacos que possam ser utilizados no tratamento da
esquistossomose, seja de forma isolada, seja em associacéo ao Praziquantel, visando aumentar
sua eficacia reduzindo seus efeitos adversos e a resisténcia do parasito. A associa¢do pode
também contribuir para o controle da reproducdo do verme e da oviposicdo, como forma de
melhor controlar os efeitos deletérios da esquistossomose nos seres humanos e animais
vertebrados. Dessa forma, a busca e identificacdo de espécies vegetais e de compostos
bioldgicos ativos como alvo profilatico ou terapéutico, torna-se de extrema importancia para o

controle da infeccdo por Schistosoma mansoni.

2.5 Propolis verde

A propolis é uma substéncia elaborada pelas abelhas, é constituida a partir de diferentes
partes das plantas, tais como, folhas, brotos, gomas, flores, cascas e exsudatos resinosos,

enzimas salivares, cera, pélen, além de conferir revestimento da colmeia (PARK et al., 2002;
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TORETI et al., 2013; GREENAWAY et al., 1990). A palavra propolis tem origem grega e
significa “pro” defesa e “polis = cidade (WAGH, 2013).

A Propolis verde é um material elaborado por abelhas da espécie Apis mellifera, que
fragmentam apices vegetativos de Baccharis dracunculifolia, este material € utilizado
popularmente no tratamento da tuberculose, Ulcera duodenal, distirbios gastricos, redugdo da
febre, doencas inflamatérias, analgésico, anticancerigeno, bem como por sua atividade
antimicrobiana (SFORCIN et al., 2001; SALATINO et al., 2005).

A propolis é um material resinoso de composi¢do quimica complexa sendo na maioria
das vezes composta de 50% de resina, 30% de cera, 10% de 06leos essenciais, 5% de polén e
outras 5 % de substancias que incluindo minerais e acidos fendicos (cindmico e o cafeico), ou

seus estéres, flavonoides, terpendides, esteroides, aclcares e aminoacidos (BANKOVA, 2005).

2.5.1 Propriedade anti-inflamatoria e mecanismos imunomoduladores da prépolis

Existem diversos estudos descrevendo a propolis como um produto com efeito anti-
inflamatorio e imunomodulador nas respostas imunes. A a¢do anti-inflamatoria da prépolis foi
relatada em modelos experimentais in vivo tanto em seres humanos quanto em modelos
murinos. Em seres humanos, Silveira et al., (2022) demonstraram que pacientes que receberam
200 mg/dia de EPP-AF® por 4 semanas, apresentaram uma reducao significativa de citocinas
pro-inflamatorias, IFN-y, IL-13, IL-17, IL-1ra, IL-8 e TNF-o e mudancas significativas foram
encontradas nos niveis de PCR-Hs. Conte et al., (2021), avaliando o efeito da prépolis sobre a
resposta inflamatéria em individuos PVHA, identificaram que o tratamento ndo alterou a
producdo de citocinas plasmatica e a producdo de citocinas pelas células mononuclear de
sangue periférico, entretanto, foi detectado aumento da expressdo de Foxp3 e aumento na
proliferacdo de linfdcitos.

Hori et al., (2013) identificaram que o Extrato Padronizado de Propolis (EPP-AF®)
reduziu a secrecdo da citocina IL-15 em macrdéfagos o que segundo os autores, pode estar
associada com uma reducéo na ativacdo da protease caspase-1, além disso, relataram que uso
de EPP-AF® na concentracdo de 30 ug/mL ndo apresentou toxicidade ap6s 18 horas de
tratamento. O extrato etanolico de propolis mostrou efeito anti-inflamatério com mecanismos
associados sobre o rolamento e adesdo de leucocitos na microcirculagdo mesentérica, assim
como na inibi¢do de mediadores como TNF-a, IL-1B, CXCL1/KC e CXCL2/MIP-2, reduzindo
a quimiotaxia de neutrofilos induzida por CXCL2/MIP-2 sem dados a viabilidade celular, assim
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como reducgdo do influxo de calcio induzido pelo mediador CXCL2/MIP-2. No estudo, as
concentragfes de propolis avaliadas ndo alteraram a expressdo de CXCR2 por neutrofilos
(BUENO-SILVA et al, 2016).

Hsieh et al., (2018), identificaram in vitro que o extrato alcoolico de propolis ocasionou
a inibicdo de IL-1B e reducdo do fator nuclear kappa B e a producdo de espécies reativas de
oxigénio, assim como a inibicdo do inflamassoma NLRP3. Na andlise in vivo, 0s autores
identificaram que a prépolis atenuou 0 aumento de neutrofilos no periténio e os niveis de IL-
1B, caspase-1 ativa, IL-6. Kashiwakura et al., (2020), evidenciaram in vitro que o tratamento
da propolis induziu a supressdo em baséfilos de IgE/antigeno de IL-4, IL-6 e IL-13 e inibiu a
fosforilagdo das moléculas sinalizadoras FceRI Lyn, Akt e ERK. In vivo, a propolis ndo afetou
a populacdo de basofilos, mas inibiu a IgE-CAI. A inducdo por ovalbumina na anafilaxia
intestinal que envolve a reacdo de basoéfilos e producdo de IL-4 os autores identificaram que
apos tratamento com prépolis foi atenuada.

Shimizu et al., (2019), investigando o extrato de prdopolis no modelo in vivo de colite
induzido por DSS, demonstraram que 0 extrato suprimiu a colite induzida por DSS. Sendo
identificado o efeito da propolis na atenuacdo da perda de peso, encolhimento do célon, niveis
plasmaticos aumentados e aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatorias TNF-o, IL-6 e IL-
17a. Camundongos machos Wistar tratados com prépolis apresentaram reducdo do edema de
pata por carragenina e reducdo dos niveis de PGE2, TNF-a, MPO e malondialdeido e aumento
das atividades enzimaticas de SOD, CAT e GPx (BOUFADI et al., 2021). Boufadi et al., (2014),
demonstraram a inibicdo da MPO, o que pode estar associado ao efeito anti-inflamatério da
propolis.

Hu et al., (2005), demonstraram o efeito anti-inflamatorio da prdpolis sobre o vazamento
de vasos capilares toracicos em camundongos, reducdo do edema de pata e pleurisia induzidos
por carragenina, além da reducdo do edema pulmonar agudo. Estes mecanismos anti-
inflamatorios podem estar associados a diminuicdo de PGE2 e NO. Na inducdo de artrite
induzida por adjuvante completo de Freund (FCA), o tratamento com propolis aumentou IL-6,
mas ndo apresentou efeito sobre os niveis de IL-2 e IFN-y.

A administragdo de propolis resultou na redugéo nos niveis séricos de E-selectina, SGPT
e creatinina, assim como na reducdo da expressao de E-selectina identificada a partir de exames
histopatoldgico e imuno-histoquimico, efeitos anti-inflamatorios associados ao efeito protetor
da propolis (REDHNO et al., 2022).
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Bachiega et al., (2012), demonstraram que a prépolis ndo afetou a viabilidade celular
sobre macrofagos, estimulou o aumento de IL-1f e inibiu a producgdo de IL-6 e I1L-10 por
macrofagos peritoneais, mesmo na presenca de LPS. Conti et al., (2015), avaliando amostras
de propolis do Brasil, Cuba e México, os autores identificaram que as amostras de propolis ndo
afetaram a viabilidade celular de mondcitos humanos. No estudo foi visto também que, a
propolis brasileira estimulou a produgdo de TNF-a ¢ IL-10, a propolis cubana induziu a
producdo de TNF-o ¢ inibiu a producdo de IL-10 enquanto a prépolis mexicana inibiu a
producdo de TNF-a ¢ estimulou a produgao de IL-10, efeitos estes associados as viabilidades
quimicas das amostras, ocasionando mecanismos de acdo diferentes, com efeitos pré ou anti-
inflamatorios.

In vitro, Tao et al., (2014), demostraram que a propolis aumentou a funcdo fagocitica
de macrofagos e a liberagdo de IL-15, IL-6 e IFN-y. Dados in vivo do mesmo estudo
demonstraram a inducdo de concentragdes mais altas de 1gG, IL-4 e IFN-y no soro e as taxas
de proliferacdo de linfdcitos esplénicos o que pode estar associado sobre o efeito da imunidade
humoral. Foi visto o efeito da propolis também sobre a supressdo do crescimento tumoral, e
uma imunoestimulacéo de células T CD4*/CD8" e no nlimero total de células T auxiliares em
camundongos (KIMOTO et al., 1998).

A propolis estimulou IL-1p e os receptores TLR-2 e TLR-4 em macr6fagos peritoneais
de camundongos. No baco, também ocorreu regulacdo na expressao de TLR-2, TLR-4 e na
producdo de citocinas IL-1p e IL-6, efeitos estes associados a modulagdo dos mecanismos da
resposta imunologica inata (ORSATTI et al., 2010). Fischer et al., (2007), demonstraram
também que a prépolis aumento dos titulos de anticorpos neutralizantes.

Orsatti et al.,, (2010), estudaram os efeitos imunomoduladores da prépolis e
identificaram que macrofagos peritoneais tratados com prépolis aumentaram a secrecao de IL-
1B e a expressdo de TLR-2 e TLR-4. Em células do bago, os autores identificaram que a
expressao dos receptores TLR-2 e TLR-4 assim como a producédo das citocinas IL-1p ¢ IL-6
foram reguladas positivamente. Song et al., (2020), avaliando a indugdo de H. pylori sobre
células gastricas de adenocarcinoma humano in vitro, observaram que ap0s tratamento com
propolis, a producdo de IL-8, IL-12, IL-1B, TNF-a, COX-2 e Oxido nitrico diminuiu
significativamente. A propolis também apresentou atividade sobre a eliminagdo de radicais
livres, aumentou a expressdo de proteinas e mMRNA de enzimas antioxidantes, como HO-1,
NQO1, GCLM e SOD1.
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Estudos demonstraram que a propolis em modelo experimental in vivo sobre helmintos,

foi capaz de reduzir os niveis de IL-10, IgE, 1gG e os niveis séricos de ALT, AST e

hidroxiprolina hepatica, dados imuno-histoquimicos demonstram também o efeito da propolis

sobre a expressao de colageno tipo 1V (EI-SISI et al. 2011). Em conjunto esses resultados

demonstram o efeito promissor da propolis sobre a resosta imunoldgica e bioquimica.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do uso de produtos naturais imunomoduladores em camundongos

infectados por Schistosoma mansoni

3.2 Especificos

Avaliar se 0 uso do EHDA, EHDA+PZQ e do EPP-AF® impediu o desenvolvimento
da infeccdo na fase aguda;

Avaliar o numero de ovos retidos no figado e intestino de camundongos infectados por
S. mansoni ausente de tratamento e tratados;

Avaliar se 0 EHDA a associacdo (EHDA+PZQ) e EPP-AF® apresentaram efeito em
melhorar o quadro histopatoldgico;

Investigar as alteracBes histomorfométricas no figado, intestino e rim dos grupos
infectados ausente de tratamento e tratados;

Investigar o perfil leucocitéario ao 30 e 90 dias pos tratamento em animais infectados;
Investigar a ocorréncia de eosinofilia sanguinea;

Avaliar a expressdo de IgE Total;

Avaliar a expresséo de citocinas dos padrdes Thl, Th2, Th17 e Treg no soro e baco de
camundongos infectados por S. mansoni ausente de tratamento e tratados;
Imunofenotipagem de células no baco de camundongos infectados por S. mansoni

ausente de tratamento e tratados;
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4. RESULTADOS

4,1 CAPITULO I

O uso de Dysphania ambrosioides associada ou nao com
Praziquantel reduz a carga parasitaria e danos inflamatorios
na esquistossomose experimental

O trabalho avalia pela primeira vez a eficacia do wuso
prolongado do extrato de D. ambrosioides e de sua associacio a
um farmaco antiparasitario in vivo sobre a infeccio por S.

mansoni.

Trabalho sera submetido no periédico Frontiers in Immunology, em 2024.


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
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RESUMO

Introducdo: As doencas parasitarias representam um dos maiores problemas de satde publica
em varios paises, tornando necessaria a busca por novas estratégias terapéuticas e estas
alternativas podem estar baseadas na utilizacdo de produtos naturais. A espécie vegetal D.
ambrosioides tem se mostrado promissora no tratamento de infec¢des, como as helminticas,
entretanto, varios mecanismos de acdo sobre seus efeitos sobre helmintos ainda permanecem
desconhecidos.

Obijetivo: Avaliar os efeitos do uso do extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides e
sua associagdo com Praziquantel no desenvolvimento da infecgdo por Schistosoma mansoni em
camundongos.

Materiais e métodos: Para o ensaio in vivo camundongos Swiss foram infectados com 70
cercarias de S. mansoni e separados em grupos de acordo com os tratamentos: Controle negativo
(CN - sem tratamento), controle positivo (PZQ - tratado com Praziquantel®), EHDA (tratado
com EHDA durante a fase aguda da infec¢do), EHDA+PZQ (tratado com EHDA associado a
Praziquantel durante a fase aguda da infecc¢do). Os animais tratados com o extrato isolado ou
associado ao Praziquantel receberam 5 mg/kg por via oral durante 30 dias por gavagem, ambos
tratamentos tiveram inicio apés a infeccdo. O estudo incluiu um grupo SHAM (ndo infectados
e ndo tratados). Antes da eutanasia, 0s animais, tiveram exames de sangue realizado no intervalo
de 30 e 90 dias e contagem de ovos nas fezes realizada em intervalos de 5 dias. No 90° apés a
infeccdo, foi avaliado o nimero de ovos no figado e intestino; histopatologia do figado, intestino
e rim; niveis de celularidade sanguinea, esplénica, medula dssea e peritoneal e de citocinas e
IgE no soro. Além disso, também foi determinada a expressdo de marcadores celulares no baco,
e 0s niveis de citocinas no sobrenadante de culturas de células esplénicas.

Resultados: EHDA e EHDA+PZQ reduziu o nimero de ovos nas fezes, figado e intestino, assim
como os danos teciduais no figado, intestino e rim, essa reducdo foi acompanhada da
diminuicdo da inflamacdo granulomatosa nos respectivos 6rgdos. O EHDA e EHDA+PZQ
reduziram leucdcitos e eosinofilia sanguinea apds 30 e 90 dias de infec¢do. O tratamento com
EHDA reduziu o nimero de linf6citos e aumentou os macréfagos e neutréfilos no bago. O
grupo EHDA+PZQ reduziu o numero de linfécitos e aumentou o numero de linfécitos B e
macrofagos. Em relacdo as citocinas no baco, o grupo EHDA reduziu a IL-6 e a IL-4. O grupo
EHDA+PZQ reduziu a IL-2, a IL-4 e a quimiocina MIP-1.

Conclusdo: Nossos resultados demonstram o efeito antiparasitario do EHDA e de sua
associacdo ao praziquantel (EHDA+PZQ). Efeito associado aos mecanimos imunomoduladores
e anti-inflamatorios durante a fase aguda da infec¢édo, o que promoveu um prognéstico benéfico
no decorrer da infeccdo.

Palavras-chave: Esquistossomose; Schistosoma mansoni; Inflamacdo granulomatosa;
Dysphania ambrosioides; Associagédo praziquantel



49

1 Introdugao

A esquistossomose € uma infeccdo causada por parasitas trematdédeos do género
Schistosoma (1, 2). Esta doenca infecto-parasitaria € considerada um grande problema de satde
publica em 78 paises. Afeta aproximadamente 240 milhGes de pessoas em regides tropicais e
subtropicais, com aproximadamente 700 milhdes de individuos vivendo em areas endémicas,
com alto risco de infeccdo (3, 2). Este elevado risco de infeccBes estd associado a factores
sociais, como a pobreza extrema e 0 saneamento inadequado, que contribuem para 0 aumento
das taxas de infeccéo (4, 5).

A doenca ocorre nas fases aguda e cronica. A fase aguda € caracterizada pela invasao de
cercarias e migracdo de esquistossomulos e vermes adultos para os tecidos do hospedeiro
humano, fase em que se inicia a oviposicdo. Apos a infeccdo, a fase inicial da resposta imune
estd relacionada ao mecanismo inato, mas alguns dias depois, a resposta imune adaptativa,
predominantemente Thl, é estabelecida. A resposta imune Thl é um estagio curto e mediada
imunologicamente por mediadores pré-inflamatorios, como as interleucinas IL-1, IL-12, IFN-
v € TNF-a (6, 7).

Em contraste, a fase cronica é caracterizada por uma mudanca para um perfil modulador
Th2 intensificado apds varias semanas. A resposta imune Th2 apresenta como principais
mediadores as citocinas IL-4, IL-13, IL-6, IL-10, IL-5 e IL-21. Durante a fase cronica da
esquistossomose também € possivel detectar niveis aumentados de anticorpos 1gG1, IgG4 e IgE
e de eosinofilos, baséfilos, mastocitos e macréfagos activados que desempenham um papel
crucial no controlo da infeccdo. Nesse periodo, as células inflamatérias sdo gradativamente
eliminadas, consequentemente substituidas por fibroblastos, o que pode causar calcificacdo dos
granulomas (6, 8, 7).

Para quimioterapia esquistossomatica, o Praziquantel (PZQ) tem sido o medicamento
de escolha ha mais de 30 anos (9, 10). No entanto, alguns estudos mostraram efeitos colaterais
deste medicamento, associados a baixa eficacia em vermes jovens, ha também evidéncias de
que 0 PZQ n&o previne a reinfeccdo e é ineficaz no ciclo de vida do parasita (11, 10, 12, 13,
14). O uso massivo deste medicamento como tratamento primario para esquistossomose
aumenta a preocupacao sobre a resisténcia dos vermes ao medicamento (15, 16).

Com base nessas descobertas e considerando a necessidade de encontrar novas

alternativas terapéuticas, os quais podem ter como alvos principais os produtos de origem
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vegetal. De fato, os produtos naturais sédo frequentemente estudados como fontes para a
descoberta do desenvolvimento de novos e inovadores fArmacos para o tratamento de doengas,
incluindo infec¢des parasitarias, pois apresentam variados metabdlitos com efeitos biologicos
(17, 18).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Imunofisiologia vem investigando, ha alguns
anos, o potencial terapéutico de espécies vegetais contra diferentes agentes infecciosos. Dentre
as espécies vegetais é possivel descrever Dysphania ambrosioides L. (Chenopodiaceae), um
arbusto herbaceo conhecido no Brasil como ‘mastruz’ ou ‘erva-de-Santa-Maria’ (19). Dados
experimentais obtidos pelo nosso grupo e por outros autores detectaram diversos efeitos como
antitumoral (20), imunoestimulante (21), antiesquistossomético e imunomodulador (22),
antiplasmodial (23), leishmanicida (24), anti-inflamatorio (25), antiartritico (26, 27) e
regenerador 0sseo (28).

Com base nisso, o presente estudo avaliou o efeito do extrato hidroalcodlico das folhas
de D. ambrosioides associado ao Praziquantel na evolugdo da esquistossomose em modelo

experimental.

2 Materiais e métodos
2.1 Material vegetal

O extrato hidroalcéolico das folhas de Dysphania ambrosioides utilizado neste estudo apresenta
analise da composicdo quimica ja publicada. Os compostos majoritarios encontrados no extrato

foram kaempferol e quercetina (Rodrigues et al., 2021).

2.2 Ensaio in vivo
2.2.1 Animais

No estudo, foram utilizados camundongos Swiss machos, com 2-3 meses de idade (35g),
oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo. Todos os procedimentos
foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
UFMA, sob o nimero 23115.002254/2020-18. Ressalta-se que, 0s experimentos foram

realizados por pesquisadores treinados.
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2.2.2 Infeccéo e tratamento dos camundongos

Camundongos Swiss (n=30) foram divididos em cinco grupos de seis animais cada,
sendo um grupo ndo infectado e quatro grupos infectados. A infec¢do dos animais foi realizada
com 70 cercérias viaveis de S. mansoni (estirpe LE) inoculadas por via subcutanea (29).

Os grupos experimentais estdo descritos da seguinte forma: Controle Limpo (CL)
Camundongos ndo infectados, utilizados como parametro fisioldgico saudavel (Figura 1A).
Controle Negativo (CN) Camundongos infectados, sem tratamento (Figura 1B). Controle
Positivo (PZQ) Camundongos tratados com Praziquantel na dose de 50mg/Kg, por via oral,
gavagem, o tratamento ocorreu no intervalo do 45° a 51° dias ap6s a infeccdo (Figura 1C) (30).
O tratamento com EHDA e EHDA+PZQ ocorreu durante 30 dias consecutivos, sendo iniciada
logo apds a infeccdo, a dose administrada foi de 5mg/Kg, por via oral por gavagem (Figura
1D).

Apos a infeccéo foi realizada a coleta de fezes dos animais nos intervalos de 0, 15, 30,
38, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 e 90 dias, para avaliar a cinética de ovos liberados. No dia
90 os animais foram eutanasiados e foi realizada a coleta de sangue, lavado peritoneal, medula

0ssea, baco, figado, intestino e rim.

Grupo: CL Grupo: CN Grupo: PZQ
A B c AVALIACAO
INFECCAO INFECCAO PARASITIOLOGICA
% o - 1 i I -
: <—FO—4 | lo] P —3
DIAS ? + Intervalos das analises i DIAS ? : ' Int:'arv:-:los das andlises |
DIAS | 1 In6culode 70 30 20 Inéculode 70 30 4551 PZQ via oral i
) 20 ;. cercarias . Corchrias "~ - Gavagem
D %ﬁxgg Grupo: ‘
i - i
% Tratamento * LEHBA B2
AVALIAGAO
PARASITOLOGICA
Via oral - i
Gavagem : s ¢ !
INFECCAO EHDA { EHDA + PZQ -
, (& s 33 —
) =
‘o’ 30 38 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
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Inéculo de 70 Intervalos das analises
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o

Delineamento experimental dos grupos tratados ou ndo. Controle limpo - CL (A), controle
negativo - CN (B), controle positivo — PZQ (C), EHDA e EHDA+PZQ (D). Fonte: Criado
com BioRender.com.
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2.2.3 Quantificacao de ovos de S. mansoni nas fezes e retidos no figado e intestino

A quantificagéo de ovos eliminados nas fezes ocorreu inicialmente com a obtengéo das
amostras, que foram pesadas e homogeneizadas com 10mL de solucdo tamponada de
formaldeido a 10%. Posteriormente foram submetidas ao microscopio optico para contagem de
ovos, sendo o resultado obtido da contagem convertido para ovos/grama de fezes (31). Para a
avaliacdo da estimativa do nimero de ovos retidos no figado e intestino utilizou-se a
metodologia descrita por (32), obtendo-se o lobo hepético direito e fragmento do intestino
delgado de cada camundongo apds a necropsia, com o auxilio da solucdo de hidréxido de

potassio (KOH 5%) o processo de digestdo individual de cada animal foi realizado.

2.2.4 Avaliagdo histopatologica e histomorfometrica dos granulomas do tecido hepético,
intestinal e renal

Amostras do tecido hepatico, intestinal e renal de cada animal foram armazenados em
formaldeido a 10% por 48 h. Apds fixacdo, todas as amostras foram lavadas e colocadas em
alcool 70%. Posteriormente as amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcool,
diafanizadas em xilol, e embebido em parafina, para posterior preparacdo das laminas
histoldgicas, que foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) (33). Os parametros
histopatoldgicos foram avaliados por microscopia de luz 6ptica. Os parametros histopatolégicos
analisados nas amostras foram: Quantidade de ovos, presenca de granulomas, extensdo de
granulomas, fibrose, lesdo tecidual, necrose, infiltrado inflamatério e congestdo vascular. A
avaliacdo destes parametros se deu através da classificacdo de pontuacGes como, ausente (0),
leve (1), moderado (2) ou intenso (3) (34), com adaptacbes. A analise histomorfometrica
(Contagem do numero e area dos granulomas) foi realizada com imagens de seis campos
aleatdrios por amostra histologica obtida em fotomicroscopio, modelo Zeiss Axio Scope.Al,

acoplado a um computador, utilizando o software ImageJ 6.0 (Bethesda, Maryland, EUA).

2.2.5 Analise de leucdcitos no sangue aos 30° € 90 ° dia

Ao 30° dia, foi realizada uma inciséo na ponta da cauda dos camundongos e coletado
aliquotas de 10uL de sangue. Ao final do 90° os animais foram eutanasiados e foi realizada uma
nova coleta de sangue (Aliquotas de 10uL de sangue). Em ambas as amostras de cada animal,
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foi realizado o preparado de esfregacos sanguineos para contagem diferencial dos leucdcitos.
Os esfregacos foram corados com um kit pandptico rapido (Laborclin, Brasil) (35).

2.2.6 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) no soro e no sobrenadante da cultura de bago

A quantificagdo de IL-10, IL-17, TNF-a, IgE Total no soro ¢ MIP-1 no sobrenadante da
cultura de baco foi quantificado pelo ensaio ELISA, usando kits disponiveis comercialmente e
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante (Bender MedSystems GmbH, Campus Vienna
Biocenter 2, 1030 Viena Austria). As informacdes disponiveis pelo fabricante das
concentragcOes de proteinas de combinagdo foram utilizadas para gerar a curva padrdo, esta
curva foi usada para converter as leituras de absor¢do das amostras em concentracdes de

proteina (em pg/mL).

2.2.7 Andlise da celularidade da medula 6ssea, bago e peritdonio

Para andlise das células do lavado peritoneal, as amostras foram obtidas e em seguida
centrifugadas com auxilio da centrifuga CitoSpin, apds centrifugacao as laminas foram coradas
com Kit panoptico rapido (Laborclin, Brasil), a contagem foi realizada com auxilio de
microscopio optico de luz (36). Para analise da celularidade da medula 6ssea, inicialmente o
fémur foi obtido, em seguida foi perfundido com 1mL de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS). Para obtencdo dos esplénocitos, o baco foi moido, as amostras foram filtradas e
ressuspendidas em 3mL de PBS. Apds isto, as suspensdes celulares foram fixadas e coradas
com cristal violeta de cristal na propor¢do de 9:1, com auxilio da cAmara de Neubauer e

microscopio Optico de luz as amostras foram avaliadas (21).

2.2.8 Avaliacdo da celularidade do bago por citometria de fluxo

Células do bago (1x10°) foram incubadas com anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos anti-CD3 conjugado a FITC, anti-CD19 conjugado a FITC, anti-F4/80 conjugado
a FITC, anti-CD170 conjugado a FITC e anti-LY6G conjugado a PERCP, seguindo as

recomendacdes do fabricante (BD Biosciences Pharmingen)
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, 0s resultados foram analisados pelo software Flow Jow®.

2.2.9 Cultura e quantificagao de citocinas pela técnica CBA

As células do baco (apds hemdlise) foram cultivadas em placas de 96 pogos (2 x 10° por
po¢o) em meio RPMI 1640 completo (Sigma, EUA) suplementado com 2 mM de L-glutamina,
23 mM de L-asparagina, 0,1 mM de piravico acido, acido félico 1 mM, estreptomicina a 1%
(100 pg/mL), penicilina G (100 U/mL) e 2% de soro fetal bovino. As células foram incubadas
por 48 horas a 37 °C e 5% CO2 (37). A expressdo de TNF-o, IFN-y, IL-6, IL-2, IL-10, IL-4 e
IL-17 foi quantificada no sobrenadante da cultura celular do bago através do kit Th1/Th2/Th17
usando a técnica de microesferas (beads) CBA (Cytometric Bead Array), seguindo as
informacd@es do fabricante (BD Biosciences). Os resultados foram adquiridos pelo citometro de
fluxo guava e apdés a leitura, os dados foram analisados com auxilio do software Flow Jow®.

Os valores serdo expressos em pg/mL para cada uma das citocinas, a partir das curvas padrao.

2.3 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do Software GraphPad Prism, versao 8.0
(Prism Software, Irvine, California, EUA). Os dados foram inicialmente avaliados pelo teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Utilizando analise de t de Student ou por analise de
variancia (ANOVA) com pos-teste de Bonferroni. Os resultados foram apresentados como

média + desvio padrdo. No estudo, foi considerado resultados significativos quando p < 0,05.

3 Resultados
3.1 O uso de EHDA reduziu o nimero de ovos nas fezes e retidos no figado e intestino

O uso do dia 0 ao dia 30 pos-infecgdo, com EHDA isoladamente ou em associa¢do com
PZQ, reduziu o nimero de ovos nas fezes dos animais infectados a partir do 50° dia pos-
infeccdo, com eficicia semelhante. A reducédo foi mais pronunciada entre 0 60° e o 75° dia pos-
infeccdo. Essa reducdo foi mantida até o 90° dia quando os animais foram eutanasiados (Figura

2A). Ao avaliar a area sob a curva (AUC), identificou-se que os grupo tratado com EHDA e
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associado com EHDA+PZQ, reduziu significativamente a area sob a curva em comparagdo ao

controle negtivo (Figura 2B).
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FIGURA 2

Efeito do EHDA e da sua associagdo ao Praziquantel (EHDA + PZQ) sobre o nimero de ovos liberados por
camundongos infectados por S. mansoni. Nimero de ovos nas fezes (A) e area sobre a curva (B). As fezes foram
coletadas nos intervalos do dia 0 ao 90 dia e avaliada a carga parasitaria de ovos secretados. Os valores
representam a média + desvio padrédo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparagdo ao controle negativo.
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3.2 EHDA reduz permanentemente o nimero de ovos no figado e no intestino

O tratamento com EHDA sozinho ou combinado com PZQ reduziu o nimero total de

ovos retidos no figado (Figura 3A) e no intestino (Figura 3B).

150000+ | |

100000+

50000+

Ovos/Figado

CN EHDA EHDA + PZQ

60000+ P

40000+

20000+

Ovos/Intestino

PZQ

CN EHDA EHDA + PZQ

FIGURA 3

Efeito do EHDA e da sua associagdo ao Praziquantel (EHDA + PZQ) sobre o niimero de ovos retidos no
figado e intestino de camundongos infectados por S. mansoni. Figado (A) e intestino (B). Fragmentos do
figado e intestino foram obtidos para avaliagdo de ovos retidos. Os valores representam a média + desvio
padrdo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparagdo ao controle negativo.
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3.3 O EHDA isolado ou associado ao PZQ (EHDA+PZQ) reduz parametros inflamatorios no
figado, intestino e rim

A histopatologia hepatica (Tabela 1), mostra que no CN alterou todos os parametros em
relacdo ao controle limpo. O tratamento com EHDA, reduziu a quantidade de ovos, extensao
do granuloma e fibrose O tratamento associado (EHDA+PZQ), reduziu a quantidade de ovos,
presenca de granulomas, extenséo de granulomas, fibrose e leséo tecidual, ambos tratamentos
em comparacdo ao controle negativo. Ao comparar os EHDA e EHDA+PZQ, foi possivel
observar que o tratamento associado apresentou efeitos, mas significativos.

O tratamento com EHDA ou em associa¢do com Praziquantel (EHDA+PZQ) reduziu o
namero de granulomas no figado em comparacdo com o controle negativo (Figura 4A). Foi
identificada uma reducao no dano aos hepatocitos no grupo EHDA (Figura 4D). Essa reducéo
pode estar associada a diminuicdo da fibrose, necrose e congestdo vascular, observadas nesse
grupo. Consequentemente, hd uma regulacdo da inflamacdo granulomatosa no figado,
resultando do possivel efeito hepatoprotetor do EHDA. Resultado semelhante foi identificado
no grupo EHDA+PZQ (Figura 4E).

A érea de granuloma no figado e (Figura 5A), foi reduzida nos grupos tratados com
EHDA ou com EHDA+PZQ em comparacdo ao controle negativo e ao grupo PZQ. Os
granulomas detectados nos grupos EHDA e EHDA+PZQ sdo semelhantes (Figura 5D e 5E),
mas mostraram uma organizacao diferente dos granulomas observados nos grupos controle
negativo (Figura 5B) e PZQ (Figura 5C).
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TABELA 1 Andlise histopatologica do figado de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, ndo tratados

ou tratados com EHDA e EHDA+PZQ.

Parametros Grupos
Avaliados
CL CN PZQ EHDA EHDA+
PZQ
Quantidade de ovos
3+0@ 2+0* 2+0* 1.3£1.3*
Presenga de granulomas
3+0@ 2+0* 2.6£0.5 1.6£1.3*
Extensdo do granuloma
3+0@ 2+0* 2+0* 2+1.5%
Fibrose 2+0@ 1+0* 1+0* 0.3£0.5%#2
Lesdo tecidual 3+00@ 2+0* 2.6+0.5% 2+0*
1.3+0.5@ 1+0 1+0* 1.3+1.3
Necrose
Infiltrado 3+0@ 240* 3+0% 3107
Congestdo 1.320. 13205 120% 1641
vascular 5

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao
controle limpo (CL); * p<0.05 em comparagao ao controle negativo (CN); #p<0.05 em comparag&o ao grupo PZQ;

8 p<0.05 em comparacdo aos EHDA ou EHDA+PZQ.
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FIGURA 4

Efeito do EHDA e da sua associa¢do ao Praziquantel (EHDA+PZQ) sobre o figado. NUmero de granulomas
hepaticos (A), fotomicrografias do tecido hepatico: Controle negativo (B), PZQ (C), EHDA (D) e EHDA+PZQ
(E). Cortes histoldgicos corados com HE (100X). Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais
por grupo. (*) p<0.05 em comparacdo ao controle negativo (CN).



60

50000

)

N

IN
o
o
o
T

20000

10000

Area de granuloma (mm

FIGURA5

Efeito do EHDA e da sua associagdo ao Praziquantel sobre o diametro dos granulomas hepaticos e fotomicrografias
do figado. Diametro médio de granulomas (A) e Fotomicrografias do tecido hepatico, controle negativo (B), PZQ
(C), EHDA (D) e EHDA+PZQ (E). Cortes histologicos corados com HE (100X). Os valores representam a média
* desvio padrdo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparacdo ao controle negativo (CN).
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A andlise histopatoldgica do intestino (Tabela 2), mostrou que a infec¢cdo aumentou
todos os parametros em comparagao ao grupo controle limpo. O tratamento com EHDA reduziu
a lesdo tecidual, necrose e infiltracdo celular, o tratamento combinado reduziu o numero de
0vos, 0 nimero de granulomas, dano tecidual, necrose e infiltracdo celular, em comparacéo ao
controle negativo. Comparando os tratamentos EHDA e EHDA+PZQ), foi possivel detectar que
o0 tratamento combinado apresentou um numero reduzido de ovos e area de granulomas,
nenhuma diferenca foi observada com outros parametros.

TABELA 2 Anaélise histopatoldgica do intestino de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, ndo tratados
ou tratados com EHDA e EHDA+PZQ.

Parametros Grupos
avaliados
CL CN PZQ EHDA EHDA+PZQ
Quantidade
de ovos 0 3+0@ 0.3+05* 2.3+0.5% 1.3+1.0%#a

Presenca de

granulomas 0 3+0@ 0.3+05* 2.3+0.5* 1.3£1.0**2
Extenséo do
granuloma 0 1.6+.05@ 0.3+0.5* 2.3+0.5% 1.3+1.0%2
Lesao
tecidual 0 3+0@ 1.3+0.5* 2.0+0* 1.3+1.0*
Necrose 0 1,3+0.5@ 0+0* 0+0* 0+0*
Infiltrado 0 3+0@ 1.6+0.5* 2.0* 1.6+£0.5*

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao
controle limpo (CL); * p<0.05 em comparagao ao controle negativo (CN); #p<0.05 em comparag&o ao grupo PZQ;
8 p<0.05 em comparacdo aos EHDA ou EHDA+PZQ.

A histopatologia renal (Tabela 3) mostrou que o tratamento com EHDA e EHDA+PZQ
reduziu o nimero de ovos, o niumero de granulomas, a area de granulomas e a infiltracdo celular
em comparacédo ao controle negativo. Nenhuma diferenca foi identificada entre os tratamentos
EHDA e EHDA+PZQ.
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TABELA 3 Analise histopatolégica do rim de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, ndo tratados ou
tratados com EHDA e EHDA+PZQ

Parametros Grupos
avaliados
CL CN PZQ EHDA EHDA+PZQ
Quantidade
de ovos 0 1.3+1.0@ 0+0* 0+0* 0+0*

Presenca de

granulomas 0 1.3+1.0@ 0+0* 0+0* 0+0*
Extenséo do
granuloma 1.1+.09@ 0+0* 0+0* 0+0*
0
Lesdo
tecidual 0 1.6+0.5@ 1+0* 1.3+0.5 1.0+0.8
Necrose 0 0,33+0.5@ 00 0+0 0+0
Infiltrado 0 1.6+0.5@ 1+0* 1.0+0* 1.0+0*

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao
controle limpo (CL); * p<0.05 em comparagéo ao controle negativo (CN); #p<0.05 em comparagéo ao grupo PZQ;
2p<0.05 em comparacdo aos EHDA ou EHDA+PZQ.

3.4 O uso de EHDA ou em associacdo com Praziquantel (EHDA+PZQ) reduziu parametros
leucocitarios na fase inicial e crénica da infec¢do por S. mansoni em camundongos

A infeccdo com S. mansoni reduziu o nimero de neutréfilos e aumentou o nimero de
linfécitos e eosindfilos em animais infectados nédo tratados (grupo CN) quando comparado ao
grupo CL no dia 30. O tratamento com EHDA reduziu o nimero de linfécitos e eosindfilos,
enquanto a combinacdo com Praziquantel (EHDA+PZQ) reduziu apenas o numero de
eosindfilos em comparacdo ao CN. N&o houve diferenca entre os grupos EHDA e EHDA+PZQ
(Tabela 4).

Em relagdo a porcentagem leucométrica no dia 90 (Tabela 5), o CN reduziu a
porcentagem de neutréfilos, ndo apresentou diferenca no numero de linfécitos e mondcitos e
aumentou o numero de eosinéfilos quando comparado ao grupo CL.

O uso de EHDA do dia 0 ao dia 30 pos-infec¢do reduziu o nimero de neutrofilos,
mondcitos e eosindfilos em comparacdo ao CN. O tratamento com a combinacdo (EHDA+PZQ)

ndo apresentou diferenca no numero de neutrofilos. No entanto, aumentou o0 ndmero de
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linfocitos e reduziu o nimero de mondcitos e eosinofilos em comparacdo ao CN. Em relagdo
aos grupos EHDA e EHDA+PZQ, foi identificado que o tratamento combinado aumentou o
numero de neutrofilos e linfocitos.

TABELA 4 Percentual total e diferencial das populac@es de leucécitos sanguineos em camundongos infectados
por S. mansoni e tratados nos primeiros 30 dias com EHDA ou em associacdo (EHDA+PZQ).

Grupos
Percentual
(%) EHDA
CL CN PZQ EHDA +
PZQ
Leucécitos 10 100 100 100 100
. 25,8
Neutrofilos a4 7,6 £5,1@ 11.0 £1.8 6,3 +7,1 12,4 £1,6
60,0 38,5
. r e 9 @ 9
Linfécitos 56 74,2 £3,9 68.0 +£3.9 £40.1% 75,2 £3,8
L . 9,6
Monécitos 418 6,6 £2,7 7.2+1.4 35444 6,2 +£2,7
4,8 N ; 4,6
. 7 b @ @ k# 9
Eosinofilos 17 11,6 £2,6 9.8 £0.8 3,6 £4,2 11w

Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao controle
limpo (CL); * p<0.05 em comparagdo ao controle negativo (CN); #p<0.05 em comparagdo ao grupo controle
positivo (PZQ).

TABELA 5 Percentual total e diferencial das populagdes de leucécitos sanguineos aos 90 dias ap6s tratamento
com EHDA ou em associa¢do (EHDA+PZQ) em camundongos infectados por S. mansoni.

Grupos
Percentual

(%) EHDA+

CL CN PZQ EHDA PZQ

Leucdcitos 100 100 100 100 100
, 30,6 14,4 12,4 5,8 .
Neutrofilos 154 12.9@ 6.0 17.0% 15,6 £6,0

58,2 75,2 28,4 71,8
. r e 2 :l: 2 2 2

Linf6citos 125 60,6 £4,2 17.4% 138.9¢ 17,5%
Y. 11,8 " 3,6 "

Monécitos £0.8 10,2 £1,6 6+3,4 5.1% 3,6 £1,3

0,2+ 15,2 4,6 2,0

o 7 > > > 2 + ES

Eosindfilos 0.4 +6,7@ 10.8% 10.7* 6,2 +4,3

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao
controle limpo (CL); * p<0.05 em comparacdo ao controle negativo (CN); #p<0.05 em comparagdo ao grupo
controle positivo (PZQ); 2 p<0.05 em comparacéo aos grupos EHDA e EHDA+PZQ.
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3.5 O uso de EHDA ou em associacdo com Praziquantel (EHDA+PZQ) reduziu a eosinofilia
sanguinea em camundongos infectados por S. mansoni
Avaliando especificamente a populagdo de eosinofilos (Figura 6), identificamos

variagOes entre os grupos nos intervalos de 30 e 90 dias. Os controles CN e PZQ antes do
tratamento, aumentaram o numero de eosinofilos no intervalo de 30 dias em comparagédo aos
grupos tratados com EHDA e EHDA+PZQ. No intervalo de 90 dias (p6s-tratamento) o controle
PZQ reduziu o numero de eosinofilos em relagdo ao grupo CN, assim como 0s grupos tratados
com EHDA e EHDA+PZQ.

Eosindéfilo 30 e 90 dias

25—
- CN

? 20— — PZQ
3
£ EHDA
C»C__G 154
§ 2 —e— EHDA+PZQ
» o
g @ 10+
ERS
N
(@] 5=

0]

Dias

FIGURA 6
Variagdo do numero de eosinofilos 30 e 90 dias. Os valores representam a média &+ desvio padrdo de 6
animais por grupo p<0.05.

3.6 Efeito do EHDA ou de sua associacdo com PZQ sobre a concentracdo serica de citocinas
no soro

A citocinas IL-10 apresentou aumento no grupo CN em comparagédo ao grupo CL. Com
relagdo aos grupos tratados, todos apresentaram reducdo em comparacdo ao grupo CN. A
citocina IL-17 apresentou aumento no grupo CN em relagdo ao grupo CL. Com relagéo aos
grupos tratados ndo houve diferenca em relacdo ao grupo CN. A citocina TNF-o ndo foi

detectada no soro em nenhum dos grupos avaliados. Graficos ndo apresentados.



65

3.7 O EHDA e sua associacdo com PZQ (EHDA+PZQ) néo alterou os niveis de IgE total no
soro

A concentracdo de IgE foi aumentada em CN, PZQ, EHDA e EHDA+PZQ em
comparacdo ao controle limpo (Figura 7). No entanto, ndo houve diferenca entre 0os grupos

tratados em comparacgdo aos animais infectados ndo tratados.
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FIGURA 7

Concentragdes séricas de IgE total de camundongos limpos e infectados por S. mansoni, ausente de tratamento ou
tratados com EHDA ou em associa¢do (EHDA+PZQ). Ao final de 90 o soro foi obtido para analise dos niveis IgE
total. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo p<0.05.

3.8 O uso de EHDA ou em associacdo com Praziquantel na fase inicial da infeccdo por S.
mansoni em camundongos reduziu a celularidade da medula 6ssea e do lavado peritoneal na
fase crénica

O uso de EHDA ou da associacdo EHDA+PZQ reduziu o nimero de células na medula
Ossea em comparacdo ao grupo CN, mantendo valores proximos aos observados nos animais
do grupo PZQ e mesmo no grupo sem infeccdo (CL) (Tabela 6).

Com relacdo a contagem total e diferencial de células peritoneais, o grupo PZQ
apresentou reducao no namero de leucdcitos, macrofagos, neutréfilos, eosindfilos e mastacitos,
sem alterar a populacgdo de linfocitos em comparacdo ao grupo CN. O tratamento com EHDA
ou em associa¢do com PZQ reduziu o nimero total de células peritoneais, bem como o nimero
de macrdfagos, neutrofilos, eosinéfilos quando comparado aos animais do grupo CN. Néao
foram observadas alteracBes nas contagens de linfécitos. O tratamento com EHDA ou em

associacdo (EHDA+PZQ) ndo apresentaram diferenca entre si (Tabela 7).
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TABELA 6 Contagem global de leucdcitos da medula 6ssea e bago de camundongos apés tratamento com EHDA
ou em associagdo (EHDA+PZQ)

Grupos
Orgios N
EHD EHDA+
CL CN PZQ A PZQ
Medula éssea 12
(x10%/mL) 0,66+0,6 ’ 1,0 £1,2%*
1,1 £0,2 15.2 +8,0@ « +1,4%

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao controle
limpo (CL); * p<0.05 em comparacdo ao controle negativo (CN).

TABELA 7 Contagem global e diferencial de leucécitos da cavidade peritoneal de camundongos apés tratamento
com EHDA ou em associa¢do (EHDA+PZQ)

Grupos
Célula
(x10%/ mm?) CN PZQ EHDA EHDA+
CL PZQ
Leucdcitos
2,8 10,2 20,3 +4,6@ 5,0 £0,5* 4,7 +6,8* 4,9 +32*
Macrofagos 2,1+0,6 12,8 +4,7@ 3,1+0,8* 2,3+2,7* 1,9 #1,9*
Neutrofilos 0,08 £0,06 3241,1@ 0,6 +0,2* 0,5 +0,8* 0,3 £0,2*
Linfécitos 0,04 +0,04 0,08 +0,08 1,7+28 0,18 +0,2
0,11 +0,1

Eosinofilos 0,0+0,0 1.4+0,6@ 0,3 £0,04* 0,2 +0,3* 0,08 +0,04*

Mastécitos 0,02+0,02 0.5 £0,3@ 0,7+0,4 0,1 +0,2** 0,2 +£0,2**

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagao ao
controle limpo (CLO; * p<0.05 em comparagdo ao controle negativo (CN); #p<0.05 em comparagdo ao grupo
controle positivo (PZQ).
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3.9. Os efeitos de EHDA e EHDA+PZQ sdo variaveis nas células esplénicas de acordo com as

subpopulagdes

Os grupos tratados com EHDA e EHDA+PZQ apresentaram celularidade reduzida em
comparagao ao CN. Os grupos EHDA e EHDA+PZQ mantiveram celularidade semelhante.
O tratamento com EHDA e EHDA+PZQ néo alterou o nimero de linfécitos em comparacao ao
grupo CN (Figura 8B), mas o tratamento combinado aumentou o ndmero de linfécitos B em
comparacdo aos outros grupos (Figura 8C). Os tratamentos com EHDA e EHDA+PZQ
aumentaram o numero de macrofagos em comparacdo ao grupo CN (Figura 8D), embora
nenhuma diferenca tenha sido observada em relacéo a esses dois grupos tratados. O tratamento
com PZQ reduziu o nimero de macrofagos em comparacdo ao grupo CN (Figura 8D). O
tratamento com EHDA aumentou os neutréfilos em comparacdo ao CN, mas ndo houve
diferenga entre EHDA e EHDA+PZQ (Figura 8E). O nimero de eosindfilos foi semelhante

considerando os animais infectados (Figura 8F).
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FIGURA 8
Celularidade e caracterizacdo fenotipica do baco de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni ndo tratados

ou tratados com EHDA ou EHDA+PZQ. Celularidade total (A) e caracteriza¢do fenotipica dos linfécitos T (B),
linfocitos B (C), macréfagos (D), neutréfilos (E) e eosindfilos (F). As células do baco foram obtidas ap6s eutanasia
aos90° dia. Os esplendcitos foram marcados com anticorpos especificos para caracterizacdo de cada subtipo
celular. Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo. (@) p<0.05 em comparagio ao
controle limpo (CL). (*) p<0.05 em comparacdo ao controle negativo (CN).



69

3.10 Efeito do EHDA e de sua associagdo com Praziquantel (EHDA+PZQ) sobre citocinas em
sobrenadante da cultura de células do bago

A infeccdo aumentou a concentracdo de TNF-a (Figura 9A) em comparagao ao grupo
CL, ndo havendo diferenca quando comparado aos grupos EHDA e EHDA+PZQ.

A concentracdo de IFN-y (Figura 9B) foi aumentada no grupo CN em comparagao ao
grupo CL. Em contraste, os grupos tratados com EHDA e EHDA+PZQ apresentaram um nivel
reduzido de IFN-y em comparagdo ao grupo CN. Nao houve diferenga entre os grupos EHDA
e EHDA+PZQ. Um resultado semelhante foi detectado em relacdo aos niveis séricos de IL-6

(Figura 9C). Houve um aumento nos niveis de IL-2 no grupo CN (Figura 9D).
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FIGURA 9

Efeito do uso de EHDA e da associacdo com Praziquatel (EHDA + PZQ) sobre as concentracdes séricas de
citocinas pré-inflamatérias em sobrenadante de cultura de células do bago. NF-a (A), IFN-y (B), IL-6 (C) e IL-2
(D). Valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagao ao controle
limpo (CL); * p<0.05 em comparacdo ao controle negativo (CN).

A IL-10 apresentou niveis elevados no grupo CN em comparacdo ao grupo CL, sem
nenhuma diferenca em relagdo aos outros grupos (Figura 10A). Nenhuma diferenga foi
identificada entre os grupos EHDA e EHDA+PZQ. A IL-4 foi detectada apenas no CN. A IL-

17 foi detectada apenas no grupo PZQ, dados ndo mostrados. As concentracfes da quimiocina
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MIP-1 foram avaliadas (Figura 10B); um aumento foi identificado no grupo CN em comparacéo
ao grupo CL. O grupo tratado em combinagéo (EHDA+PZQ) mostrou uma reducdo em relagéo

ao grupo CN. Nao houve diferenca entre os grupos EHDA e EHDA+PZQ.
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FIGURA 10

Efeito do EHDA e da associacdo com PZQ (EHDA + PZQ) sobre as concentragdes sericas de citocinas regulatérias
no baco. IL-10 (A) e quimiciona MIP-1 (B). Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por
grupo. @ p<0.05 em comparac¢do ao controle limpo (CL); * p<0.05 em comparagdo ao controle negativo (CN).

4 Discussao

Os resultados apresentados no presente estudo, mostraram que o uso de EHDA e sua
associacdo com Praziquantel (EHDA+PZQ) apresentaram efeito antiparasitario e
imunomodulador na fase inicial da infeccdo por S. mansoni, reduzindo o dano inflamatério na
fase cronica da infeccdo.

Em modelos experimentais in vivo avaliando toxicidade subaguda e subcronica, estudos
ja relataram que o uso oral de D. ambrosioides é seguro, uma vez que 0 extrato possui baixa
toxicidade, foi demonstrado também que doses de 5, 50 e 500 mg/kg de extrato de folhas de D.
ambrosioides durante o uso por 15 dias, via oral, ndo causaram letalidade aos animais nem
foram tdxicas para os animais experimentais. Os autores identificaram que todas as doses
aumentaram a celularidade na medula 0ssea. As doses de 50 e 500 mg/kg aumentaram o nimero
de células no linfonodo, e todas as doses reduziram a celularidade do periténio em comparacgéo
ao controle. Dados bioquimicos demonstraram que a concentracdo de 500 mg/kg reduziu os
niveis de albumina; e as duas doses mais altas reduziram as concentragdes de triglicerideos e
VLDL, sem alteragdo da AST em nenhum grupo (25). Outros autores mostraram a baixa
toxicidade para doses entre 5 a 50 mg/kg usando o extrato das flores de D. ambrosioides ap6s
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tratamento oral durante 15 dias. Neste caso, apenas a dose mais alta (500 mg/kg) causou baixa
ou moderada toxicidade ao figado e rim, sem qualquer efeito no coragdo (38). Da mesma forma,
0 uso de PZQ em modelos experimentais com animais ja apresentou baixa toxicidade (39, 40).

Sabendo-se que o0 a D. ambrosioides e 0 PZQ nédo apresentam efeitos toxicos em
concentragOes adequadas, avaliamos dessa forma o efeito do extrato isolado ou em associacio
ao farmaco PZQ na infeccédo por S. mansoni.

Os dados do estudo demonstram que o uso de EHDA e a combinagdo de EHDA com
PZQ diminuiu o nimero de ovos nas fezes na fase inicial da infeccdo, sendo detectado a
presenca de ovos a partir do 50° dia pos-infeccdo, demostrando que ambos tratamentos
diminuiram o aparecimento de ovos nas fezes. O opg de ambos 0s grupos se manteve inferior
a 500 ovos por grama de fezes durante a fase crénica (90 dias) da infec¢do. Nosso achado do
tratamento com EHDA, corrobora ao descrito por (22), que demonstram que o tratamento com
D. ambrosioides em diferentes fases da infeccdo por S. mansoni reduziu o nimero de ovos nas
fezes, com opg em torno de 200 ao final de 60 dias.

Nosso achado sugere que, o efeito do EHDA e da associacdo (EHDA+PZQ) na reducéo
do namero de ovos nas fezes possa estar associado a reducéo de parasitos juvenis na fase inicial
da infeccéo, ocasionando dessa forma, a redugdo de vermes adultos. Além disso, sugerimos que
este efeito possa estar associado principalmente a atividade bioldgica da D. ambrosioides, uma
vez que, o resultado do EHDA isolado foi semelhante a combinagdo do EHDA+PZQ, sugerindo
que, ndo houve efeito sinérgico satisfatério entre EHDA e PZQ em potencializar o efeito
antiparasitario para eliminar o parasito.

E descrito na literatua que a D. ambrosioides apresentou efeito dose-dependente in vitro
sobre cercarias e vermes adultos, com morte de todas as cercarias apds 180min e de vermes
adultos em 24 horas (22). In vivo, foi descrito que o o tratamento com D. ambrosioides na dose
de 1.250mg/Kg em camundongos infectados por S. mansoni reduziu em 53,7% o ndmero de
vermes (41). Além disso, foi evidenciado que o 6leo essencial de D. ambrosioides nas
concentracdes de 25 e 12,5 pg/ml apresentou efetividade na letalidade de 100% em pares de
vermes adultos de S. mansoni em 24 e 72 h, respectivamente (42).

Em relacdo ao Praziquantel, (43), evidenciaram que as fémeas sdo significativamente
mais resistentes a incubacdo com PZQ do que vermes machos. Apos a incubagcdo com
Praziquantel, vermes machos exibiram, além das degeneracdes tegumentar e subtegumentar, o

encolhimento muscular com vacuolizacdo generalizada. Estudos in vivo em camundongos
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demonstraram que vermes sobreviventes ao tratamento com Praziquantel, exibem reducgéo na
oviposicéo (44).

Em nosso estudo, ao avaliarmos o efeito da associacdo entre o extrato de D.
ambrosioides e o farmaco PZQ, evidenciamos que a associacdo ndo foi capaz de eliminar o
parasito durante a fase inicial da infec¢éo, mas reduziu o nimero de ovos nas fezes. Estudos
tem investigado mecanismos de potencializar a efetividade do farmaco Praziquantel, uma
dessas linhas de investigacdes esta baseada em avaliar o efeito sinérgico entre o PZQ e outros
farmacos ou com produtos naturais.

E descito na literatura que o efeito sinérgico in vitro do praziquantel com piplartina e
praziquantel com epiisopiloturina apresentaram atividade anti-helmintica contra vermes adultos
de S. mansoni, com forte efeito sinérgico entre as combinagdes de praziquantel (1,98 uM) com
piplartina (0,63 uM) com efeito esquistossomotico eficaz apresentando um IC 0,42 uM (45). O
efeito do PZQ associado também foi descrito no estudo de (46), que demonstrarm que a propolis
isolada e sua associacdo com praziquantel ndo foi capaz de eliminar o parasito, entretanto,
apresentou resultados positivos, promovendo nas alteracdes histoldgicas e bioquimicas.

No decorrer da oviposicdo, cerca de 60% dos ovos alcancam a luz intestinal e o restante
fica retido nos capilares da mucosa do intestino, ocasionando a morte do miracidio. Alguns
ovos permanecem retidos nesse local, ao passo que outros védo sendo carreados pela circulagdo
mesentérica até o figado, onde esbarram nos sinuséides hepaticos (47). A diminuicdo ou
inibicdo da oviposicdo gera grande interesse, visto que uma das caracteristicas da
esquistossomose € a formacdo do granuloma em diversos 0rgaos. A diminui¢do no namero de
ovos pode levar a uma diminuicdo na morbidade desta doenca, uma vez que, a resposta
inflamatoria aumenta devido as reacfes granulomatosas. Os granulomas hepaticos sdo
formados quando os ovos ficam presos no sistema porta do figado, enquanto os granulomas
intestinais tém papel central em auxiliar no transporte de ovos do parasito da vasculatura
mesentérica para o limen intestinal (48).

Quando avaliado o numero de ovos retidos no figado e intestino, os grupos EHDA e
EHDA+PZQ apresentam redugdo em comparacdo ao controle negativo, mas sem diferenca
entre si. Foi evidenciado que, o tratamento com D. ambrosioides em diferentes fases do
desenvolvimento na infecg@o por S. mansoni em camundongos, ocasionou redugdo no numero

de ovos no figado. Estes achados em conjunto, demostram o efeito positivo da D. ambrosioides
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em reduzir a carga parasitaria de ovos nas fezes, figado e intestino frente a infecgdo por S.
mansoni (22).

E descrito na literatura que alguns produtos avaliados como esquistossomicida
apresentaram o potencial de reduzir ou ndo o numero de ovos no figado e intestino. Foi
demostrado que a Carboximetilcelulose e silimarina, ndo ocasionaram a redugéo de ovos retidos
no figado e intestino na esquistossomose experimental (49). A espécie vegetal Ceratoniassiliqua
na dose de 300 e 600 mg/kg em modelo esquistossomotico in vivo, reduziu no nimero de ovos
no figado em 50 e 72,8% respectivamente (50).

Ao avaliarmos se 0 EHDA e EHDA+PZQ em animas infectados por S. mansoni conferiu
protecdo tecidual, evidenciamos no grupo EHDA reduziu os danos no figado, tais como:
quantidade de ovos, extensdo do granuloma, fibrose, necrose e congestéo vascular. No intestino,
houve reducdo do grau de lesdo tecidual, necrose e infiltrado. No rim, houve reducdo da
quantidade de ovos, presenca de granuloma, extensdo de granuloma, necrose e infiltrado
inflamatorio.

Nosso achado do figado corrobora ao descrito por (22), que demonstraram que 0
tratamento com D. ambrosioides durante 7 dias nas fases de esquistossdmulo cuténeo,
esquistossdbmulo pulmonar e vermes jovens, reduziu parametros teciduais no figado como:
infiltrado inflamatério, lesdo tecidual, presenca de granulomas e congestéo vascular. Durante o
tratamento da fase de vermes adultos e durante a oviposicédo, identificou-se reducdo somente
do grau de congestdo vascular. Este efeito protetor da D. ambrosioides nestes 6rgdos pode estar
associado ao efeito da quercetina como demostrado por (51), onde identificaram que a
quercetina reduziu a oxidacao, inflamacéo e preveniu a fibrose hepética. (52), relataram o efeito
protetor da quercetina na hepatotoxicidade e nefrotoxicidade induzidas pelo sulfato ferroso.

O uso da associacdo entre EHDA e PZQ, reduziu no figado a quantidade de ovos,
presenca de granulomas, extensdo de granulomas, fibrose e lesdo tecidual. No intestino, reduziu
a quantidade de ovos, presenca de granulomas, leséo tecidual, necrose e infiltrado inflamatério.
No rim, reduziu a quantidade de ovos, presenca de granuloma, extensdo de granuloma, leséo
tecidual, necrose e infiltrado inflamatdrio. Dados comparativos ao controle negativo. Esses
dados demonstram que o tratamento em associacdo apresentou mecanimo de agdo anti-
inflamatorio, promovendo a reducdo dos danos teciduais.

Ao verificarmos quais dos dois tratamentos reduziu mais danos teciduais, a associagdo

se mostrou mais eficaz, reduzindo os danos fibréticos no figado, assim como reduziu a
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quantidade de ovos, presencga e extensao dos granulomas no intestino, ndo sendo vista alteragoes
entre os grupos no rim. Tendo em vista a redugdo dos danos fibroticos, nossos achados sugerem
melhor efeito na protecéo tecidual do figado.

No figado, ao analisarmos a histomorfometria dos granulomas, identificamos que o
grupo EHDA e EHDA+PZQ reduziram o numero e area de granulomas em relagdo ao grupo
CN. Néo havendo diferenca entre os granulomas entre os grupos HEDA e EHDA+PZQ. (22),
identificaram que o tratamento com D. ambrosioides nas fases de esquistossomulo cutaneo,
esquistossomulo pulmonar e vermes jovens reduziu o nimero e area de granulomas no figado,
entretanto ndo foi observada redugdo do nimero de ovos no tratamento na fase de vermes
adultos durante a oviposi¢do, mas identificado a reducdo da area do granuloma.

Com relacdo a andlise das fotomicrografias, os grupos tratados com EHDA e
EHDA+PZQ apresentavam melhor organizacdo dos hepatdcitos, assim como, apresentavam
distingdo entre os granulomas do controle negativo. Sugerindo que, a alteragdo destes
granulomas esteja associada a reducao de danos fibroticos.

Em relacdo a imunopatologia do S. mansoni durante e ap6s a uso do EHDA e
EHDA+PZQ, foi identificado no intervalo do 30° dia, correspondente a uma fase aguda da
infecgcdo, que o EHDA reduziu o nimero de linfocitos e eosindfilos, enquanto a associagdo
(EHDA+PZQ) reduziu eosintfilos. Aos 90 dias, correspondente a uma fase cronica da
infecgdo, observou-se que o EHDA reduziu neutréfilos, mondcitos e eosinéfilos, a associa¢do
(EHDA+PZQ) ndo alterou neutrofilos, aumentou o nimero de linfécitos e reduziu mondcitos e
eosinofilos. Por outro lado, o controle negativo manteve o nimero de eosinofilos aumentado
nas duas analises

A infecgdo por S. mansoni é caracterizada por induzir uma forte resposta Th2 com alta
producdo de IL-4 e IL-13, sintese de IgE e eosinofilia (53). Representando menos de 5% dos
leucdcitos sanguineos em animais saudaveis, os eosinofilos de tecido e sangue aumentam
expressivamente durante infecgdes parasitarias, com isso, 0 numero de eosindfilos do sangue
periférico € aumentado sob a influéncia de IL-5, IL-3 e GM-CSF derivadas de células da
resposta imunologica Th2, o recrutamento dessa populacéo celular da circulagdo para tecidos
inflamados ou danificados ocorre pela quimiocina seletiva de eosinofilos, eotaxina (54). Em
modelo de infeccdo humana controlada por vermes machos de S. mansoni para o0
desenvolvimento de farmacos e diagnostico, identificaram que o numero de eosinofilos

aumentou em 11 de 17 (65%) voluntarios com pico entre as semanas 2 e 8 apds a infeccao (55).
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que os grupos tratados com EHDA e
EHDA+PZQ mantiveram a reducéo da eosinofilia sanguinea. Este resultado corrobora com o
descrito por (22), que ao avaliar o extrato de D. ambrosioides durante o tratamento por fases na
infeccdo por S. mansoni, identificou reducédo de eosinofilos em todos os grupos ao final de 60
dias. Essa reducdo de eosinoéfilos identificada em nosso estudo, pode estar associada a redugéo
da carga parasitéria.

Os nossos achados leucocitarios sugerem que o EHDA e EHDA+PZQ apresentaram
efeito imunomodulador e anti-inflamatorio durante a fase inicial da infeccdo, sugerindo que,
essa resposta imunoldgica positiva no hospedeiro vertebrado na fase inicial da infecgéo,
possivelmente tenha ocasionado a morte de parasitos ou possa ter ocasionado danos ao aparelho
reprodutor de alguns vermes, fatores sugestivos que podem estar associados aos achados
descritos como: reducdo de ovos nas fezes, reducdo de ovos retidos no figado e intestino,
reducdo no nimero e extensdo dos granulomas e reducdo de danos teciduais. Vale destacar
que, o perfil imunomodulador da espécie D. ambrosioides j& foi relatado por (20, 21, 22). Além
disso, estudos ja demonstraram o potencial efeito anti-inflamatdrio da espécie D. ambrosioides
(56,57).

Ao avaliarmos os niveis de citocinas no soro aos 90° dias, evidenciou-se que 0S grupos
EHDA e EHDA+PZQ apresentavam reducgdo dos niveis de IL-10, a IL-17 ndo apresentou
diferenca e os niveis de TNF-a foram indetectaveis em todos os grupos, dados em comparagio
ao controle negativo. Em relacdo os a expressdo de IgE Total, todos os grupos infectados,
tratados ou ndo apresentaram niveis aumentados.

Ao se analisar a celularidade da medula 6ssea e cavidade peritoneal, os grupos EHDA
e EHDA+PZQ mantiveram regulada a celularidade, com dados semelhantes ao controle limpo.
O controle negativo encontrava-se com a celularidade aumentada nas respectivas analises.
Dados do baco mostram que ambos os grupos tratados apresentaram efeito em regular o nimero
total de esplendcitos. Ao se avaliar a especificidade das células, o grupo EHDA imunoestimulou
macrofagos e neutrdfilos e o grupo EHDA+PZQ imunoestimulou linfécitos B e macrdfagos.

Foi descrito que o bago de camundongos tratados com D. ambrosioides durante as fases
do desenvolvimento da infecgdo por S. mansoni, que o tratamento aumentou o nimero total de
esplendcitos durante a fase de vermes jovens em comparacgdo ao controle negativo. Durante a
fase pulmonar e de vermes jovens, houve aumento no nimero de linfocitos B. O tratamento ndo

alterou em nenhuma das fases o nimero de macréfagos, entretanto, na fase de vermes jovens
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aumentou o namero de linfocitos T, tanto a populacdo de linfdcitos T helper e linfocitos T
citotoxicos. Em conjunto, esses dados sugerem que a D. ambrosioides imunomodula a resposta
imunolodgica a favor do hospedeiro vertebrado durante as fases iniciais e mantem o efeito sobre
as populacdes celulares durante a fase cronica da infeccdo por S. mansoni (22).

Estudos tem demonstrado o potencial da D. ambrosioides como imunoestimulante
celular. Este efeito foi relatado no estudo de (25), onde demonstraram que o extrato das folhas
de D. ambrosioides na toxicidade subcrénica induziu aumento da celularidade da medula 6ssea
e linfonodo. Efeito descrito também por (21), na qual os autores sugerem que este feito pode
ser decorrente da ativacdo da populacdo de macréfagos e do recrutamento de células pelos
orgdos linfoides secundéarios, como baco e linfonodos.

Com relacdo expressdo de citocinas no sobrenadante da cultura de bago, o grupo EHDA
manteve os niveis de TNF-a, IFN-y, IL-10 e IL-17 semelhante ao controle negativo e reduziu
IL-6 e IL-4. O grupo EHDA+PZQ manteve os niveis de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-10 e IL-
17semelhante ao controle negativo e reduziu IL-2, IL-4 e a quimiocina MIP-1. No estudo de
(22), os autores identificaram que as citocinas IFN-y, TNF-o ¢ IL-4 reduziram durante o
tratamento em todas as fases da infec¢cdo por S. mansoni. A citocina IL-17 reduziu durante o
tratamento nas fases cutanea, vermes imaturos e vermes adultos. A IL-10 apresentou aumento
durante o tratamento na fase pulmonar e vermes adultos, o que segundo os autores sugerem,
que o efeito anti-inflamatério da 1L-10 na fase aguda modulou positivamente a resposta
inflamatdria granulomatosa na fase crénica da infec¢do reduzindo os danos no tecido hepatico.

Diante dos resultados expostos, concluimos que, o uso do EHDA isolado ou em
associacao com Praziquantel apresentou efeito antiesquistossomotico associado aos efeitos
imunomodulador e anti-inflamatério. Os resultados sugerem o efeito do extrato desde a fase
inicial do tratamento, correspondente a fase aguda da infec¢édo, ocasionando a reducéo de ovos
nas fezes, assim como, a reducdo de ovos retidos no figado e intestino, regulacéo da eosinofilia
sanguinea, reducdo dos danos teciduais, inflamacdo granulomatosa em diversos 6rgaos e
regulacdo de mediadores inflamatorios. Este estudo esta entre os pioneiros em demonstrar
cientificamente o efeito do uso prolongado do mastruz sobre o desenvolvimento de uma
infeccdo parasitéria, assim como de sua associacdo a um farmaco. Dessa forma, nosso estudo
promove perspectivas futuras para novas investigacdes do seu potencial efeito terapéutico sobre

as infec¢Oes parasitarias.
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CAPITULO 11

O uso do extrato padronizado de propolis de Apis melifera (EPP-
AF®) reduz a carga parasitaria e o perfil inflamatorio durante
infeccdo por Schistossoma mansoni

O trabalho avalia pela primeira vez os mecanimos imunoldégicos do EPP-

AF® sobre a infec¢ao por S. mansoni.

Trabalho submetido no periédico Journal of Ethnopharmacology, em 2024.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacoldgica: Relatos da medicina popular destacam os efeitos benéficos do
uso da propolis verde sobre diferentes doencas, cientificamente, as propriedades
imunomoduladoras, anti-inflamatdrias e antioxidante ja foram comprovadas e estdo envoldidas
em uma série de efeitos no organimos. Embora a propolis tenha demonstrado efeito anti-
helmintico contra S. mansoni, os mecanismos imunologicos envolvidos nesse processo ainda
ndo foram elucidados na literatura. A esquistossomose mansoni é uma das principais doencas
infecto-parasitaria, apresenta apenas um Unico medicamento para controle, o Praziquantel. As
investigacbes de produtos naturais tém apresentado resultados promissores sobre diversos
parasitas, dentre os quais, 0 S. mansoni.

Obijetivo do estudo: Avaliar o efeito do extrato padronizado de propolis de Apis melifera (EPP-
AF®) in vitro e in vivo na infeccdo por Schistosoma mansoni.

Materiais e métodos: Inicialmente, foram realizados ensaios in vitro com vermes fémeas de S.
mansoni, expostos a diferentes concentragdes do extrato (250 pg/mL, 150 pg/mL e 50 pg/mL).
Para a avaliacao in vivo, camundongos Swiss foram infectados com 70 cercarias viaveis de S.
mansoni por via subcutanea e divididos em quatro grupos (n=6): grupo néo infectado (animais
sem infeccdo e sem tratamento), grupo infectado (animais infectados e sem tratamento), grupo
PZQ (animais infectados e tratados com Praziquantel) e grupo EPP-AF® (animais infectados e
tratados com prépolis na dose de 4,5mg/Kg durante 30 dias, via oral). Ap6s 90 dias, 0s animais
foram eutanasiados para a avaliacdo dos pardmetros parasitoldgicos, histopatologicos e
imunologicos

Resultados: O EPP-AF® reduziu a viabilidade dos vermes in vitro em todas as concentracfes
testadas, com efeito letal observado ap6s 36 horas na concentracdo de 250 pg/mL. No modelo
in vivo, o tratamento com EPP-AF® reduziu o nimero de ovos nas fezes, bem como aqueles
retidos no figado e intestino. Também foi observada uma reducdo nos danos histopatologicos
no figado, intestino e rim, além de diminuicdo do nimero e diametro médio dos granulomas.
Em relacdo a celularidade sanguinea, o EPP-AF® reduziu a eosinofilia aos 30 e 90 dias, sem
alterar as concentracdes de IgE total e as de IL-10 e IL-17 no soro. No baco, a fenotipagem
revelou que o EPP-AF® reduziu a expressdo de F480+ e estimulou a de CD170+, além de
diminuir as citocinas IFN-vy, IL-2 e IL-6, aumentar IL-10 e reduzir a quimiocina MIP-1,
Conclusdo: Este estudo demonstra que o EPP-AF® possui atividade anti-helmintica e
imunomoduladora eficaz contra as diferentes fases da infec¢do por S. mansoni. O EPP-AF®
reduziu a viabilidade dos vermes, diminuiu a carga parasitaria. Além disso, o extrato modula o
perfil inflamatdrio, reduzindo os danos histopatoldgicos e melhorando o quadro clinico da
esquistossomose.

Palavras-chave: Anti-inflamat6rio; Imunomodulador; propolis; Schistossoma mansoni.
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1. Introducio

A esquistossomose ¢ uma doenca infecto-parasitaria reconhecida como uma das doengas
tropicais negligenciadas, acometendo principalmente paises do continente africano, asiatico e
americano, dados apontam a ocorréncia em 78 paises (McManus et al., 2018; Who, 2018).
Ocasionada por helmintos trematodeos do género Schistosoma, a espécie Schistosoma mansoni
¢ a Unica registrada até o momento no Brasil, esta espécie afeta cerca de 240 milhdes de pessoas
e provoca milhdes de mortes ao ano (Who, 2018; LoVerde, 2019).

No hospedeiro vertebrado, a fase inicial da infec¢do pode ser sintomatica podendo
ocorrer reagdes inflamatorias dérmicas e sub-dérmicas, febre, dor abdominal e cefaleia (Souza
etal., 2011; Hams et al., 2013; Who, 2018). Antes da oviposi¢ao do parasito, ha predominancia
de uma resposta imune tipo Thl, caracterizada pela produgdo de citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y, IL-2, IL-1, IL-12, IL-6 ¢ TNF-a, que ativam células imunes inatas, como
macrofagos (Turner et al., 2011; Lic4 et al., 2023).

Na fase aguda, os ovos que deveriam ser eliminados nas fezes acabam permanecendo
no organismo, ficando retidos em véarios 6rgdos, o que resulta na formacdo de inflamagao
granulomatosa, e posteriormente em fibrose. Neste momento a resposta imunoldgica tem
predominio do tipo Th2, que induz a producdo de citocinas (IL-4, IL-13, IL-10, IL-5), que
estimulam a eosinofilia, diferenciacdo de macrdofagos alternativamente ativados e a producao
de IgE. Nesta fase, o quadro clinico tende a evoluir com comprometimento das fungoes
morfologicas e fisioldgicas no tecido hepatico, tais como hepatomegalia e fibrose (Hams et al.,
2013; Who, 2018; Lica et al., 2023).

Nos ultimos 40 anos, o Praziquantel (PZQ) € o inico fArmaco recomendado pela OMS
para tratamento eficaz contra a esquistossomose (Cupit; Cunningham, 2015). No entanto,
estudos tém relatado os efeitos colaterais dessa droga e a baixa eficacia sobre vermes jovens.
Também hé evidéncias de que o PZQ ndo impede a reinfecgdo, e nao reverte a fibrose (Doenhoff
et al., 2008; Vale et al., 2017; Seto et al., 2011; Wang et al., 2012; Gray et al., 2011). Apesar de
sua eficacia ja comprovada contra verme adulto de Schistosoma mansoni, o uso prolongado,
repetidamente € em massa em areas endémicas pode gerar grandes problemas devido ao
desenvolvimento de resisténcia ou tolerancia do parasito ao farmaco (Wang et al., 2019).

Sendo assim, os produtos naturais sdo importantes fontes farmacoldgicas para
desenvolvimento ou aprimoramento de novos medicamentos, apresentam uma ampla gama de

compostos biologicamente ativos com efeitos sobre diversas doencas, dentre elas, as infecgdes
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causadas por parasitas (Simoben et al., 2018). Entre os diversos produtos naturais com efeitos
farmacoldgicos promissores, destaca-se a propolis, um produto resinoso de composi¢ao
quimica complexa (Bankova, 2005). Estudos evidenciaram o efeito positivo da propolis no uso
como suplemento alimentar ou adjuvante imunologico (Pahlavani et al., 2022; Tasca et al.,
2023; Chermut et al., 2023).

Entre as diversas atividades biologicas que a propolis apresenta (Zingue et al., 2020;
Kwon et al., 2020; Fiorini et al., 2021), estudos tém destacado efeito antiparasitario (Alday-
Provencio et al., 2015; Mohamed et al., 2016; Afrouzan et al., 2017, Algabbani et al., 2017;
Alotaibi et al., 2021; Fouad et al., 2021; Barakat et al., 2022).

Entre as atividades antiparasitérias da propolis, a agcdo contra helmintos tem se mostrado
promissora, com estudos demonstrando seu potencial frente a infeccdo pelo S.mansoni
(Mohamed et al., 2016; De L Paula et al., 2022; Silva et al., 2021). Embora alguns trabalhos ja
tenham evidenciado a eficacia parasitologica da propolis, os mecanismos de acdo dessa
substancia, especialmente sobre a resposta imunoldgica do hospedeiro vertebrado durante a
infeccdo por S. mansoni e outras infeccdes helminticas, permanecem pouco compreendidos.
Nesse contexto, nosso estudo buscou avaliar o efeito do extrato padronizado de prépolis de Apis
mellifera (EPP-AF®) ao longo da fase inicial e cronica da infecgdo por S. mansoni em
camundongos, com o intuito de investigar os mecanismos imunoldgicos envolvidos na sua acdo

antiparasitaria.

2. Materiais e métodos
2.1 Extrato de propolis Padronizado EPP-AF®

Neste estudo, foi utilizado o extrato padronizado de propolis de Apis mellifera (EPP-
AF®), fornecido pela empresa Apis Flora em parceria com o laboratério de Imunofisiologia da
Universidade Federal do Maranhdo. O EPP-AF® é um produto comercial padronizado,
composto por propolis verde, alcool neutro e 4gua purificada, com uma concentra¢do minima
de 16% p/v de extrato seco (Lote: 251400119LP).

2.2 Ensaio in vitro
2.2.1 Ensaio esquistossomicida com vermes
Para o ensaio esquistossomicida, foram utilizados vermes fémeas adultas, estes vermes

foram obtidos por sistema portal via perfusdo com solugdo salina estéril (NaCl 0,9% p/v)
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(Smithers e Terry, 1965) de camundongos ap6s sessenta dias de infec¢do. Os vermes foram
imediatamente transferidos para meio RPMI 1640 suplementados com 100 p g/mL penicilina,
100 pg/mL estreptomicina e 10% soro bovino fetal e lavado duas vezes com este meio. Os
vermes foram colocados (n = 2/pogo) em cultura (placas de 24 pogos) contendo 2 mL de meio
suplementado antes de ser incubado a 37 °C em estufa de CO»2. Apds duas horas de incubagao,
o EPP-AF® foi adicionado em concentragdes de 250 pg/mL, 150 pg/mL e 50 pg/mL. Vermes
incubados em meio RPMI suplementado serviram como grupo controle negativo. Vermes
incubados em 10ug/mL de PZQ serviram como controle positivo. A viabilidade do verme foi
monitorada nos intervalos de 6, 12, 18, 24, 30, 36, 48 e 60 horas de cultura (adaptado de Soares
et al., 2017), de acordo com os critérios de viabilidade, com base em uma escala (Horiuchi et

al., 2005). Ambos os testes foram repetidos quatro vezes, em triplicata.

2.3 Ensaio in vivo

2.3.1 Infeccdo e tratamento dos camundongos com EPP-AF®

Para o modelo experimental foram utilizados camundongos Swiss machos (n=24) com
2-3 meses de idade (35g), oriundos do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao.
Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela CEUA- UFMA, protocolo:
23115.002254/2020-18 (Anexo A).

Os camundongos foram divididos em quatro grupos de seis animais cada, grupo nao
infectado, animais sem infecgdo e sem tratamento (Fig. 1), grupo infectado, animais infectados
e sem tratamento (Fig. 1B)), grupo PZQ, animais infectados e tratados com Praziquantel no
intervalo entres os dias 45 a 51 ap6s a infec¢ao na dose de 50mg/Kg, por via oral com gavagem
(Aires et al., 2014), (Fig. 1C) e grupo EPP-AF®, correspondeu a animais infectados e tratados
com propolis na dose de 4,5mg/Kg, durante 30 dias, por via oral, gavagem, esse tratamento teve
inicio logo apos a infec¢do (Fig. 1D). A infeccdo dos camundongos foi realizada com 70
cercarias viaveis de S. mansoni (estirpe LE) inoculadas por via subcutanea (Lescano et al.,
2004).

No 30° dia foi realizada uma analise leucocitaria e iniciado a coleta de fezes para
avaliacdo de liberacao de ovos. Ao final do 90° dia, os animais foram eutanasiados e foi obtido
o sangue, soro, lavado peritoneal, medula dssea, bago, figado, intestino e rim para

procedimentos posteriores.
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Fig. 1. Delineamento experimental dos grupos ndo tratados ou tratados com EPP-AF. Controle ndo infectado (A), controle
infectado (B), controle positivo (PZQ) (C) e grupo EPP-AF (D). Fonte: Criado com BioRender.com.

2.3.2 Quantificacao de ovos de S. mansoni nas fezes e retido no figado e intestino

A avaliagdo de ovos nas fezes ocorreu inicialmente com a obtengao das amostras das
fezes, em seguida, o material biologico foi pesado e homogeneizado com 10mL de solucao
tamponada de formaldeido a 10%. Posteriormente foi realizada a contagem de ovos. O
resultado da quantificagdo de ovos foi obtido a partir da contagem e posteriormente convertido
para ovos/grama de fezes (Negro-Corréa et al., 2004). Para a avaliacdo da estimativa do nimero
de ovos retidos no figado utilizou-se a metodologia descrita por Cheever (1996), o maior lobo
do figado de cada animal foi removido durante a necropsia e processado separadamente usando
a técnica de digestdo com hidroxido de potassio (KOH 5%). Para a quantificagdo da estimativa
de ovos retidos no intestino, seguiu-se a mesma metodologia descrita acima, com adaptagdes
para a andlise do intestino, onde foi obtido todo o intestino e separado um fragmento do

intestino delgado e grosso para realizacao do processo de digestdo, sendo utilizado 15c¢cm do

fraquemento do intestino delgado e grosso.

2.3.3 Avaliagdo histopatologica e histomorfometrica do tecido hepético, intestinal e renal
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Amostras do figado (parte central do lobo direito do lobo bilobado), intestino (fragmento
do intestino delgado e grosso) e renal (Rim direito) de cada animal foram armazenadas em
formaldeido a 10% por 48 h. Apoés a fixacdo, todas as amostras foram lavadas e colocadas em
alcool 70%. Posteriormente, foram desidratadas em séries crescentes de alcool, diafanizadas
em xilol, e embebido em parafina, para posterior preparagdo das laminas histologicas, que
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) (Luna, 1968). Os parametros histopatologicos
analisados nas amostras foram: Quantidade de ovos, presenca de granulomas, extensao de
granulomas, fibrose, lesdo tecidual, necrose, infiltrado inflamatorio e congestao vascular. A
avaliagdo destes parametros se deu através da classificacdo de pontuagdes como, ausente (0),
leve (1), moderado (2) ou intenso (3) (Liberio et al.,, 2011), com adaptacdes. A analise
histomorfometrica (Contagem do niimero e area dos granulomas) foi realizada com imagens de
seis campos aleatorios por amostra histoldgica obtida em fotomicroscopio, modelo Zeiss Axio
Scope.Al, acoplado a um computador, utilizando o software ImageJ 6.0 (Bethesda, Maryland,

EUA).

2.3.4 Analise de leucécitos no sangue aos 30 e 90 dias

Ao 30° dia, foi realizada uma incisdo na ponta da cauda dos camundongos e coletado
aliquotas de 10puL de sangue. Ao final do 90° dia, também foi coletado aliquotas de 10uL de
sangue. Em ambas as amostras individuais de cada animal, foi realizado o preparado de
esfregaco sanguineo para contagem diferencial dos leucdcitos. Os esfregagos foram corados

com um kit panoptico rapido (Laborclin, Brasil) (Maciel et al., 2014).

2.3.5 Analise da celularidade da medula 6ssea, bago e peritdnio

Para anélise das células do lavado peritoneal, as amostras foram obtidas e em seguida
centrifugadas com auxilio da centrifuga CitoSpin, ap0ds centrifugacao as laminas foram coradas
com kit panoptico rapido (Laborclin, Brasil), a contagem foi realizada com auxilio de
microscopio Optico de luz (Oliveira et al., 2019). Para andlise das células da medula 6ssea,
inicialmente o fémur foi obtido, em seguida foi perfundido com ImL de solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS). Para obtencao dos esplénocitos, o baco foi moido, as amostras

foram filtradas e ressuspendidas em 3mL de PBS. Apds isto, as suspensdes celulares foram
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fixadas e coradas com cristal violeta de cristal na propor¢ao de 9:1, com auxilio da camara de

Neubauer e microscopio Optico de luz as amostras foram avaliadas (Cruz et al., 2007).

2.3.6 Avaliagdo da celularidade do bago por citometria de fluxo

Células do baco (1x10°) foram incubadas junto com anticorpos monoclonais conjugados
a fluorocromos respectivamente: anti-CD3 conjugado a FITC; anti-CD19 a FITC; anti-F4/80 a
FITC; anti-CD170 a FITC e anti-LY6G a PERCP, seguindo as recomendagdes do fabricante
(BD Biosciences Pharmingen). As amostras foram analisadas no citometro de fluxo guava, os

resultados foram analisados pelo software Flow Jow®.

2.3.7 Cultura e quantificagao de citocinas pela técnica CBA no bago

As células do bago (apos hemolise) foram cultivadas em placas de 96 pocos (2 x 10° por
pogo) em meio RPMI 1640 completo (Sigma, EUA) suplementado com 2 mM de L-glutamina,
23 mM de L-asparagina, 0,1 mM de piravico 4cido, acido félico 1 mM, estreptomicina a 1%
(100 pg/mL), penicilina G (100 U/mL) e 2% de soro fetal bovino. As células foram incubadas
por 48 horas a 37 °C e 5% CO2 (Yang et al., 2011). A expressao de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-2,
IL-10, IL-4, IL-17 e da quimiocina MIP-1 foram quantificadas no sobrenadante da cultura
celular do bago através do kit Th1/Th2/Th17 usando a técnica de microesferas (beads) CBA
(Cytometric Bead Array), seguindo as informagdes do fabricante (BD Biosciences). Os
resultados foram adquiridos por citometria de fluxo com FACScalibur (BD Biosciences) e apos
a leitura, os dados foram analisados com auxilio do software Flow Jow®. Os valores foram

expressos em pg/mL para cada uma das citocinas, a partir das curvas padrao.

2.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do Software GraphPad Prism, versao 8.0
(Prism Software, Irvine, California, EUA). Os dados foram inicialmente avaliados pelo teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e os resultados foram apresentados como média + desvio
padrao (S.D). Além disso, o teste ¢ de Student foi aplicado. As curvas de Kaplan-Meier foram
utilizadas para andlise de sobrevivéncia, seguido do teste Log-Rank. No estudo, foi considerado

resultados significativos quando p < 0,05.
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3. Resultados

3.1 O EPP-AF® apresenta atividade esquistossomicida in vitro

Vermes fémeas de S. mansoni expostas na concentracdo de 250pg/mL apresentaram
reducdo da viabilidade em 85,71%, 42,85%, 14,28% nos tempos de 6, 12 e 24 horas
respectivamente, sendo identificado efeito letal no tempo de 36 horas. A concentragao de
150png/mL reduziu a viabilidade em 66,66%, 50% e 25% nos tempos de 36, 48 e 60 horas
respectivamente. A concentragdo de 50pg/mL reduziu a viabilidade em 80% e 53,33% nos
tempos de 48 ¢ 60 horas respectivamente. Os vermes expostos ao Praziquantel reduziram a
viabilidade em 69,23 no tempo de 6 horas e promoveram letalidade dos vermes no tempo de 12

h. E os vermes do grupo controle negativo permaneceram com 100% de viabilidade no tempo

de 60 horas (Fig. 2).
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Fig. 2. Efeito do extrato padronizado de propolis de Apis melifera (EPP-AF®) na viabilidade de vermes fémeas
adultas de S. mansoni. Vermes adultos foram expostos em concentra¢des de 50, 150 e 240pug/mL de EPP-AF® e

em 10pg/mL de Praziquantel®. Andlise estatistica pelo teste Long-Rank considerando * p<0.05 comparado ao
controle negativo.

3.2 O EPP-AF® reduziu o nimero de ovos nas fezes, area sobre a curva e o niimero de ovos
retidos no figado e intestino

O uso do dia 0 ao dia 30 pos-infecgdo com EPP-AF® provocou efeitos em reduzir o

nimero de ovos nas fezes (Fig. 3A). A presenga de ovos no grupo EPP-AF® foi identificada a



94

partir do 50° dia, enquanto o grupo controle infectado ja apresentava ovos no 38° dia de
infeccdo, assim como no controle PZQ antes do tratamento. Apds tratamento, o PZQ inibiu a
oviposi¢ao. O EPP-AF® apresentou efeito ignificativo em reduzir o nimero de ovos nos
intervalos entre 60° e 90° dia (Fig. 3A). Quando avaliado a area sob a curva (Fig. 3B), o EPP-
AF® reduziu significativamente o nlimero de ovos. Ao avaliarmos o numero de ovos retidos no
figado (Fig. 3C) e intestino (Fig. 3D) identificamos redug¢ao de ovos no grupo EPP-AF® em
ambos os 6rgaos em relagao ao controle infectado. Com relagao ao grupo PZQ ¢ EPP-AF® nao

houve diferenca.
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Fig. 3. Efeito do extrato padronizado de propolis de Apis melifera (EPP-AF®) sobre o nimero de ovos nas
fezes (A) area sob a curva (B), nimero de ovos no figado (C) e intestino (D). No dia 0 os animais foram
infectados com 70 cercarias. Apos infec¢do, do dia 0 ao 30° dia, um grupo infetado foi tratado com EPP-
AF®. O grupo PZQ, recebeu Praziquantel nos dias 45-51. O grupo controle infectado, esteve ausente de
tratamento. Os valores representam a média + desvio padrio de 6 animais por grupo. (¥*) p<0.05 em
comparagdo ao controle infectado sem tratamento.

3.3 EPP-AF® reduziu alteragdes no tecido hepatico, intestino e rim na infec¢éo por S. mansoni
O tratamento com EPP-AF® reduziu a quantidade de ovos, extensdo do granuloma,

fibrose, lesdo tecidual, infiltrado inflamatorio e congestdo vascular em relagdo ao grupo

infectado. N&o apresentando diferenca entre os grupos PZQ e EPP-AF® (Tabela 1).
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Tabela 1
Andlise histopatoldgica do tecido hepatico de camundongos infectados ou nao por S. mansoni, tratados ou ndo
com EPP-AF®.

Parametros Grupos
Analisados
NAO
INFECTADO INFECTADO PZQ EPP-AF®
Quantidade de
ovos 0 3+0@ 2+0%* 1,3£1.5*
Presenca de
granulomas 0 3+0@ 2+0%* 2+1.7
Extensao do 0
granuloma 3+.0@ 2+0%* 1.3+1.5%
Fibrose 0 2+0@ 1+0%* 0.6+0.5%*
Lesao
Tecidual 0 3+0@ 240%* 1+£0*
Necrose 0 1,3+0.5@ 140 140
Infiltrado 0 3+0@ 1.6+£0.5* 2.0%
Congestao
vascular 0 2+0@ 1,3+0.5 0.6+0.5%*

Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagido ao
controle ndo infectado; * p<0.05 em comparagado ao controle infectado sem tratamento.

Os animais foram infectados e tratados por via oral com EPP-AF® (4,5 mg/kg) por 30 dias, durante a
fase aguda da infecc¢do ou tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45-51 (PZQ). O controle infectado
(Infectado) tinha apenas animais infectados. O controle ndo infectado (Nao infectado) tinha animais ndo infectados
e ndo tratados.

As analises histologicas revelaram que, ao final de 90 dias, o grupo tratado com EPP-
AF® apresentou uma redugdo significativa no nimero de granulomas em comparagdo ao
controle infectado (Fig. 4A). No grupo controle infectado, além do aumento no ntimero de
granulomas, observou-se uma intensificacdo do infiltrado celular, fibrose e danos aos
hepatdcitos (Fig. 4B). Nos animais infectados que receberam EPP-AF® (Fig. 4D), houve uma
melhor organizacdo dos hepatocitos, com redugdo do infiltrado celular e auséncia de danos
fibroticos. O nimero de granulomas nos grupos tratados com PZQ (Fig. 4C) e EPP-AF® (Fig.

4D) ndo apresentou diferenga significativa.
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Além de reduzir o numero de granulomas, 0 EPP-AF® também diminuiu o didmetro
médio desses granulomas (Fig. 4E). Os granulomas no grupo EPP-AF® (Fig. 4H) apresentaram
caracteristicas distintas em relacdo ao controle infectado sem tratamento (Fig. 4F), como a
reducdo no numero de células ao redor dos ovos, 0 que contribuiu para a diminuicéo da area
dos granulomas. O diametro dos granulomas nos grupos PZQ (Fig. 4G) e EPP-AF® (Fig. 4H)

foi semelhante.
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Fig. 4. Efeito do EPP-AF® sobre o numero de granulomas (A) e didmetro médio de granulomas (E) no tecido
hepatico de camundongos infectados com S. mansoni. Cortes histologicos corados com HE (40x). Em B e F,
controle infectado sem tratamento. Em C e G controle PZQ, animais tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos
dias 45-51. Em D e H, grupo EPP-AF®, animais que receberam EPP-AF® durante 30 dias, na fase inicial da
infecgdo. Os valores representam a média = desvio padrdo de 6 animais por grupo. (¥) p<0.05 em comparacdo ao
controle infectado sem tratamento. As setas indicam os granulomas no figado.
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Em relacdo ao intestino (Tabela 2), foi identificado aumento de todos os parametros
avaliados no controle infectado em comparacédo ao controle ndo infectado. Ao comparar o0 grupo
infectado com o grupo tratado com EPP-AF®, o uso de EPP-AF® na fase inicial da infeccéo
por S. mansoni reduziu significativamente todos os parametros inflamatorios analisados. N&o
houve diferencas estatisticas entre os grupos tratados com PZQ e EPP-AF®.

As analises histoldgicas do intestino mostraram que o grupo EPP-AF® apresentou uma
reducdo no numero de granulomas em comparacdo ao controle infectado, que exibiu um
aumento expressivo de ovos retidos, resultando em uma intensa resposta inflamatoria (Fig. 5A).
Os granulomas do grupo tratado com EPP-AF® apresentaram uma diminui¢do no diametro
médio (Fig. 5E). Em relacdo a estrutura dos granulomas, os do grupo EPP-AF® (Fig. 5H)
apresentaram menor quantidade de células ao redor dos ovos e menos fibras colagenas, em
comparacdo ao controle infectado (Fig. 5F). Os grupos tratados com PZQ e EPP-AF® ndo

apresentaram diferencas entre si.

Tabela 2
Analise histopatologica do intestino de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou ndo com
EPP-AF®.

Parametros Grupos
Analisados
NAO
INFECTADO INFECTADO PZQ EPP-AF®
Quantidade de
0vos 0 3+0@ 0.3+05* 0.6+1.0%*
Presenga de
granulomas 0 3+0@ 0.3+£05%* 0.6+1.0*
Extensdo do 0
granuloma 1.6+.05¢ 0.3+0.5%* 0.3+0.5*
Lesdo tecidual 0 3+0@ 1.3+0.5%* 1.3+0.5%*
Necrose 0 1,3+£0.5@ 0+0* 0+0*
Infiltrado 0 3+0@ 1.6+0.5% 2.0%

Os valores representam a média = desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagdo ao
controle limpo; * p<0.05 em comparag@o ao controle infectado sem tratamento.

Os animais foram infectados e tratados por via oral com EPP-AF® (4,5 mg/kg) por 30 dias, durante a
fase aguda da infeccdo ou tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45-51 (PZQ). O controle infectado
(Infectado) tinha apenas animais infectados. O controle ndo infectado (Nao infectado) tinha animais ndo infectados
e ndo tratados.
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Fig. 5. Efeito do EPP-AF® sobre o niimero de granulomas (A) e didmetro médio de granulomas (E) em tecidos
do intestino de camundongos infectados com S. mansoni. Cortes histologicos corados com HE (40x). Em B e F,
controle infectado sem tratamento. Em C e G controle PZQ, animais tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos
dias 45-51. Em D e H, grupo EPP-AF®, animais que receberam EPP-AF® durante 30 dias, na fase inicial da
infeccdo. Os valores representam a média = desvio padrao de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparagio ao
controle infectado sem tratamento. As setas indicam os granulomas no intestino.

No rim (Tabela 3), a andlise histopatolégica mostrou que o controle infectado
apresentou aumento em todos os parametros avaliados. Comparado ao controle infectado, o uso
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de EPP-AF® resultou em uma reducéo significativa desses parametros, demonstrando um
efeito protetor sobre o rim. N&o houve diferenca significativa entre os grupos tratados com PZQ
e EPP-AF®, ambos apresentando resultados semelhantes.

As andlises histologicas revelaram um aumento no nimero de granulomas e um intenso
infiltrado inflamatorio no grupo controle infectado (Fig. 6A). No grupo tratado com EPP-AF®,
ndo foram encontrados granulomas, e a estrutura renal permaneceu preservada, sem alteragfes
significativas (Fig. 6D). Da mesma forma, os grupos tratados com PZQ (Fig. 6C) e EPP-AF®
(Fig. 6D) nédo apresentaram formacéo de granulomas.

Além disso, observou-se um aumento na extensdo dos granulomas e danos inflamatorios
no controle infectado (Fig. 6F), enquanto no grupo tratado com EPP-AF® n&o foram detectados
granulomas (Fig. 6H). Os grupos PZQ (Fig. 6G) e EPP-AF® (Fig. 6H) apresentaram resultados

semelhantes, sem a presenca de granulomas.

Tabela 3
Analise histopatoldgica do rim de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, tratados ou ndo com EPP-
AF®.

Pardmetros Grupos
Analisados
NAO
INFECTADO INFECTADO PZQ EPP-AF®

Quantidade

de ovos 0 1.3£1.0¢ 0+0%* 0£0%*
Presenca de
granulomas 0 1.3+1.0¢ 0+0%* 0+0%*
Extensdo do 0
granuloma 1.1+.09¢ 0+£0%* 0+0*

Lesao
tecidual 0 1.6+0.5¢ 1£0* 1£0%*
Necrose 0
0,33+0.5@ 0+0* 0+0*

Infiltrado

inflamatori 0
o} 1.6+0.5@ 1+0* 1.0£0*

Os valores representam a média + desvio padrao de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao
controle limpo; * p<0.05 em comparag@o ao controle infectado

Os animais foram infectados e tratados por via oral com EPP-AF® (4,5 mg/kg) por 30 dias, durante a
fase aguda da infeccdo ou tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45-51 (PZQ). O controle infectado
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(Infectado) tinha apenas animais infectados. O controle ndo infectado (Nao infectado) tinha animais ndo infectados
e ndo tratados.
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Fig. 6. Efeito do EPP-AF® sobre o numero de granulomas (A) e didmetro médio de granulomas (E) em tecidos
do rim de camundongos infectados com S. mansoni. Cortes histologicos corados com HE (40x). Em B e F, controle
infectado sem tratamento. Em C e G controle PZQ, animais tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45—
51. Em D e H, grupo EPP-AF®, animais que receberam EPP-AF® durante 30 dias, na fase inicial da infecggo. Os
valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparacdo ao controle
infectado sem tratamento. As setas indicam os granulomas no rim.
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3.4 O EPP-AF® influenciou a celularidade sanguinea ao 30 e 90 dias em camundongos
infectados por S. mansoni

Aos 30 dias, a anélise das populagcbes leucocitarias sanguineas (Tabela 4) revelou um
aumento significativo no nimero de neutrofilos, linfdcitos e eosinofilos no grupo controle
infectado em comparacéo ao controle ndo infectado. O tratamento com EPP-AF® resultou em
uma reducao significativa de eosinofilos em relagcdo ao grupo controle infectado. Ao comparar
0s grupos tratados com PZQ e EPP-AF®, observou-se que o EPP-AF® foi eficaz na reducao
de eosindfilos.

Tabela 4

Percentual total e diferencial de leucocitos do sangue de camundongos infectados ap6s uso de EPP-AF® nos
primeiros 30 dias

Grupos
Células _
Percentual NAO
(%) INFECTAD INFECTADO PZQ EPP-AF®
(0]
Leucocitos 100 100 100 100
Neutrofilos 26.8 £3.4 7.6+5.1@ 11.0£1.8 122 +£7.4
Linfocitos 60.0 £5.6 74.2 +£3.9@ 68.0 £3.9 54.2 £31.9
Mondcitos 11£1.2 6.6 £2.7 72+1.4 5.6 £5.0
@ _
Eosinéfilos 1.4+1.1 11.622.6 9.8 +0.8@ 3.6 43.5%#

Os valores representam a média + desvio padrao de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao
controle ndo infectado. * p<0.05 em comparagdo ao controle infectado sem tratamento. * p<0.05 em comparagido
ao controle infectado sem tratamento.

Os animais foram infectados e tratados por via oral com EPP-AF® (4,5 mg/kg) por 30 dias, durante a
fase aguda da infeccdo ou tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45-51 (PZQ). O controle infectado
(Infectado) tinha apenas animais infectados. O controle ndo infectado (Nao infectado) tinha animais ndo infectados
e ndo tratados.
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Aos 90 dias (Tabela 5), observou-se que, entre os grupos controle ndo infectado e
infectado, o controle infectado apresentou um aumento no nimero de neutrofilos e eosinofilos,
sem alteracdo nas populacées de linfocitos e mondcitos. Comparando o controle infectado com
0 grupo tratado com EPP-AF®, o tratamento com EPP-AF® promoveu uma reducdo
significativa nos niveis de mondcitos e eosinofilos. Ndo foi identificada diferenca entre os
grupos tratados com PZQ e EPP-AF®.

Tabela 5
Percentual total e diferencial de leucdcitos do sangue de camundongos infectados e apods a suplementacdo com
EPP-AF® aos 90 dias

Células Grupos
Percentual
(%) NAO
INFECTADO INFECTADO PZQ EPP-AF®
Leucdcitos 100 100 100 100
Neutrofilos 30.6£5.4 14.4 £2.9@ 12.4 £6.0 21.0+12.8
Linfocit 582 +2.5 60.6 4.2 75.2 68.2 +£13.7
infocitos . . . . 17 4% . .
Mondcitos 11.8 £0.8 10.2 £1.6 6.0 £3.4* 2.2 £1.6*
Eosinofilos 0.2+0.4 15.2 +6.7@ 4.6 +2.8* 4.2 £4 9%

Os valores representam a média = desvio padrao de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparagio ao
controle ndo infectado * p<0.05 em comparagado ao controle infectado.

Os animais foram infectados e tratados por via oral com EPP-AF® (4,5 mg/kg) por 30 dias, durante a
fase aguda da infec¢do ou tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45-51 (PZQ). O controle infectado
(Infectado) tinha apenas animais infectados. O controle ndo infectado (Nao infectado) tinha animais ndo infectados
e ndo tratados.

Ao avaliar a eosinofilia sanguinea durante as fases aguda e cronica da infecgdo por S.
mansoni (Fig. 7), observou-se que, entre os dias 30 e 90, o grupo tratado com EPP-AF®
apresentou reducdo significativa na eosinofilia em ambas as fases da infecgdo, em comparacgao

ao controle infectado. Quando comparados 0s grupos tratados com PZQ e EPP-AF®, o EPP-
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AF® promoveu uma redugdo mais acentuada no nimero de eosinofilos até o 30° dia, e, ao final
dos 90 dias, ambos 0s grupos apresentavam niveis semelhantes de eosinofilia sanguinea.

A Eosinofilo 30 e 90 dias
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Fig. 7. Eosinofilia sanguinea. Percentual de eosinéfilo aos 30 ¢ 90 dias (7A). Os valores representam a média +
desvio padrio de 6 animais por grupo. * p<0.05 em comparagio ao controle infectado. * p<0.05 em comparagio
ao grupo PZQ.

3.5 O uso de EPP-AF® reduz a celularidade da medula 6ssea e peritonio de camundongos
infectados por S. mansoni

Ao avaliar a celularidade da medula 6ssea e do peritonio (Tabela 6), observou-se que o
controle infectado apresentou um aumento significativo na celularidade em comparacdo ao
controle ndo infectado e aos grupos PZQ e EPP-AF®, indicando uma inducdo da resposta
celular durante a infeccdo. Entre os grupos tratados, tanto PZQ quanto EPP-AF® estimularam
a celularidade na medula 6ssea e no periténio, com o EPP-AF® mostrando uma capacidade de

estimulagdo comparavel a do PZQ.
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Tabela 6
Contagem global de leucdcitos da medula 6ssea e peritonio de camundongos apos uso de EPP-
AF®

Grupos
Células -
NAO
INFECTADO INFECTADO PZQ EPP-AF®
Medula 6ssea

6 " @
(x10%/mL) 11402 15,2 +8,0 0,66+0,6* 6.1 45 8%

Peritonio ,
(x10%/mL) 2,8 0,2 20,3 +4,6@ 5,0 £0,5*@ 8,11 £5,0@x#

Os valores representam a média + desvio padrao de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao
controle ndo infectado; * p<0.05 em comparagio ao controle infectado sem tratamento; * p<0.05 em comparagio
ao controle PZQ.

Os animais foram infectados e tratados por via oral com EPP-AF® (4,5 mg/kg) por 30 dias, durante a
fase aguda da infec¢do ou tratados com Praziquantel® (50 mg/kg) nos dias 45-51 (PZQ). O controle infectado
(Infectado) tinha apenas animais infectados. O controle ndo infectado (Nao infectado) tinha animais ndo infectados
e ndo tratados.

3.6 O uso de EPP-AF® apresentou efeito sobre a celularidade do baco

Ao avaliar a celularidade do baco (Fig. 8A), observou-se que animais infectados sem
tratamento apresentaram um aumento significativo na celularidade, semelhante ao observado
na medula dssea e no peritdnio. Nos grupos tratados, tanto o controle PZQ quanto o grupo EPP-
AF® reduziram a celularidade em comparacdo ao controle infectado sem tratamento. A
celularidade do baco nos grupos PZQ e EPP-AF® foi comparavel entre si e similar a do controle
ndo infectado.

A andlise de fenotipagem revelou que os grupos PZQ e EPP-AF® reduziram o numero
de macrdfagos em relagdo ao controle infectado, apresentando resultados semelhantes ao
controle ndo infectado (Fig. 8D). Além disso, tanto o controle PZQ quanto o grupo EPP-AF®
estimularam a presencga de eosinofilos em comparacdo ao controle infectado (Fig. 8F). As
demais populagdes celulares, como linfécitos (Fig. 8B), linfécitos B (Fig. 8C) e neutrofilos
(Fig. 8E), ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos PZQ, EPP-AF®, controle

infectado sem tratamento e controle ndo infectado.



60

40+

BACO (x107)

=
(2] [oe) o
1 1 ]

CD19" (x10°)
B
1

hS)
1

T
NAO INFECTADO ~ CONTROLE

T

o

EPP-AF®

:

NAO INFECTADO  CONTROLE

w
o
|
1

LY6G™ (x10°)
N
<

=
o
1

T
EPP-AF®

T

T

NAO INFECTADO CONTROLE

I
EPP-AF®

CD3* (x10%)

F480" (x10%)

CD170* (x10°)

60

40+

20

60

106

T
NAO INFECTADO CONTROLE

10.04

5.0+

0.0

I
EPP-AF®

NAO INFECTADO CONTROLE

......... S

I
EPP-AF®

-

T
NAO INFECTADO CONTROLE

I
EPP-AF®

Fig. 8. Imunofenotipagem do baco de camundongos infectados ou ndo por S. mansoni, e tratados ou ndo.
Celularidade do bago (A) e caracterizago fenotipica de linfocitos (B), linfocitos B (C), macréfagos (D) neutrofilo
(E) e eosinofilo (F). As células do bago foram obtidas A final de 90 dias pds-infec¢do todos os animais foram
eutanasiados. Os valores representam a média =+ desvio padréo de 6 animais por grupo. (@) p<0.05 em comparagéo
ao grupo nao infectado; (*) p<0.05 em comparagdo ao controle infectado.

3.7 Efeito do EPP-AF® sobre citocinas e quimiocina em sobrenadante da cultura de
células do baco por CBA

Em relacdo as citocinas pro-inflamatorias, os niveis de TNF-a (Fig. 9A), IFN-y (Fig.

9B), IL-2 (Fig. 9C) e IL-6 (Fig. 9D) estavam elevados no controle infectado sem tratamento,

indicando uma intensa resposta inflamatoria. O tratamento com EPP-AF® reduziu 0s niveis de
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IFN-y (Fig. 9B), IL-2 (Fig. 9C) e IL-6 (Fig. 9D) em comparacdo ao controle infectado. No
entanto, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os grupos tratados

com EPP-AF® e PZQ.
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Fig. 9. Efeito do EPP-AF® sobre o0s niveis de citocinas pro-inflamatéria no bago. TNF-a (A), IFN-y (B), IL-2
(C) e IL-6 (D). Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em
comparacdo ao grupo néo infectado; * p<0.05 em comparagéo ao controle infectado.

Em relagdo as citocina IL-4 (Fig. 10A) no controle infectado, apresentou aumento em
comparagdo ao controle nao infectado, mas ndo apresentando diferenca entre o grupo EPP-
AF®. AIL-10 (Fig. 10B) apresentou aumento no grupo tratado com EPP-AF® em comparagao
aos demais grupos, indicando efeito anti-inflamatorio do EPP-AF®. A expressao da quimiocina
MIP-1 (Fig. 10C), apresentou aumento no controle infectado em rela¢do ao grupo ndo infectado.

O grupo infectado que recebeu EPP-AF® apresentou redugdo em relagdo ao controle infectado

e PZQ.
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Fig. 10. Efeito do EPP-AF® sobre os niveis de citocinas anti-inflamatorias. IL-10 (A), IL-4 (B) e quimiocina MIP-
1 (C) em sobrenadante de cultura de células do bago de camundongos saudaveis e infectados por S. mansoni. Os
valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo. @ p<0.05 em comparacdo ao controle
LIMPO; * p<0.05 em comparagado ao controle INF.

4. Discussao

Os resultados deste estudo demonstram que o extrato padronizado de propolis verde
EPP-AF® apresenta a¢ao anti-esquistossomatica promissora, com efeitos significativos in vitro
quanto in vivo. In vitro, o EPP-AF® reduziu a viabilidade dos vermes de S. mansoni,
apresentando letalidade significativa em 36 horas na concentragcdo de 250ug/mL. In vivo, o
tratamento com EPP-AF® retardou a oviposi¢do dos vermes, reduzindo o niumero de ovos nas
fezes e os retidos no figado e intestino. Reduziu teciduais no figado, intestino e renal, com
redu¢@o no numero e didmetro dos granulomas e melhora na sua estrutura. Além disso, o EPP-
AF® reduziu a eosinofilia e modulou a resposta inflamatoria, destacando-se como uma
intervengao terapéutica eficaz na esquistossomose.

Os resultados obtidos in vitro evidenciam que o extrato padronizado de propolis verde
EPP-AF® exerce uma agao significativa sobre a viabilidade de S. mansoni. A concentragdo de
250pug/mL foi particularmente eficaz, resultando em letalidade dos vermes apos 36 horas de
exposicao. Este achado ¢ relevante, pois demostra que o EPP-AF® pode induzir uma resposta

letal em parasitas, sugerindo um potencial terapéutico considerdvel. Em concentragdes mais
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baixas, 150pg/mL, o EPP-AF® ainda apresentou uma redugao significativa na viabilidade dos
vermes, embora com um efeito mais gradual, alcancando 50% de viabilidade ap6s 60 horas.
Esse feito progressivo ressalta a dose-dependéncia do EPP-AF® e indica que, mesmo em
concentragdes intermedidrias, o extrato possui um impacto relevante, embora menos intenso
comparado a concentragdo mais alta. A concentracdo de 50ug/mL, por sua vez, mostrou uma
viabilidade dos vermes superior a 50% apods 60 horas, indicando que essa concentracdo ¢
insuficiente para induzir um efeito letal eficaz. Este resultado é consistente com a literatura, que
frequentemente relata que concentragdes mais baixas de extratos naturais podem nao ser
adequadas para atingir a eficacia desejada em tratamentos antiparasitarios.

Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores que documentaram a atividade
antiparasitaria da propolis frente a infeccdo por S. mansoni. Silva et al., (2021) relataram
mortalidade significativa em parasitas tratados com extrato de propolis vermelha, destacando a
importancia da dose e do tempo de exposi¢do para a eficicia antiparasitaria. Em seus
experimentos, eles observaram que a mortalidade dos parasitas era dependente da concentragao
e do tempo de exposi¢do, com efeitos positivos significativos nas concentragdes de 100, 50 e
325 pg/mL.

De L Paula et al. (2022) também forneceram evidéncias relevantes sobre a atividade
antiparasitaria do extrato de propolis verde brasileira. No estudo, a exposicao a concentragdes
de 200 pg/mL induziu 100% de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni nas primeiras
24 horas, evidenciando uma potente acdo letal. Para a concentragdo de 100 pg/mL, foi
observada uma mortalidade de 70% e 86% ap6s 24 e 72 horas, respectivamente. Concentragdes
menores, como 50 e 25 pg/mL, ainda foram eficazes, resultando em viabilidades reduzidas de
55% e 47%. Além disso, os vermes expostos as concentragdes de 100, 50 e 25 pg/mL mostraram
incapacidade de se fixar as placas, reforcando o impacto do extrato na adesdo do parasita.
Entretanto, a concentra¢do de 12 pg/mL ndo apresentou eficdcia, com vermes ainda ativos e
aderidos a parede das placas. Esses achados demonstram que, embora a propolis tenha um
potencial significativo para reduzir a viabilidade e induzir mortalidade de vermes S. mansoni,
a eficécia ¢ altamente dependente da concentragdo utilizada.

Esses resultados corroboram a eficacia do EPP-AF® observada em nosso estudo e
destacam a importancia de otimizar as concentragdes para maximizar a atividade antiparasitaria.

A comparacao com dados da literatura confirma a robustez dos efeitos do EPP-AF® e sugere
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que esse extrato pode ser uma opg¢ao promissora para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas contra a esquistossomose.

Nossos achados demonstram in vivo que, o EPP-AF® reduziu o ntiimero de ovos nas
fezes, sendo identificado ovos nas fezes a partir do dia 50, essa redugao de ovos foi vista até o
durante toda a fase aguda da infec¢do por S. mansoni. Ao final de 90 dias, identificamos que
uso de EPP-AF® reduziu expressivamente o numero de ovos retidos no figado e intestino,
corroborando aos achados da redugdo de ovos excretados nas fezes, sugerindo que o efeito
antiparasitario do EPP-AF® sobre S. mansoni. Nossos dados sugerem que o efeito na redugdo
do niimero de ovos pode estar associado a letalidade de vermes juvenis e inibi¢ao da oviposicao.

Em modelos experimentais in vitro, Silva et al., (2021), ao avaliarem o efeito da propolis
sobre a oviposi¢do, os autores demonstraram que concentragdes de 25ug/mL e 6,25ug/mL
apresentaram reducdo de 85 a 100% no nimero de ovos postos por pares de vermes, ao
avaliarem o tegumento por microscopia eletronica de varredura, identificaram que os vermes
expostos em concentragdes de 100, 50 e 25 pg/mL apresentaram ruptura tegumentar
substancial, com alteragdes nos tubérculos espinhosos. De L Paula et al., (2022) demonstraram
in vitro que os pares de vermes expostos nas concentragdes de 200 e 100pg/mL de propolis
impediu a oviposicao, o que segundo os autores, este efeito esta associado a morte e o desparear
dos vermes.

A diminuicdo ou inibi¢do da oviposicdo gera grande interesse, visto que uma das
caracteristicas da esquistossomose é a formagio do granuloma em diversos orgaos. E estimado
que 40% dos ovos tendem a ficar retidos nos tecidos do hospedeiro, sobretudo no figado e
intestino. Essa reten¢do de ovos induz uma potente resposta Th2, que serd primordial na
regulacdo da inflamacgdo granulomatosa (Gryseels et al., 2006; Souza et al., 2011; Schwartz et
al., 2018).

Nossos achados sobre o efeito da propolis em reduzir os ovos nas fezes e retidos nos
tecidos corroboram aos achados de outros estudos, Silva et al., (2021), ao avaliarem in vivo o
tratamento com propolis na dose de 400mg/Kg a 21 dias pds-infeccao (infecgdo precoce) e 49
dias pds-infec¢do (infec¢do cronica) por S. mansoni, observaram que em ambas as fases da
infeccdo houve redu¢do do nimero de ovos nas fezes em 67,3% e 59,4%, respectivamente.
Quando avaliado o nimero de ovos no intestino pelo método do oograma demonstraram a
redu¢do do numero de ovos imaturos na infec¢do inicial em 54,71%, quanto na infec¢ao cronica

em 63,11% (Silva et al., 2021).



111

A reducdo de vermes e de ovos foi vista também nos estudos de Issa et al., (2007), os
autores identificaram que camundongos imunossuprimidos que receberam tratamento durante
5 dias com propolis tiveram reducdo no nimero de vermes adultos em 58,28%,
esquistossomulos pulmonares em 59,22%, nimero de ovos nas fezes em 61,8%, nimero de
ovos no figado e intestino 49,9% e 45,8% respectivamente. El-sisi et al. (2011), demonstraram
que o tratamento com propolis na dose de 250 mg/kg reduziu significativamente o ntimero de
ovos no tecido hepatico (2285,88 + 79,43*) e intestino (2420.75 + 155.89%) em comparagao ao
controle infectado sem tratamento (tecido hepatico 2285,88 + 79,43* e intestino 4447,38 +
376,24 respectivamente).

Mohamed et al., (2016), ao avaliarem o tratamento com o extrato de propolis egipcia na
infecc¢do por S. mansoni, demonstraram o efeito do extrato na redu¢ao no niimero médio total
de vermes assim como no niumero médio de vermes machos e fémeas em comparacdo ao
controle infectado. Sendo identificado também a redu¢do no niimero de ovos no figado em
relacdo ao controle infectado (1308,57+19,18* ¢ 1478,386+6,87 respectivamente) e aumento
no nimero de ovos no intestino com relagao ao controle infectado (1200,68+£19,67* ¢ 994,66 +
40,9 respectivamente). Fouad et al., (2021), investigando o efeito da propolis in vivo sobre
Fasciola gigantica, apés 15 dias identificaram uma redu¢ao de 54,54% no numero de ovos
liberados nas fezes.

Ao avaliarmos se o0 uso de EPP-AF® promoveria melhora no quadro clinico dos animais
infectados, investigamos possiveis alteracdes histopatologicas. Nossos dados mostram que o
EPP-AF® promoveu redu¢do de danos inflamatdrios e consequentemente da inflamagao
granulomatosa no figado, intestino e rim. O controle infectado sem tratamento apresentou
aumento de todos os parametros avaliados em relacdo ao grupo nao infectado, Controle PZQ e
ao grupo EPP-AF®. Os grupos tratados com Praziquantel e EPP-AF® apresentaram resultados
semelhantes. Dados morfométricos do tecido hepatico, figado e rim mostram redugdes da area
e diametro médio de granulomas no grupo EPP-AF® em comparagdo ao controle infectado.
Em conjunto, nossos achados demonstram efeito protetor nos o6rgdos do grupo EPP-AF®
durante a inflamagao granulomatosa por S. mansoni.

O efeito da propolis como hepatoproteror durante a infeccdo por S. mansoni foi

demonstrado no estudo de Mohamed et al., (2016), que identificaram que o uso de propolis
na dose de 200 mg/Kg por trés dias consecutivos, reduziu os danos as células hepaticas. El-

Sisi et al. (2011), utilizando uma dose de 200 mg/Kg durante a 5* a 12* semanas pos-infec¢ao
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por S. mansoni identificaram a partir de exame imuno-histoquimico de cortes hepaticos que
os animais apresentaram baixa expressao de coldgeno tipo IV, sendo observado a presenga
apenas nos pericitos da vénula central e na regido de ligagcao dos lobulos do figado.

Assim como a carga parasitdria, biomarcadores imunoldgicos como leucdcitos,
mediadores pro e anti-inflamatérios e as imunoglobulinas sdo determinantes para investigagdes
dos mecanismos imunoldgicos no percurso das infecgdes parasitarias no hospedeiro vertebrado.
A uma escassez de estudos que demonstrem os mecanismos de acao da propolis envolvidos na
resposta imunologica sobre helmintos.

Ao avaliarmos os mecanismos envolvidos apds o uso de EPP-AF® sobre a resposta
imunoldgica de camundongos infectados por S. mansoni, identificamos redugdo da eosinofilia
sanguinea na fase aguda e cronica da infeccdo. De oliveira et al., (2022), demonstraram que a
infecgdo por S. mansoni em camundongos BALB/c selvagens (WT) e camundongos BALB/c
seletivamente deficientes para a diferenciacdo de eosindfilos (AdbIGATA) apresentaram
respostas imunes distintas. Camundongos BALB/c deficientes de eosinofilos apresentaram
concentragdes hepaticas de citocinas reduzidas, IL-5, IL-13, IL-33, IL-17, IL-10 ¢ TGF-B ¢
aumento de IFN-y e TNF-a, essa resposta imune foi acompanhada por reducao na deposicao de
coldgeno, maiores granulomas e danos hepaticos, além de evidenciarem maior taxa de
mortalidade e expressiva carga parasitaria. Em conjunto, os autores concluiram que os
eosinofilos atuam na modulagdo da resposta imune induzida por S. mansoni, estabelecendo ou
amplificando a resposta Th2 hepatica.

Dados do nosso estudo demonstram que, o EPP-AF® reduziu a celularidade da medula
Ossea e peritonio em relagdo ao controle infectado e aumentou a celularidade em comparagao
aos controles nao infectado e PZQ. Investigando os efeitos imunomoduladores da prépolis
sobre 0 bago de camundongos infectados por S. mansoni, identificamos reduc¢ao da celularidade
do bago no grupo PZQ e EPP-AF®. Nossos dados apontaram redugdo de F480" e aumento de
CD170" nos grupos PZQ e EPP-AF®, as demais populagdes celulares nio apresentaram
diferenca em relagao aos controles nao infectado e infectado.

Ao avaliarmos os niveis de citocinas pro e anti-inflamatdrias no sobrenadante da cultura
de esplendcitos, identificamos aumento dos niveis de TNF-a, IFN-y, e IL-6 no controle
infectado em comparagdo ao grupo nao infectado. Em relagdo ao controle infectado sem
tratamento e os grupos PZQ e EPP-AF®, ambos os grupos tratados reduziram IFN-y, IL-2, IL-
6. Quando comparado os grupos tratados (PZQ e EPP-AF®), ndo houve diferenca
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estatisticamente. Por outro lado, a citocina IL-4 ndo apresentou diferenca entre o grupo
infectado e o grupo EPP-AF®. A citocina IL-10 apresentou aumento no grupo EPP-AF® em
relagdo aos grupos controles, infectado e PZQ. Com redu¢ao da quimiocina MIP-1 no grupo
EPP-AF®.

A partir dos resultados descritos neste estudo, enfatizamos o potencial da propolis na
atividade anti-esquistossomotica, modulando a resposta imunolégica em beneficio do
hospedeiro vertebrado, com efeito na fase inicial da infec¢do e mantendo a resposta
imunologica estimulada no decorrer da fase cronica, ocasionando reducao da carga parasitaria,
inflamacao granulomatosa, celularidade e os niveis de mediadores pro-inflamatérios e estimulo
de mediador anti-inflamatério. Este estudo estd entre os pioneiros em tentar elucidar o efeito da
propolis sobre a resposta imunoldgica no curso da infec¢do por S. mansoni em modelo
experimental. Além disso, prové perspectivas para futuras investigacdes da propolis sobre os

mecanismos imunoldgicos na infec¢do por helmintos.

5. Conclusao

Os resultados do estudo mostram que o uso de EPP-AF® na fase inicial da infec¢ao
apresentou efeito sobre vermes adultos, reduziu o nimero de ovos nas fases e retidos no figado
e intestino, regulou a eosinofilia sanguinea, reduziu os danos teciduais em diversos 6rgaos e
regulou mediadores inflamatdrios. Estes resultados indicam o efeito anti-esquistossomose do
EPP-AF®, apesar de ndo promover o impedimento da infec¢do, a propolis promoveu reducao

da intensa resposta inflamatdria, ocasionando efeitos benéficos para os animais.
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4.3 DADOS COMPLEMENTARES

4.3.1 Correlacdes entre a eosinofilia sanguinea, mediadores inflamatorios sistémicos e
IgE sérica com o numero de ovos nas fezes, figado, intestino e o nimero e area de
granulomas de camundongos infectados por S. mansoni e suplementados com Extrato
padronizado de prdépolis, extrato das folhas de Dhyspahina ambrosioides e da sua
associacdo com Praziquantel

Correlagdes grupo infectado e grupo suplementado com EPP-AF®

Na fase crénica da infeccdo por S. mansoni, a eosinofilia sanguinea esta correlacionada
a quantidade de ovos no figado, ndo apresentando correlacdo com ovos nas fezes, intestino e ao
namero e &rea de granulomas hepaticos

A andlise de Pearson foi aplicada a fim de observar correlacdo positiva e negativa entre
as variaveis eosindfilo - ovo fezes (Figura 1 A-B) eosindfilo - ovo figado (Figura 1 C-D),
eosindfilo — ovo intestino (Figura 1 E-F). Ap6s o cruzamento das variaveis foi identificada
apenas uma correlacdo, correspondente entre o nimero de eosinofilos do sangue e o nimero de

ovos no figado do controle INF90 (Figura 1C).
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Figura 1: Correlages eosindfilo e ovos fezes INF (A) e EPP-AF® (B), Correlacdes eosindfilo e ovos figado
INF (C) e EPP-AF® (D), Correlacdes eosindfilo e ovos intestino INF (E) e EPP-AF® (F). Analise de correlagao
de Pearson para totas as correlagfes. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo
p<0.05
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Quando avaliado as correlagdes entre o nimero de eosino6filo e com o nimero e area dos

granulomas hepéticos, ndo foi identificado qualquer tipo de correlacdo (Figura 2).
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Figura 2: Correlagdes eosindfilo e nimero de granulomas hepaticos INF (A) EPP-AF® (B) e area de
granuloma hepético INF (A) EPP-AF® (B) Andlise de correlacdo de Pearson para totas as correlagBes. Os
valores representam a média + desvio padréo de 6 animais por grupo p<0.05

Na fase cronica da infeccdo por S. mansoni, 0 numero de granulomas hepéticos néo

apresentou correlagdes com a concentracédo de IgE

Ao se avaliar as correlagfes entre o nimero de granuloma com a IgE, ndo identificamos

correlacBes nesta analise (Figura 3).
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Figura 3: CorrelagGes entre o nimero de granulomas hepaticos e IgE total. INF (A) EPP-AF® (B). Analise
de correlacdo de Pearson para totas as correlacdes. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais
por grupo p<0.05



122

Na fase cronica da infeccdo por S. mansoni, a concentracdo de IgE e 0 numero de
eosinofilos ndo apresentou correlagdes

A analise de Pearson foi aplicada para avaliar possiveis correlacdes positivas ou
negativas entre as variaveis IgE com relacdo a eosinofilo, entre as variaveis ndo apresentaram

correlagdes (Figura 4)
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Figura 4: Correlacfes entre IgE total e eosinéfilo. INF (A) EPP-AF® (B). Analise de correlagdo de Pearson
para totas as correlagbes. Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo p<0.05

Correlacéo de citocinas do soro com o0 nimero de ovos nas fezes, figado e intestino

A andlise de Pearson foi aplicada a fim de observar correlacdo positiva e negativa entre
as variaveis IL-17 - ovo fezes (Figura 5 A-B) 1I-17 - ovo figado (Figura 5 C-D) e IL-17 — ovo
intestino (Figura 5 E-F). Apds o cruzamento das variaveis ndo foram identificadas nenhuma
correlacdo. Este mesmo achado foi identificado para as correlacdes de IL-10 com ovos fezes,

figado ou intestino, dados ndo apresentados.
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Figura 5: Correlagdes IL-17 e ovos fezes INF (A) e EPP-AF® (B), correlagdes IL-17 e ovos figado INF (C) e
EPP-AF® (D), correlagdes IL-17 e ovos intestino INF (E) e EPP-AF® (F). Andlise de correlacéo de Pearson
para totas as correlagfes. Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo p<0.05

Correlacdes entre as citocinas avaliadas no baco com o nimero de ovos nas fezes, figado

e intestino

A andlise de Pearson foi aplicada a fim de observar as possiveis correlacfes positiva e
negativa entre as variaveis citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-10, IL-4, IL-17 e MIP-1 com
as variaveis ovo fezes, ovo figado e ovo intestino. Estas correlacdes foram observadas para o
grupo INF e EPP-AF® INF. Apds o cruzamento das varidveis nao foram identificadas nenhuma
correlacdo. Graficos das correlag@es entre IL-6, IL-10, IL-4, IL-17 e MIP-1 e ovos fezes, figado
e intestino ndo apresentados.

Correlacdes entre TNF-a e ovos nas fezes (Figura 6 A-B), TNF-a e ovos figado (Figura
6 C-D) e TNF-a e ovos intestino (Figura E-F).
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Figura 6: Correlacdes TNF-a e ovos fezes INF (A) e EPP-AF® (B), correlagdes TNF-a e ovos figado INF (C)
e EPP-AF® (D), correlagdes TNF-a e ovos intestino INF (E) e EPP-AF® (F). Analise de correlagdo de Pearson
para totas as correlagfes. Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo p<0.05

Correlagdes entre IFN-y e ovos nas fezes (Figura 7 A-B), IFN-y e ovos figado
(Figura 7 C-D) e IFN-y e ovos intestino (Figura 7 E-F).
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Figura 7: Correlacdes IFN-y e ovos fezes INF (A) e EPP-AF® (B), correlacdes IFN-y e ovos figado INF (C)
e EPP-AF® (D), correlagdes IFN-y e ovos intestino INF (E) e EPP-AF® (F). Andlise de correlagdo de Pearson
para totas as correlagfes. Os valores representam a média * desvio padrdo de 6 animais por grupo p<0.05
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Correlacdes entre IL-2 e ovos nas fezes (Figura 8 A-B), IL-2 e ovos figado (Figura
8 C-D) e IL-2 e ovos intestino (Figura 8 E-F).

A

150000+
100000+

50000

INF

r=-0,3827
p=0,4539

Ovos / Figado
/

40000+

30000+

20000+

Ovos / Figado

10000

EPP-AF®

r=0,2200
p=0,8667
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para totas as correlagfes. Os valores representam a média + desvio padrdo de 6 animais por grupo p<0.05

Correlacdes grupo infectado e os grupos EHDA e associacdo (EHDA+PZQ)

Correlacdes de eosinofilos com a presenca de ovos nas fezes, figado e intestino do dia 90
em animais tratados com EHDA ou em associa¢do com PZQ (EHDA+PZQ) e em animais

infectados sem tratamento

eosindfilo do sangue em relacdo ao nimero de ovos do figado no grupo controle negativo, sendo
uma correlacdo negativa (Figura 9). As demais correlacGes ndo apresentaram valor positivo ou

negativo (Dados néo apresentados).

Quando avaliado as correlaces, foi identificado apenas correlacbes entre 0 nimero de



126

A B
CN PZQ
150000 r=-0,8353 40000 r=0,1131
o o p=0,0385 p=0,8311

o © 300004 °
' 100000 S
K= k=)
< N % 500004

n @ °

2 500004 S e

o) O 100004

0 T T 1 0-1-& T o T T 1
0 1 2 3 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Eosinofilo Eosindfilo
C D
EHDA EHDA+PZQ
100000 r=0,1270 1000007 r=0,2947
i p=>0,9999 p=0,5708
80000+ 80000

(] (] [ ]

© o]

© ©

> 60000 © 60000 /

[N L

§ 40000 o § 40000

o L 3 °

20000 20000 °
0 To® T T® 1 0 o7 T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Eosinofilo Eosinofilo

Figura 9: Correlagdes eosindfilo e ovos figado CN (A), PZQ (B), EHDA (C) e EHDA+PZQ (D). Andlise de
correlacdo de Pearson para totas as correlagdes. Os valores representam a média + desvio padréo de 6 animais por
grupo p<0.05

Correlacgdes de citocinas do soro com a presenca de ovos nas fezes, figado e intestino do
dia 90 em animais tratados com EHDA ou em associacdo com PZQ (EHDA+PZQ) e em
animais infectados sem tratamento

Quando avaliado as correlaces, foi identificado apenas correlacdes entre a citocina IL-
17 em relagdo ao numero de ovos no intestino no grupo Praziquantel, sendo uma correlacéo
negativa (Figura 10). As demais correlagcbes ndo apresentaram valor positivo ou negativo

(Dados nédo apresentados).
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Figura 10: Correlaces citocina IL-17 e ovos intestino CN (A), PZQ (B), EHDA (C) e EHDA+PZQ (D).
Anélise de correlagdo de Pearson para totas as correlagdes. Os valores representam a média + desvio padréo de 6
animais por grupo p<0.05

Correlacgdes de citocinas do bagco com a presenca de ovos nas fezes, figado e intestino do
dia 90 em animais tratados com EHDA ou em associacdo com PZQ (EHDA+PZQ) e em
animais infectados sem tratamento

Em relacéo as citocinas avaliadas do bago TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-10, IL-4, IL-17
e MIP-1 e suas correlagbes com o nimero de ovos nas fezes, figado e intestino, ndo foi

identificado nenhuma correlacdo positiva ou negativa. (Graficos ndo apresentados).

4.3.3.Conclusao
Estes resultados demosntram que ndo houve correlagdes positivas ou negativas entre os
pardmetros avaliados dos grupos tratados. O que demosntra que ndo houve varia¢fes entre as

respostas imunologicas e parasitoldgicas.
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4.3.2 Avaliacdo do EPP-AF® em camundongos satidaveis

1. OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar o efeito a curto e a longo prazo do uso do extrato padronizado de propolis de

Apis mellifera (EPP-AF®) sobre a resposta imunoldgica em camundongos saudaveis

1.2 Especificos

o Avaliar a toxicidade e os parametros fisioldgicos (fezes, peso corporal e dos 6rgéos) no
decorrer e apés o uso do EPP-AF®;

o Avaliar as alteraces histoldgicas no tecido pulmonar, hepético, intestinal e renal;

o Avaliar o efeito do EPP-AF® sobre a celularidade ao 30° e 90° dias;

o Caracterizar o perfil imunofenotipico de células de baco;

o Caracterizar o perfil de citocinas dos padrbes Thl, Th2, Th17 no soro e nas culturas de

células do baco.
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O extrato padronizado de prépolis de Apis melifera (EPP-AF®) néo
promove danos teciduais e estimula a resposta imune a longo prazo

RESUMO

A propolis é considerada uma fonte farmacologicamente promissora por apresentar diversas
propriedades biol6gicas. Recentemente, o uso de propolis como alimentar funcional, adjuvante
imunologico e ingrediente natural tem ganhado grande atencdo. Entretendo, muitos dos efeitos
a curto ou a longo prazo da prépolis ainda necessita ser elucidados. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi investigar o efeito do extrato padronizado de prépolis de Apis Mellifera (EPP-
AF®) a curto e a longo prazo em camundongos saudaveis. Inicialmente, camundongos Swiss
machos foram separados em dois grupos: CONTROLE (Utilizado como parametro fisiol6gico),
EPP-AF® (Animais que receberam prdpolis por 30 dias na dose 4,5mg/Kg por vira oral). Foram
avaliados o0s seguintes parametros: Sobrevida, fezes, peso corporeo, peso e analise
macroscopica dos 6rgdos, andlises histoldgicas (Leséo tecidual, fibrose, necrose, infiltrado
celular e congestao vascular) e ensaios imunoldgicos (Analise leucocitaria no sangue, dosagem
de mediadores inflamatérios e imunofenotipagem). Os resultados demonstram que o uso de
EPP-AF® por 30 dias ndo ocasionou letalidade, alteracdes nas fezes e ndo influenciou no ganho
ou perda de peso ponderal, mas estimulou o aumento do peso dos 6rgdos como figado e bago,
ndo sendo identificado danos macroscépicos. Na avaliacdo histoldgica, foi identificado que o
uso de EPP-AF® ndo provocou danos no pulmao, figado, intestino e rim. Aumento o nimero
de linfdcitos no sangue aos 30 e 90 dias, ndo alterou as concentracGes séricas de IgE total, IL-
10 e TNF-a no soro. A celularidade da medula 6ssea, peritonio ndo apresentou alteragdo. No
baco, houve aumento da celularidade total, a caracterizacdo fenotipica mostrou aumento de
CD19*, F480", LY6G" e CD170" seguido do aumento da citocina IL-10 e da quimiocina MIP-
1, ndo sendo detectada a citocina IL-4. Em conclusdo, nossos dados demosntram que o EPP-
AF® pode estar associado aos efeitos anti-inflamatérios e imunomodulador, estimulando a
resposta imunoldgica a curto e a longo e ndo provocando danos teciduais.

Palavras-chave: Anti-inflamatdrio, Propolis, 1L-10, imunoestimulador,
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1. Introducio

A propolis € um material resinoso que apresenta composi¢do quimica complexa, em sua
maioria, &€ composta por 50% de resina, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e
outras 5 % de substancias que incluem minerais e acidos fendicos (cindmico e o cafeico), ou
seus esteres, flavonoides, terpenoides, esteroides, actcares e aminodcidos (BANKOVA, 2005;
SUN et al., 2015; BONAMIGO et al., 2017).

Diversas propriedades bioldgicas da propolis ja foram comprovadas cientificamente,
incluido as propriedades antimicrobiana (FARNESI et al., 2009; CAPOCI et al., 2015);
antiparasitaria (SIHERI et al., 2019; ARRUDA et al., 2020; SILVA et al., 2021); antiviral
(GEKKER et al., 2005; KWON et al., 2020; HARISNA et al., 2021; DEWI et al., 2021;
FIORINE et al., 2021); anticancerigena (KABALA-DZIK et al., 2017; ZINGUE et al., 2020),
anti-inflamatéria (MACHADO et al., 2012; BUENO-SILVA et al, 2016), antioxidante
(BONAMIGO et al., 2017; MUJICA et al.,, 2017) e imunomoduladora (SY et al., 2006;
BACHIEGA et al., 2012; CONTI et al., 2016).

Nos Ultimos anos, a prépolis tem sido um dos produtos naturais que tem ganhado grande
evidéncia. O mercado global de prépolis aponta que a taxa de crescimento anual registre
aumento de 5,48% entre o periodo de 2021-2026 (MAIS A, 2023). O aumento na procura da
prépolis apresenta uma relacdo direta com a pandemia de COVID-19, visto que, estudos
demonstraram o efeito da suplementacdo com propolis em pacientes com COVID-19
(MIRYAN et al., 2020; BARRETA et al., 2020; SILVEIRA et al., 2021; KARAOGLU et al.,
2023; KUMAR et al., 2023).

Recentemente, estudos evidenciaram resultados promissores da prépolis como
suplemento alimentar, adjuvante imunolégico e ingrediente natural (AFSHARPOUR et al.,
2019; MIRYAN et al., 2020; TASCA et al., 2023; MOJARAB et al., 2020; PAHLAVANI et
al., 2022; ASHRY et al., 2012; RODRIGUES et al., 2021).

Acredita-se que o efeito benéfico do uso de prépolis pode estar associado ao seu
potencial efeito anti-inflamatorio (MACHADO et al., 2012; BUENO-SILVA et al, 2016; DA
et al., 2019; PINEROS et al., 2020; BOUFADI et al., 2021; SILVEIRA et al., 2022) e
antioxidante (BONAMIGO et al., 2017; MUJICA et al., 2017; GALEOTTI et al., 2018;
KUREK-GORECKA et al., 2022; KARAGECILI et al., 2023).

Entretanto, considerando que, muitos dos mecanismos de agdo da prépolis durante ou

apos seu uso em organismos saudaveis ainda necessitam ser elucidados. Dessa forma, nosso
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estudo objetivou investigar o efeito do EPP-AF® a curto e a longo prazo em camundongos

saudaveis.

2. Matérias e métodos
2.1 Extrato de Propolis Padronizado - EPP-AF®

Neste estudo, foi utilizado o extrato padronizado de propolis de Apis mellifera (EPP-
AF®), fornecido pela empresa Apis Flora em parceria com o laboratorio de Imunofisiologia da
Universidade Federal do Maranhdo. O EPP-AF® é um produto comercial padronizado,
composto por propolis verde, alcool neutro e dgua purificada, com uma concentracdo minima
de 16% p/v de extrato seco (Lote: 251400119LP).

2.2 Delineamento experimental

Camundongos Swiss machos com 2 meses de idade (~35g), foram fornecidos do
Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Todos os procedimentos
foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Maranh&o, sob o nimero 23115.002254/2020-18.

Os camundongos Swiss foram divididos em 2 grupos de 6 animais cada, sendo um grupo
controle e um grupo que recebeu EPP-AF®. Grupo Controle: Camundongos que foram
utilizados como parametro fisiolégico. Grupo EPP-AF®, camundongos que receberam prépolis
na dose de 4,5mg/Kg.

O uso de EPP-AF® foi realizado diariamente, por via oral, durante 30 dias. Apés o 30°
dia, ocorreu uma pausa do uso da propolis (Figura 1). Nos intervalos entre os dias 0, 7,14, 21,
28, 35, 49, 56, 63, 70, 77, 83 e 90 foram realizadas avalia¢fes da sobrevida, analise morfoldgica
e microscopica das fezes, mensuragdo do peso ponderal, peso dos 6rgdos e analise
macroscopica dos 6rgaos. No 30° dia, em ambos os grupos foi realizada analise leucocitaria no
sangue. Aos 90° dias, os dois grupos foram eutanasiados e realizada a obtengéo de sangue, soro,

medula 6ssea, lavado peritoneal, pulméo, figado, intestino, bago e rim para posteriores analises.
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Figura 1. Delincamento experimental da suplementacdo com EPP-AF® por 30 dias. Criado com
BioRender.com

2.3 Avaliacao histolégica do pulmao, figado, intestino e rim

Amostras do pulmao, figado, intestino e rim de cada animal foram armazenados em
formaldeido a 10% por 48 h. apés fixacdo, todas as amostras foram lavadas e alocadas em alcool
70%. Posteriormente as amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcool, clarificado
em xilol, e embebido em parafina, para posterior preparacdo das laminas histologicas, que
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) (Luna, 1968). Os parametros histopatoldgicos
foram avaliados por microscopia de luz dptica. Os parametros histopatolégicos analisados nas
amostras foram: lesdo tecidual, fibrose, necrose, infiltrado celular e congestdo vascular. A
avaliacdo destes parametros se deu através da classificacdo de pontuagdes como, ausente (0),
leve (1), moderado (2) ou intenso (3) (Liberio et al., 2011).

2.4 Analise leucocitaria aos 30° e 90° dia

Ao 30° dia, foi realizada uma inciséo na ponta da cauda dos camundongos e coletado
aliquotas de 10uL de sangue. Ao final do 90° dia, também foi coletado aliquotas de 10uL de
sangue. Em ambas as amostras individuais de cada animal, foi realizado o preparado de
esfregaco sanguineo para contagem diferencial dos leucdcitos. Os esfregacos foram corados

com um kit panoptico rapido (Laborclin, Brasil) (Maciel et al., 2014).
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2.5 Quantificacao de citocinas, quimiocina e IgE no soro

A quantificagcdo de IL-10, IL-17, TNF-a, IgE no soro e MIP-1 no sobrenadante da
cultura de bago foi quantificado pelo ensaio ELISA, usando Kits disponiveis comercialmente e
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante (Bender MedSystems GmbH, Campus Vienna
Biocenter 2, 1030 Viena Austria). As informacdes disponiveis pelo fabricante das
concentragcOes de proteinas de combinagdo foram utilizadas para gerar a curva padrdo, esta
curva foi usada para converter as leituras de absor¢do das amostras em concentragdes de

proteina (em pg/mL).

2.6 Analise da celularidade da medula 6ssea, bago e peritonio

Para analise das células do lavado peritoneal, as amostras foram obtidas e em seguida
centrifugadas com auxilio da centrifuga CitoSpin, apds centrifugacao as laminas foram coradas
com kit pandptico rapido (Laborclin, Brasil), a contagem foi realizada com auxilio de
microscopio optico de luz (Oliveira et al., 2019).

Para analise das células da medula 6ssea, inicialmente o fémur foi obtido, em seguida
foi perfundido com 1mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Para obtencéo dos
esplénocitos, o baco foi moido, as amostras foram filtradas e ressuspendidas em 3mL de PBS.
Apods isto, as suspensdes celulares foram fixadas e coradas com cristal violeta de cristal na
proporcédo de 9:1, com auxilio da camara de Neubauer e microscopio optico de luz as amostras

foram avaliadas (Cruz et al., 2007).

2.7 Avaliacao da celularidade do bago por citometria de fluxo

Células do bago (1x10°) foram incubadas junto com anticorpos monoclonais conjugados
a fluorocromos respectivamente: anti-CD3 conjugado a FITC; anti-CD19 a FITC; anti-F4/80 a
FITC; anti-CD170 a FITC e anti-LY6G a PERCP, seguindo as recomendacdes do fabricante
(BD Biosciences Pharmingen). As amostras foram analisadas no citometro de fluxo guava, os

resultados foram analisados pelo software Flow Jow®.
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2.8 Cultura e quantificacao de citocinas pela técnica CBA no bago

As células do bago (ap6s hemdlise) foram cultivadas em placas de 96 pocos (2 x 105
por poco) em meio RPMI 1640 completo (Sigma, EUA) suplementado com 2 mM de L-
glutamina, 23 mM de L-asparagina, 0,1 mM de piravico acido, acido félico 1 mM,
estreptomicina a 1% (100 pg/mL), penicilina G (100 U/mL) e 2% de soro fetal bovino. As
células foram incubadas por 48 horas a 37 °C e 5% CO> (Yang et al., 2011).

A expresséo de TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-2, IL-10, IL-4 e IL-17 foram quantificadas no
sobrenadante da cultura celular do bacgo através do kit Th1/Th2/Th17 usando a técnica de
microesferas (beads) CBA (Cytometric Bead Array), seguindo as informacdes do fabricante
(BD Biosciences). Os resultados foram adquiridos por citometria de fluxo com FACScalibur
(BD Biosciences) e ap0s a leitura, os dados foram analisados com auxilio do software Flow
Jow®. Os valores serdo expressos em pg/mL para cada uma das citocinas, a partir das curvas

padréo.
2.9Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do Software GraphPad Prism, versédo 8.0
(Prism Software, Irvine, California, EUA). Os dados foram inicialmente avaliados pelo teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e os resultados foram apresentados como média + desvio
padrdo (S.D). Além disso, o teste t de Student foi aplicado. No estudo, foi considerado

resultados significativos quando p < 0,05.
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3. Resultados
3.1 A O uso de EPP-AF® por 30 dias nao ocasionou letalidade e alteragdes nas fezes

O EPP-AF® nédo promoveu letalidade durante e apds o uso. Nas fezes, o uso do extrato
ndo induziu alteracdo na cor, textura e indugdo de secrecOes, assim como, ndo foram
encontradas alteragdes microscopicamente.

3.2 O uso de EPP-AF® por 30 dias ndo alterou o peso ponderal, mas aumentou o peso dos
orgdos figado e bago com auséncia de danos teciduais macroscopicos

Com relacdo ao peso ponderal (Figura 2A), 0 EPP-AF® ndo reduziu o peso ponderal,
entretanto a partir do 42° dia, animais que receberam EPP-AF® apresentaram um breve
aumento do peso. Ao final do 90° dia, identificacamos que a prépolis ndo alterou o peso do
pulmé&o em relacdo ao controle (Figura 2B), entretanto, aumentou o peso do figado (Figura 2C)
e baco (Figura 2D). Nossos dados demonstram que ndo o EPP-AF® ndo promoveu dados

teciduais macroscopicamente (Figura 2E).
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Figura 1: Valiagéo do peso. Peso podenreal (A). A mensuracdo do peso dos animais ocorreu no intervalo do dia

0 ao dia 90. Os valores representam a média + erro padréo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparagdo ao
controle negativo controle.
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Figura 2: Peso dos 6rgdos e analise macroscopica dos drgéos. Peso pulméo (B), peso figado (C) e peso do bago
(D). Andlise macroscopica dos érgaos, pulméo, figado e baco (E). A mensuragéo do peso dos 6rgdos assim como
a analise macroscopica ocorreu ao final de 90 dias, quando todos os animais foram eutanasiados. Os valores
representam a média + erro padrdo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparacdo ao controle negativo
controle.

3.3 Analise histoldgica e fotomicrografia do tecido pulmonar, hepatico, intestinal e renal

3.3.1 O uso de EPP-AF® ndo ocasionou danos teciduais no pulmao, figado, intestino e
rim

Dados histolégicos do tecido pulmonar, hepatico, intestinal e renal demonstram que o
EPP-AF® ndo provocou lesdo tecidual, fibrose, necrose, infiltrado celular e congestéo vascular,

resultados semelhantes ao grupo controle (Figura 3).
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CONTROLE EPP-AF®

INTESTINO

Figura 3. Fotomicrografias de cortes histoldgicos do grupo controle e EPP-AF®. Pulmdo (A), figado (B),
intestino (C) e rim (D) de camundongos que receberam ou ndo EPP-AF®, corados com HE (40x).

34 O EPP-AF® aumentou o numero de linfécitos no sangue e ndo alterou as
concentragdes de IgE total, IL-10 e TNF-a no soro

Nossos achados demonstram que o EPP-AF® estimulou linfocitos ao 30° e 90° dia em
comparacdo ao controle, ndo sendo alterada as demais populacdes celulares. Ao avaliarmos a
celularidade do grupo EPP-AF® ao 30° dia e EPP-AF® ao 90° dia, o nimero de linfocitos se
manteve estimulado (Tabela 1). Quando avaliado as concentragdes séricas de IgE total, IL-10
e TNF-a no soro, ndo foi detectado nenhum destes mediadores imunoldgicos em ambos 0s

grupos (graficos ndo apresentados).
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Tabela 1: Analise da contagem celular com 30 e 90 dias no sangue

Celularidade 30 dias 90 dias
Percentual

(%) Controle EPP-AF® Controle EPP-AF®

Leucocitos 100 100 100 100
Neutroéfilos 26.8£3.4 22 +£8.3 30.6 £5.4 23.4+6.8
Linfocitos 60.0 £5.6 70.8 £7.4" 582425 69.0 £5.2°
Monocitos 11 £1.2 11.2+2.6 11.8 £0.8 10.4 £1.8
Eosinofilos 1.4 £1.1 1.0 £1.0@ 0.2+0.4 1.0+1.2

O EPP-AF® foi aplicado de forma oral na dose de 4,5mg/Kg. Aos 30 e 90 dias foi avaliado a contagem
celular no sangue. Os valores representam a média = erro padrdo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em
comparacéo ao controle.

3.5 O EPP-AF® nao alterou a celularidade da medula 6ssea e peritonio

Em relacdo a celularidade da medula 6ssea e peritbnio, ambos o0s grupos nao

apresentaram diferenca (Tabela 2).

Tabela 2. Contagem global de leucécitos da medula 6ssea e peritbnio de camundongos apés a 0 uso de EPP-AF®

Orgios Grupos
Controle EPP-AF®
Medula Ossea 1.4 +0,3
:l: 9 9
(x10%mL) 1,102
Peritonio 2,8 +0,2 3,5+0,0
(x10%/mL)

O EPP-AF® foi aplicado de forma oral na dose de 4,5mg/Kg. Apés 30 e 90 dias foram avaliadas a
contagem celular da medula éssea e peritonio. Os valores representam a média + erro padrdo de 6 animais por
grupo. (*) p<0.05 em comparacdo ao controle negativo controle.
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3.6 Uso de EPP-AF® aumentou o numero esplenocitos

O uso de EPP-AF® aumentou a celularidade do baco (Figura 4A). Nao alterando o
namero de linfécitos (Figura 4B), entretanto, estimunlou linfdcitos B (Figura 4C), macréfagos
(Figura 4D), neutrofilos (Figura 4E) e eosindfilos (Figura 4F).
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Figura 4. Celularidade e caracterizacdo fenotipica do baco de camundongos que reeberam ou ndo EPP-
AF®. Celularidade do bago (A), linfdcitos (B), linfocitos B (C), macrofagos (D) neutréfilo (E) e eosindfilo (D).
As células do baco foram obtidas apés o final de 90 dias. Foram avaliados os seguintes grupos: Grupo controle,
animais nao tratados. Grupo EPP-AF®: Animais que receberam propolis. Os valores representam a média + desvio
padrdo de 6 animais por grupo. (*) p<0.05 em comparagdo ao controle.
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3.7 O uso de EPP-AF® aumentou o nivem de IL-10 no bago

Em relacdo aos nivéis séricos da citocina IL-10 (Figura 5A) e da quimiocina MIP-1
(Figura 5B), aombos mediadores imunoldgicos apresentaram niveis elevados no grupo que
recebeu EPP-AF® em relacdo ao controle. Em relacdo a citocina a IL-4, ndo foi detectada em

nenhum dos grupos (Gréfico ndo apresentado).
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Figura 5: Efeito do EPP-AF® sobre os niveis de citocina e quimiocina em sobrenadante de cultura de
células do baco de camundongos. IL-10 (A), MIP-1 (B). Os valores representam a média + desvio padrio
de 6 animais por grupo. * p<0.05 em comparagdo ao controle.

4. Discussao

Ainda a uma escassez de informag6es de como 0s mecanismos de agdo da propolis a
curto e longo prazo estdo envolvidos apds o seu uso no organismo saudavel, nossos resultados
demonstram que o EPP-AF® apresentou efeito em estimular o sistema imunoldgico a longo
prazo e ndo provocou dados teciduais.

Tasca et al., (2023), avaliaram a influéncia da prépolis em PVHA assintomaticos e com

carga viral suprimida, os autores identificaram que a ingestdo de propolis por 90 dias foi capaz
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de atenuar a inflamacdo e os danos oxidativos nestes pacientes. Chermut et al., (2023),
investigando o efeito da prdpolis em pacientes submetidos a hemodialise, observaram que a
prépolis atenuou a inflamacdo, reduzindo os niveis de TNFa e MIP-1f3

Pahlavani et al., (2022), ao avaliarem a propolis em pacientes com Pneumosepsis
primaria, demonstraram que a combinacao de prépolis e melatonina reduziram os niveis de IL-
6, proteina C reativa e apresentou efeito na melhora de alguns dos desfechos clinicos. No estudo
de Afsharpour et al., (2019), foi demonstrado que o uso de prépolis em pacientes com diabetes
tipo 2, exibiu reducdo da glicemia de jejum, glicemia pos-prandial de duas horas, insulina,
resisténcia a insulina, hemoglobina Ac e aumentou os niveis da capacidade antioxidante total,
glutationa peroxidase e superdxido dismutase.

Tendo em vista a escassez de relatos na literatura da propolis em individuos saudaveis,
buscamos investigar os mecanismos da propolis envolvidos durante e apds 0 seu em
camundongos saudaveis. Inicialmente, identificamos que o extrato de propolis utilizado nao
provocou efeitos toxicos aos animais. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Nie et
al., (2017), que avaliaram a propolis por 35 dias em animais diabéticos, e ndo observaram
efeitos tdxicos e comportamentos anormais nos camundongos. Corroborando também com o
estudo de Tirkez et al., 2011; Freitas et al., 2022, que demonstraram que a prépolis ndo
apresentou efeitos toxicos.

Durante e ap6s o uso do EPP-AF®, observamos que ndo houve alteragdes nas fezes, tais
como: mudanca de cor, textura e inducdo de secrecGes, demonstrando o efeito gastoprotetor do
EPP-AF®. Diversos modelos experimentais gastrointestinais investigando o efeito da propolis
tem relatado sua acdo gastroprotetora. Xue et al., (2019), demonstraram que ratos diabéticos
apos o uso de prépolis apresentaram aumento dos niveis de metabolitos AGCC, melhora na
tolerancia a glicose, modulacdo da microbiota e melhora na funcdo da barreira da mucosa
intestinal. EI-Ghazaly et al., (2011), ao avaliarem o efeito gastroprotetor da propolis em animais
expostos a radiacdo, identificaram a protecdo contra o desenvolvimento de ulceras gastricas e
aumento na secrecdo de mucina e dos niveis de prostaglandina E(2) da mucosa (PGE(2)) e
supressao de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1p.

Um dos principais fatores de risco para a saude é o sobrepeso e a obesidade, estes fatores
podem induzir doengas cardiovasculares, diabetes e até mesmo cancer (WHO, 2023). A busca
por produtos naturais que apresentem acdo na regulacdo do peso corporal pode ser uma

alternativa promissora para individuos que sofrem com sobrepeso, obesidade e deficiéncia
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nutricional, além de ser uma alternativa como alimento funcional, promovendo melhora no
desempenho fisico. Em nosso estudo, ao avaliarmos a influéncia do EPP-AF® sobre o peso
corporal de camundongos saudaveis, identificamos que seu uso néo alterou o peso dos animais,
resutado semelhante ao controle.

Nie et al., (2017), demostraram que camundongos diabéticos tratados com propolis na
dose de 15 mg/kg e 30 mg/kg por 35 dias, apresentaram reducdo do peso corporal em
comparagado ao grupo diabético sem tratamento, em relagdo ao grupo controle os grupos tratados
com prépolis ndo apresentaram diferenca. Nao foram observadas alteracfes no peso do figado
e do peso muscular entre os grupos. No estudo de Koya-Miyata et al., (2009), ao investigarem
a obesidade induzida e pré-existente em camundongos, identificaram que a prépolis reduziu o
ganho de peso corporal, peso do tecido adiposo visceral, niveis de triglicerideos séricos e
hepaticos, colesterol e cidos graxos ndo esterificados. Ao avaliarem a obesidade pré-existente,
identificaram que a propolis inibiu 0 aumento do ganho de peso corporal, assim como, reduziu
0s niveis sericos de &cidos graxos, triglicerideos hepaticos, glicose sérica e 0s niveis de insulina.

Em seres humanos, Soleimani et al., (2021), mostraram que o uso da propolis por
quatros semanas na dose de 450 mg duas vezes ao dia em individuos saudaveis, nao afetou o
peso corporal dos individuos. Zakerkish et al., (2019), demosntaram que o tratamento com
prépolis em pacientes diabéticos por trés meses na dose diaria de 1.000 mg/dia, ndo apresentou
efeitos sobre o peso corporal. Em pacientes com tuberculose pulmonar, a prépolis na dose de
30%, aumentou o peso corporal, 0 que segundo os autores, esse aumento pode estar
correlacionado a efetividade da propolis em reduzir os efeitos hepatotdxicos do medicamento
utilizado pelos pacientes, uma vez que, 0 medicamento provoca efeitos colaterais e
consequentemente esta associado a perda de peso corporal (Mahani et al., 2018).

Os nossos resultados histolégicos demonstram que 0 EPP-AF® ndo ocasionou danos
fibroticos, lesdo tecidual, necrose, infiltrado celular e congestdo vascular ao tecido pulmonar,
hepatico, intestinal e renal. Estes resultados confirmam os dados iniciais da analise patoldgica
macroscopica, onde nédo foi encontrado alteracfes teciduais. Analises de fotomicrografias dos
tecidos do grupo EPP-AF® mostram semelhancas ao grupo controle.

Os nossos achados corroboram aos resultados descritos na literatura que demonstram o
efeito protetor tecidual que a préopolis apresenta. Barroso et al., (2017), investigando a o efeito
propolis em modelo de enfisema em camundongos, comprovaram melhora da histoarquitetura

pulmonar seguida da recuperacdo dos espacos alveolares, septos alveolares, fibras elasticas e
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aumento da MMP-2 e diminuicdo da expressio de MMP-12. Assim como, aumento de
leucdcitos totais, constituido do aumento de macrofagos e linfocitos. No tecido pulmonar, os
autores identificaram que a propolis induziu macréfagos alternativamente ativados (M2),
aumento dos niveis de IL-10, sem alteracdo da via Nrf2 e uma reversao da via IGF1 pelo uso
de propolis. O que segundo os autores, os dados em conjunto demonstram a acdo da prépolis
relacionada ao efeito anti-inflamatorio favorecendo o reparo tecidual pulmonar (Barroso et al.,
2017).

No figado, Bard et al., (2019), demonstraram o efeito hepatoprotetor ao avaliarem os
mecanismos da propolis sobre a lesdo hepatica mediada por CCls, demonstrando que a propolis
induziu a diminui¢do das fibras colagenas, expressdao de a-SMA e colageno tipo |, reduziu os
sinais pro-inflamatdérios como a expressao de HSP70 e os niveis de IL-1B, IL-6 e TNF-a.
Melhorou o estresse oxidativo cronico por meio do aumento dos niveis da enzima antioxidante
GSH e diminuicdo dos niveis de ERO. Em humanos, o uso de prdpolis na dose de 30% em
pacientes com tuberculose pulmonar apresentou acdo na protecdo do figado contra os efeitos
toxicos do farmaco antituberculose (Mahani et al., 2018). Soleimani et al., (2021),
demonstraram que a propolis em pacientes com doenca hepética gordurosa ndo alcodlica,
apresentaram melhora da esteatose hepdtica, reducdo da rigidez hepatica e dos niveis de
proteina C reativa.

Ao avaliarmos os efeitos imunomodulatérios do EPP-AF® a curto (30 dias) e a longo
prazo (90 dias), identificamos aumento de linfocitos em relacdo ao controle. Estudos tem
demonstrado os efeitos da prépolis em suprimir a inflamacdo e estimular linfdcitos,
Kashiwakura et al., (2020), demonstraram que a propolis suprimiu as citocinas IL-4, IL-6 e IL-
13 induzida por IgE/antigeno em basoéfilos e a inibigdo em basofilos da fosforilagdo das
moléculas sinalizadoras de FceRI Lyn, Akt e ERK. A propolis ndo afetou a populagdo de
basofilos nos camundongos tratados, inibiu a IgE-CAI, na anafilaxia intestinal provocada por
ovalbumina, a resposta mediada por basofilos e IL-4 derivada de basofilos, foi atenuada com o
uso de prépolis. Nie et al., (2017) ao avaliarem as citocinas pro-inflamatorias no soro de
camundongos diabéticos tratados com propolis por 35 dias, identificaram que os niveis de e IL-
6, TNF-y e MCP-1 apresentavam-se reduzidos em comparacdo ao grupo diabético. Sendo
semelhantes ao controle.

Conte et al., (2021) ao avaliarem o uso de propolis por 3 meses em pacientes PVHA em

uso de TARV assintomaticos, demonstraram que, 0s niveis de citocinas plasmaticas TNF-y, IL-
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2, IL-4, 1L-6, IL-10 e IL17 assim como por PBMC IFN-y, IL-5, IL-17, IL-10, IL-1y, IL-18 e
IL-33 n&o apresentou diferencas significativas. Entretanto, identificaram aumento da expressao
de Foxp3 e proliferacdo de linfocitos, o que segundo os autores, o consumo diario de prépolis
pode provocar melhora da resposta imunoldgica e diminuicdo da resposta inflamatdria em
PVHA assintomaticos sob TARV.

A fim de investigar os efeitos da prdpolis no baco de camundongos saudaveis e que
receberam propolis por 30 dias, tendo em vista que, o baco é o maior 6rgéo linfoide interposto
entre a circulacao sistémica e a portal (Tischendorf, 1985), camundongos tiveram ao final de
90 dias, a celularidade total, caracterizacdo fenotipica, expressdo de citocinas e quimiocina
investigadas.

Nossos dados mosntram que o EPP-AF® aumentou a celularidade do baco, estimulando
linfécitos B, macrofagos, neutrdfilos e eosindfilos, esse aumento da celularidade foi
acompanhada por um aumento da citocina IL-10 e da quimiocina MIP-1. Tsuruta et al., (2022),
ao avaliarem os efeitos da prdpolis verde brasileira e de seu componente artepilina C na
producdo de citocinas em células do baco estimuladas por anticorpo anti-CD3, os autores
identificaram que a artepilina C aumentou os niveis de IL-2, ndo afetando os niveis de IL-4 e
IL-10, por outro lado, foram identificados niveis reduzidos de IFN-y, IL-6 e IL-17 apds estimulo
e tratamento com propolis. Soleimani et al., (2021), ao avaliarem o efeito da prépolis em seres
humanos saudaveis, identificaram reducgdo na concentracdo de I1L-6 e a relagdo de IL-6/IL-10
no plasma.

Shang et al., (2020), ao realizarem uma revisdo sistematica e metanalise de ensaios
clinicos, evidenciaram que a prépolis, ocasionou reducdo significativa nas concentracGes de IL-
6, TNF-a e proteina C-reativa de alta sensibilidade (PCR-as), entretanto, a propolis ndo teve
efeito significativo sobre a IL-1. Franchin et al., (2018), ao avaliarem estudos com prépolis em
modelos experimentais in vitro e in vivo, evidenciaram que a prépolis assim como seus
compostos isolados, apresentam acdo em atenuar a expressao de mediadores inflamatorios e o
recrutamento de leucocitos, estes mecanismos de acdo estdo envolvidos através da inibigéo de
citocinas (TNF-a), quimiocinas (CXCL1/KC e CXCL2/MIP2); fosforilagdo de IkBa, ERK1/2,
JNK e p38MAPK, bloqueio da ativagdo de NF-kB, acdo em inibir adesdo e transmigracao de
neutrofilos e supressao da expressdo de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina. Em conjunto, 0 uso
de propolis pode ser uma alternativa promissora para o tratamento de patologias devido seu

potencial efeito anti-inflamatorio (Soleimani et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/i-kappa-b-alpha

145

Os resultados do estudo demonstram que o uso de propolis promoveu a curto e longo
prazo estimulo da resposta imunolégica com auséncia de dano nos Orgédos. Estes efeitos
observados no estudo estdo associados a atividade anti-inflamatoria, imunoestimulante e
antioxidante que a propolis apresenta. Este estudo € um dos pioneiros em tentar elucidar alguns
dos mecanismos da prdpolis apds ser consumida por um longo periodo por um organismo
saudavel. Abrindo novas perspectivas para futuros estudos sobre o efeito da propolis a longo

prazo em organimos saudaveis.

5.Conclusao

Os resultados do estudo mostram que o uso de EPP-AF® por 30 dias promoveu
estimulacdo do sistema imunoldgico a curto e a longo prazo, ndo promovendo dados
fisiologicos e danos teciduais. Estes resultados indicam o efeito anti-inflamaotio e

imunoestimulante do EPP-AF®, ocasionando efeitos benéficos para o organiso saudavel.

5. Conclusao geral e perspectivas

Nossos resultados demonstram que o0s produtos naturais imunomoduladores
apresentaram resultados promissores. O extrato das folhas de D. ambrosioides e de sua
associacdao ao Praziquantel assim como o extrato padronizado de prépolis de Apis Melifera
apresentaram atividade anti-esquistosomoética. Os tratamentos foram capazes de reduzir o
namero de ovos nas fezes, figado e intestino demonstrando inicialmente o efeito antiparasitario,
assim como reduziram a eosinofilia sanguinea, mediadores pro-inflamatorios e estimulo de
mediadores anti-inflamatorio, demonstrando seu potencial efeito sobre o mecanimos
imunolégico em animais infectados, este efeito esteve associado a reducdo da inflamacédo
granulomatosa em diversos 6rgdos, com reducdo de nimero e diametro medio dos granulomas.
Apesar de ambos tratamentos ndo impedirem o desenvolvimento do parasito, nossos resultados
indicam que os produtos promoveram efeito benéfico no organismo, melhorando a resposta
imunoldgica e o quadro patologico. Ao avaliarmos as correlagdes, nossos dados demonstram
que os mediadores imunoldgicos ndo apresentaram variagdes com 0s pardmetros
parasitologicos avaliados.

Em nosso estudo demonstramos também que, o extrato padronizado de propolis de Apis

Melifera (EPP-AF®) quando utilizado de forma suplementar em camundongos saudaveis por
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30 dias, promoveu protecdo macroscopica e microscopica aos 6rgdos e estimulo da resposta
imunoldgica a curto e longo prazo. Demonstrando que o uso da prépolis por um longo periodo
é benéfico para o organismo a curto e longo prazo.

A partir destes resultados foi possivel demonstrar cientificamente que o uso de produtos
naturais com efeito, anti-inflamatério, imunomodulador, antioxidante, imunoestimulador
podem ser uma alternativa promissora para fins terapéuticos na infcgdo por S. mansoni assim
como em organimos saudaveis. Apesar de ndo promover a cura, estes produtos auxiliam na
melhora do quadro patolégico, promovendo uma melhor perspectiva de vida. Além disso, pode
nos ajudar a propor novos métodos para controle de doencas parasitarias, ndo promovendo

efeitos adversos no organismo.
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ANEXO A
ANEXO A. Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) - UFMA

St My

$ COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
\\ .,/ CIAEP: o2.0341.2010
— Dioowaci ¢ Eicar bt doeinas
CERTIFICADO *02.2020°

Certificamos que a proposta intitulada: “INVESTIGACAO PARASITOLOGICA E IMUNOLOGICA EM
CAMUNDONGOS INFECTADOS POR Schistosoma mansond SAMBON,1907", Processo n.
23115.002254/2020-18, s0b a responsabilidade do Profa. Dra. Flivia Raquel Femandes do
Nascimento, que envaolve a producho, manutengio ou utilizagho de animais pertescentes ao fillo
Chordata, subfile Vertebrata (exceto bumanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra.
s de acordo com o6 preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de cutubro de 2008, do Decreto n® 6899, de 15
de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conseliro Naclonal de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEA), ¢ foi considerado APROVADO peia Comisalo de Exica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) dz Universidade Federal do Maranhio, na reunilo realizada em 21/02/2020.

We certify that the proposal: "PARASITOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL INVESTIGATION IN
INFECTED MICE BY Schistosoma muansoni SAMBON, 1907", Process n. 23115.002254/2020-18,
under the responsibility of Prof. Dr. Flavia Raquel Fernandes do Nascimento, which Invalves the
production, maintenance and/or use of animals beloeging to the phylum Chordata, sub phybum
Vertebrata (except humans beings) for scieatific research purposes (or teaching) - & in accardance
with Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.899, of July 15, 200, a5 well as with the rules
Esued by the National Counctl for Cantrol of Animal Experimentation (QONCEA), and was APPROVED
by the Exhics Committes on Animals Use of the Federal University of Maranhdo (CEUA - UFMA), in
meeting of 02/21/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa Area: Ciéncias da Saide
Vigencia da Proposta: 01/08/2020 a 01/08/2024.

m Biotério Central da Universidade Federal do Maranhlo

Amostra
Espécie Camundongos Sexo  Macho
Mus muscelus Idade 60agodias 316
Peso 20-358
Linhagem/Raca: Swiss

Local do experimento: Biotério Setorial da Pos-Graduagao do Centro de Ciencias Biologicas
e da Saude - CCBS/UFMA
S30 Luis, 28 de abril de 2020.

Prof. Dr. Cardoso Carvalho
Presidente da Comissdo de Etica no use de Animais - CEUA/UFMA




