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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca grave e atualmente estima-se que afete mais de 207 milhdes
de pessoas no mundo todo. Devido ao uso intensivo do praziquantel, ha uma crescente
preocupacdo com o desenvolvimento de cepas resistentes ao medicamento. Portanto, €
necessario a busca e investigacdo por novos compostos com potencial efeito esquistossomicida.
Atualmente essa busca vem sendo feita principalmente a partir de produtos oriundos de plantas,
assim, a pesquisa de novos farmacos esquistossomicidas levou ao estudo de substancias
naturais, tais como curcumina, fitol, epiisopiloturina e epiisopilosina. O foco do presente
trabalho foi principalmente em epiisopiloturina e epiisopilosina que séo alcaloides extraidos de
Pilocarpus microphyllus, cuja atividade in vitro contra S. mansoni, ja foi relatada. O capitulo |
apresenta uma breve revisdo sobre produtos naturais, em especial, sobre alcaloides de uma
forma geral e 0s que estao presentes na espécie P. microphyllus (principalmente epiisopiloturina
e epiisopilosina) e sobre a esquistossomose. No capitulo Il verificamos o efeito in vivo da
epiisopiloturina (EPI) contra vermes adultos e jovens de S. mansoni. Neste estudo, 0s
camundongos (Balb/C) foram tratados com EPI por via oral 21 dias pés-infecgdo (formas
jovens) com as doses de 40 e 300 mg/kg e 45 dias pos-infeccdo (forma adulta) também por via
oral com doses Unicas de 40, 100 e 300 mg/kg. O tratamento com EPI na dose de 40 mg/kg foi
mais eficaz em vermes adultos quando em comparacdo com doses de 100 e 300 mg/kg. O
tratamento com 40 mg/kg em vermes adultos reduziu a carga parasitéria significativamente,
levando a reducgdo da hepatoesplenomegalia, reduziu a carga de ovos nas fezes e diminuiu o
diametro dos granulomas. Adicionalmente, o tratamento in vivo contra vermes jovens com 40
mg/kg também mostrou uma reducdo da carga parasitaria total. Estudos histopatoldgicos foram
realizados no figado, baco, pulmé&o, rim e cérebro e EPI demonstrou ter uma DL50 de 8000
mg/kg. No capitulo 111 avaliamos o efeito in vivo do alcaloide epiisopilosina (EPIIS) contra
vermes adultos de Schistosoma mansoni, além do seu efeito citotoxico, toxicologia in silico e
toxicologia aguda. Nos testes anti-helminticos, os camundongos foram tratados com EPIIS 60
dias pds-infeccdo (vermes adultos) com dose Unica de 100 e 400 mg/kg por via oral. O
tratamento reduziu a carga parasitaria significativamente mesmo na menor concentragdo de 100
mg/kg, levando a reducdo da hepatoesplenomegalia, e reducdo dos ovos imaturos. Além disso,
o alcaloide mostrou ser bem toleravel nas analises in silico e ndo apresentaram efeitos
citotoxicos para as células HaCaT e NIH-3T3 com 512 pg/mL. A avaliacdo da toxicidade aguda
de EPIIS ndo demonstrou nenhum efeito toxico na dose de 2000 mg/kg e o tratamento nao
mostrou diferenca significativa nos pardmetros hematolégicos e bioquimicos em relagdo ao

grupo controle. Em concluséo, os alcaloides testados mostraram potencial para serem utilizados



no tratamento contra esquistossomose, sem demonstrar citotoxicidade e toxicidade aguda

aparente.

Palavras-chaves: Produtos naturais, jaborandi, Schistosoma mansoni, esquistossomulos,

toxicidade.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a serious disease and is currently estimated to affect over 207 million people
worldwide. Due to the intensive use of praziquantel, there is growing concern with the
development of strains resistant to the drug. Therefore, the search and investigation for new
compounds with potential schistosomicidal effect is required. This search has been mainly
made from products derived from plants. The research of new drugs schistosomicide led to the
study of natural substances such as curcumin, phytol, and epiisopiloturine epiisopilosine. This
work was had and interested specifically in epiisopiloturine and epiisopilosine that are extracted
alkaloid Pilocarpus microphyllus, whose in vitro activity against Schistosoma mansoni has
been reported. Chapter | provides a brief review of natural products, alkaloids, alkaloid present
in P. microphyllus specie mainly epiisopiloturine and epiisopilosine and schistosomiasis.
Chapter Il shows the in vivo effect of epiisopiloturine (EPI) against adult and youth worms of
S. mansoni. In the experiment, mice (Balb/C) were treated post-infection 21 days with 40 and
300 mg/kg of EPI by oral route and 45 days post infection with single doses of 40, 100 and 300
mg/kg by oral route. The treatment with EPI 40 mg/kg was more effective in adult worms as
compared with 100 and 300 mg/kg. Treatment with 40 mg/kg significantly reduced total worm
burden (adults), leading to reduction in hepatosplenomegaly, reduced the burden of eggs in the
feces and decreased the diameter of granulomas. In addition, the in vivo treatment for young
worms with 40 mg/kg showed a reduction of total 50.2% parasite load. Histopathological
studies were performed in liver, spleen, lung, kidney and brain and EPI demonstrated to have
an LD50 of 8000 mg/kg. Chapter I11 we evaluate in vivo effect of epiisopilosine (EPIIS) alkaloid
against adult worms of S. mansoni. In addition, its cytotoxic effect, in silico toxicity and acute
toxicology was analyzed. In the anthelmintic tests, mice were treated with EPIIS at 60 days
post-infection (adult worms) with a single dose of 100 and 400 mg/kg. The treatment reduced
the total worm burden significantly even at the lowest concentration of 100 mg/kg, reduced the
hepatosplenomegaly, and reduced immature eggs. In addition, the alkaloid showed to be well
tolerable in in silico analyzes and had no cytotoxic effects on HaCaT and NIH-3T3 cells with
512 pg/mL. The acute toxicity evaluation of EPIIS showed no toxic effect at the 2000 mg/kg
dose and the treatments showed no significant difference in hematological and biochemical
parameters in relation to control group. In conclusion, the tested alkaloids show potential for
use in the treatment of schistosomiasis, without demonstrating apparent cytotoxicity and acute

toxicity.

Keywords: Natural Products, jaborandi, Schistosoma mansoni, schistosomules, toxicity.



LISTA DE ABREVIACOES

4TI Células de adenocarcinoma de mama murinho
AFA Acido Acético-Formaldeido-Alcool

ALT Alanina Aminotransferase

AST Aspartato Aminotransferase

B16F10 Células de melanoma de camundongos
CEUA Comisséo de Etica para a uso de animais
CHCM Concentracao de hemoglobina corpuscular média
CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
DL50 Dose letal media

DMSO Dimetilsulfoxido

DP Desvio Padréo

DSC Calorimetria de varrimento diferencial

EPI Epiisopiloturina

EPIIS Epiisopilosina

FBS Soro Fetal Bovino

HaCaT Células de queratindcito humano

HDL Lipoproteina de Alta Densidade

LDL Lipoproteina de Baixa Densidade

MEV Microscopia Eletronica de Varredura
NIH-3T3 Células de fibroblasto murinho

OECD Organizacao de Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico

OMS Organizacdo Mundial de Saude



PZQ
RTCA
TGA
VCM

WHO

Praziquantel

Analise de células em tempo real
Anélise Gravimétrica Térmica
Volume Corpuscular Médio

World Health Organization



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: Estrutura quimica da morfina, um alcaloide verdadeiro. ..........c.cccccoevvviveinennnnn 23

FIGURA 2: Distribuicao geogréafica da espécie Pilocarpus microphyllus (Jaborandi). ......... 24

FIGURA 3: Pilocarpina e sua respectiva estrutura quimica, obtida a partir das folhas de
Pilocarpus MICrOPNYIIUS. ........ooviiiee e 25

FIGURA 4: Estruturas quimicas representativas dos alcaloides Epiisopiloturina (EPI) e

epiisopilosina (EPIIS). Os seus heteroatomos e estereoisomeros estdo anotados. ................... 28
FIGURA 5: Ciclo de vida do SchistoSOma ManSONI. ..........ccervereienenisieeienie e siesiesneeneas 29
FIGURA 6: Estrutura quimica do praziquantel............cccceeveiiiiiiic i 31
FIGURA 7: Esquema representativo do ciclo de S. mansoni mantido em laboratorio. .......... 46

FIGURA 8: Formas neutras e idnicas de EPI. 1- Forma neutra; 2- Forma catidnica; 3- forma
aniénica (A). Determinacdo potenciométrica do pKa (B). llustracdo dos valores preditos de pKa
da EPI usando o método ChemAxon. (C). DSC (D) e DSC-TGA (E) dados que ilustram a
degradacdo térmica que ocorre em torno de 220°C, em uma Unica etapa. ........c.cceevrvrveverenne 51

FIGURA 9: Microscopia eletronica de varredura da regido dorsal do meio do corpo de vermes
machos de S. mansoni recuperados 45 dias apés a infec¢do, coletados por perfusdo do sistema
porta-hepatico. A e B: vermes ndo tratados (controle). C e D: vermes de camundongos tratados
com 40 mg/kg de PZQ. E e F: vermes de camundongos tratados com 40 mg/kg de EPI. As
barras de escala em A, C e E mostram 5 pum, e em B, D e F mostram 10 pum.. ..........ccceevvene 56

FIGURA 10: Fotomicrografias de granulomas hepaticos de camundongos 45 dias apos a
1] (=] oo Lo TS SSPSRSSS 58

FIGURA 11: Estudo histopatologico das secdes dos orgdos de diferentes grupos de
camundongos. Comparacao entre a histologia do: figado (A, B, C), baco (D, E, F), pulméo (G,
H, 1), rim (J, K, G), e cérebro (M, N, O) obtido a partir de camundongos swiss (n = 4) tratados
com 0,0 (primeira coluna), 530 (segunda coluna) ou 8000 (terceira coluna) mg/kg de EPI....61

FIGURA 12: Estrutura quimica do alcaloide EPIIS, com heteroatomos e estereoisomeros
10 0] 710 01 JO OSSPSR 80



FIGURA 13: Espectro de massa de EPIIS. (A) fon pseudomolecular com m/z 286,9 Da [M +
H]*. (B) fragmentos MS? com m/z 268,8 Da [M - H20 + H]" € 180,7 Da.......cc.cccvevvevevrvenennnee. 85

FIGURA 14: Efeito na carga parasitaria com administracdo de 100 mg/kg e 400 mg/kg de
EPIIS em dose Unica, POr VIA OFal. ........cccveieiiiiiee ettt 86

FIGURA 15: Efeito na carga total de ovos com uma dose Unica de 100 mg/kg de EPIIS
administrado a camundongos estavam infectados COM S. MANSONI.. ....c.cccvevvreereerieniereeeenns 88

FIGURA 16: Efeito do tratamento com EPIIS sobre o peso relativo do figado e do baco.. ...89

FIGURA 17: Microscopia eletronica de varredura de adultos de S. mansoni recuperados 48 h
depois do tratamento com EPIIS (100 mg/kg). A-D: grupo controle - ndo tratado (A e C sdo
vermes machos, B e D sdo vermes fémeas); E-L: verme macho e fémea tratados com 100 mg/kg
de EPIIS. E, I, J e L s@0 vermes machos; F, G, H e K sdo vermes fémeas.. ..........cc.ccoevvvennnne. 90

FIGURA 18: Indices de adesdo de NIH-3T3 e células de HaCaT .. ....c.coevveveveeeeeeeeereenenns 92

FIGURA 20: Fotomicrografias de figado (A1, A2), bago (B1, B2), rim (C1, C2), pulméo (D1,
D2) e cérebro (E1, E2), obtidos de animais dos grupos controle nédo tratato (primeira coluna) e
tratados com 2000 mg/kg de EPIIS (segunda coluna).. ........ccceeveiveieiiieieeie e 95



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Efeitos da EPI contra S. mansoni jovens (tratados 21 dias apos a infeccao)........... 52

Tabela 2. Efeitos da EPI contra S. mansoni adultos (45 dias apds a infecgéo). ...........cce..... 53

Tabela 3. Efeito do tratamento com EPI na oviposi¢cdo dos adultos, 15 dias pos-tratamento (45
diaS aPOS @ INTECGAD). ...veveieieeiieie ettt sttt re e 54

Tabela 4. Efeito do tratamento com EPI no peso relativo dos 0rgaos. ..........ccoceeerveenereneennen. 55

Tabela 5. Diametro do granuloma (uM) no figado dos camundongos dos grupos infectados
tratados e ndo tratados 45 dias apds a infeccao (vermes adultos). .........cocerevrererenieneneeennen. 59

Tabela 6. Efeito na oviposicdo, 15 dias ap6s o tratamento com EPIIS (60 dias apds a infeccao).

Tabela 7. Andlise in silico das propriedades toxicoldgicas de EPIIS usando a metodologia
02O Y OSSPSR 91

Tabela 8. Pardmetros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss fémeas tratados com
e ISR o Lo GV T- Mo - | SO OSPSURSR 93

Tabela 9. Parametros hematoldgicos obtidos do soro de camundongos Swiss fémeas tratados
COM EPHIS POI VIA OFAl. ...eoeiice ettt re e 94



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ....oocoieeeeeeeeeees ettt ettt en et st 16
A O 1= | I Y @ 1 PSRRI 18
21 OBUETIVO GERAL ...ceiiitteetet e ettt ettt ettt ettt e as ettt e san e e aas e e ahbe e e b e e e abe e e amb e e e asbe e e nbe e e neeeenrneennnes 18
2.2 OBUIETIVOS ESPECIFICOS ....ceeitiieiitiie st ettt ettt ettt ettt sbb e e bt e et e e anbeeennees 18
3 CAPITULO I = REVISAO DE LITERATURA.......oosviieieeeeeeeeeee e sessisnn s 20
31 PRODUTOS NATURAIS ...ttt ittt ittt sttt ekttt ettt e et bt e kb e e s be e e s bt e e snb e e e nbn e e e anreesnneeas 20
3.2 AALCALOIDES ...ttt ittee ettt ettt ettt ekt e et e e e s et e e b et ekt e e s ket e e sk e e e e kbt e e e he e e e bb e e e mbe e e snbe e e anbeeanreeanrne e e 21
3.3 ALCALOIDES DE P. MICROPHYLLUS ....ccutttiititestieeatteesteeesteeesiseassiseessnsaesnsasssneesssnessnnnessnneeaes 23
34 EPISOPILOTURINA E EPHSOPILOSINA ....utiiiiiiieitite ettt e siiee e st ettt e stee et e e st e e snne e s snne e snnaesnneaas 26
3.5 E S QUISTOSSOMOSE ...evivvttvuiiiiiiiiiiietiteeeeeettesteetttaeaa s e bbbt s e e e e eeeeeaaseesteessssa e bbb bbbt e e e eeeeas 28
4  CAPITULO Il - ATIVIDADE DA EPIISOPILOTURINA IN VIVO CONTRA SCHISTOSOMA
N NN ST PRSPPI 42
4.1 INTRODUGAQD ...1eeeiiitttiee e ittt e e e ettt e e e s etbee e e e s etb e e e e s eabeeeeeaaabbeeeessabaeeeeaaabbaeessasbeeeeesasbaseeesasraseesanes 43
4.2 MATERIAIS E IMETODOS ....ceittieitite ittt ettt ettt ettt e e bt e ekt e e s e e e st e e nan e e s nbn e e s nreennneaas 44
4.2.1 Purificac8o e CaracterizaGlio A EPI .........ccveieviiviieiieieeeseeese ettt 44
4.2.2 Determinagao do pka POtENCIOMEALIICO ... .c..eivrerieieetieiesieeeie sttt steetteste et te st aeste et steeteesseeteeanens 45
4.2.3 Parasitas, Hospedeiros Intermediario € Definitivo .........ccccevvveivesievieeeeeecece e 46
4.2.4  Tratamento iN VIVO COM EP.....coiiiiieiiieee ettt 47
4.2.4.1  Tratamento de camundongos infectados com vermes adultos. ...........cccecceereevieeiieeneeniecieeee, 47
4.2.4.2  Tratamento de camundongos infectados COM VEIMES JOVENS. ........ccevueeierierierienieenienieesienieenens 47
4.2,5 Estimativa da carga parasitaria € d0S OVOS ...........cccvvevveeruveiieesiiesiiesreeteesteesieeteesseesaesseesaesses 48
4.2.6  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).........oc.ooeiiiiiieieeeeee et 48
4.2.7 Histopatologia hepatica e medigao de granuloma............ccceevererierieiesieieceesese e 48
4.2.8 Estudos de toxicidade aguda e histopatoldgiCoS .........ccvevverriveieeiiecieeeeeese s 49
4.2.9  ANALISES ESLALISLICAS. ... eveevreieetieieetieie sttt ettt ettt st e ate st eeat e te st e e steestestesatestesaeestesteeanens 49
4.3 =R U1 I 7\ 10 1 PP 50
4.3.1  CaracterizaGlo Ga EP.......c.ooeoiiiieieieeeeeeee ettt 50
4.3.2 Efeito da EPl €M S. MaNSONI JOVENS......ccvveiveriieseieeieeieeste et eeesitesteetaesteesteeteetaesssasaseensaesees 52
4.3.3 Efeito daEPl em S. mansoni adUltO..........c.oouvevieriiriiesieiiieiesieeese et 52
4.3.4 Efeito da EPI na eliminagéo de ovos e no peso do figado € bago ..........cceecvevveveviveiesienriesiesirenns 53
4.3.5 Efeito da EPI sobre as alteraces teQUMENTAIES .........ccvvevveerieeieeiierieeieesteesiiese e eseesseeeeneas 55
4.3.6 Histopatologia hepatica e medicao granuUlOmMaL..........ccecveieriieierierieie e 57
4.3.7 Estudos de toxicidade aguda € histopatolOQiCOS ..........cceeverieeriesieriiesiestieie et et sie st 59
4.4 DISCUSSAD ...ttteeeeeee e ettt e e ettt e e e e e e e e e e e et bbbt e e eeaeeeseeaseaba b b aaaeaeeeeeeeeseaasrrrrereaeeas 62
4.5 (070 N oI U 0] = ST TS 68
5  CAPITULO IIl - ATIVIDADE DA EPIISOPILOSINA IN VIVO CONTRA SCHISTOSOMA
IMAINSONI <.ttt b st b bbb e bt e bt e st e nb e e s e e bt bt et e bt et enbeenbenbeaneenns 77
5.1 1N 12 06] 0] o7 Yo TP P PR TR 79
5.2 MATERIAIS E IMETODOS ...ttt sttt sttt sttt sttt sttt st st et as et se ettt e b bt et nbeenee e 80
Co T2 R SV 1 Tor= o= To I (o= 1 (0= 1 (0] o L= 80
5.2.2 Parasitas e hospedeiros intermediarios € definitivos ..........ccceevvvevievieseeiecece e 81
5.2.3 Tratamento in vivo contra vermes S. mansoni adultoS ............cccoeoeereeriinieenieenieeeeeeeeesee e 81
5.2.4 Microscopia eletronica de Varredura (MEV) ......ccccoooriiienineeieneeeseeese et 81
5.2.5 Anélises in silico e propriedades tOXICOIOQICAS. ........cccvvevveeriveriieiiesiiesieeete e steeeteeteesteesaeereens 82
5.2.6  Cultura de células e ensaios de citotoxicidade IN VIVO .........ccecverveeeverieriieiesiieiesieeiesie e 82

5.2.7 Avaliacio da ToXICIdAdE AQUAA.........ooueriirieiieie ittt 83



5.2.8 Avaliacdo dos parametros hematol0gicos € DIOQUIMICOS ........c.ccveverierieiesireiesieeiesie e 83

5.2.9  Analise NIStOPALOIOGICA ........cueiviiiirieieieieee ettt sttt 84
5.2.10 ANALISE BSTALISTICA ....evveeeeieeiiee ettt sttt ns 84
5211 [0 (oot ] (oI ot R 84
5.3 RESULTADOS .....tttteet ittt ettt ettt e ettt e e ekt e e e okttt e e e ab b bt e e e s bbe e e e e anb bt e e e e s anbr e e e e enbbeeee s 84
5.3.1  PUrificaglo da EPIIS.........oooo ottt 84
5.3.2  EPIIS mostrou atividade contra formas adultas de S. mansoni em camundongos infectados......... 85
5.3.3 EPIIS diminui o desenvolvimento dos ovos, bem como os pesos do figado e do baco..................... 87
5.3.4 EPIIS causou mudancas na morfologia do tegumento de S. MansoNi..........cccceeveereeesieenieeninnienns 89
5.3.5 EPIIS tém previsdo in silico de baixa toXiCidade ...........ccceevvvevireivesieeieeeeeesee e 90
5.3.6  Efeito da EPIIS na viabilidade CEIUIAT............ccovveieierieiese e 91
5.3.7 EPIIS ndo mostrou sinais clinicos visiveis de toxicidade aguda em camundongos........................ 92
5.3.8  EPIIS ndo causou alteragdes bioquimicas ou hematolégicas em camundongos............cccveeeveeee. 93
5.3.9 EPIIS ndo causou alteracdes histopatolOgiCas..........cevvvevveeriverrieiiesiiesieeteeseesee e e e e seesaeeneens 94
54 DISCUSSAD ...ttt ettt ettt h ekt ea et e kbt e ek bt e e ke e e eabe e e e st e e e amb e e e ebee e e breennbeaas 96
6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS........cootietieeteeeeeeeteeseeeeenseens e 106
7  OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS.......ccootiiie ittt 108
7.1 ARTIGOS PUBLICADOS EM PERIODICOS RELACIONADOS AO REFERIDO PROJETO.......cceeruveenenen. 108
7.2 ARTIGOS PUBLICADOS EM PARCERIAS .....cciutiiaiutttaiieeaireeaireesateeestsesasseessssassaseessssessnnessssness 108
7.3 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS ....cuutieitiiesitiaesitiaastteeatressibeeasabesassseesnnseassseeessnnenns 109
APENDICE A ...ttt sttt sttt ettt en et saeneene st 110
APENDICE B ..ottt st 158 5 112
APENDICE C...ooooveeetee ettt sttt es ettt en e sa et es s senaensnsensneans 114
APENDICE D ..ottt sttt s s n ettt nn et 116
APENDICE E ...ttt sttt ettt sttt st ne s nee e 118
APENDICE F ..ottt ee ettt st n st ettt ss s nean s senaanansens s 120

APENDICE G ...ttt sttt 122



16

1 Introducéo

Os produtos naturais tém recebido uma atencdo consideravel por conta da sua
variedade de principios ativos e suas propriedades terapéuticas (NEWMAN E CRAGG,
2012; MORAES et al., 2012). O uso de plantas, como fonte de novos farmacos mostra
um grande potencial para utilizagdo em varias doencas e podem ser de grande importancia
para a industria farmacéutica. Por exemplo, uma analise da origem das drogas
desenvolvidas entre 1981 e 2002 mostrou que produtos naturais ou drogas derivadas de
produtos naturais compreendiam 28% de todas as novas substancias quimicas lancadas
no mercado. Além disso, 24% destes eram compostos miméticos sintéticos ou naturais,
com base no estudo de farmacdéforos relacionados a produtos naturais (NEWMAN et al.,
2003; CHIN et al., 2006; CRAGG E NEWMAN, 2013; MORAES, 2015).

A familia Rutaceae contém cerca de 161 géneros e 2070 espécies, sendo que muitas
destas tem importancia econdmica, devido ao seu valor medicinal (STEVENS, 2016;
ROCHA et al., 2017). O género Pilocarpus pertence a essa familia e contém espécies
medicinais que sdo originarias do Brasil e paises vizinhos (LIMA et al., 2017). A espécie
Pilocarpus microphyllus, pertencente a este género, € conhecida mundialmente devido a
presenca do alcaloide pilocarpina nas suas folhas (PINHEIRO, 1997; LIMA et al., 2017).
Este alcaloide é produzido no Brasil em escala industrial e exportado para a industria
farmacéutica internacional (BRANDAO, 2008) devido a sua utilizacdo para o tratamento
do glaucoma e xerostomia (AGBAN et al., 2016; GIL-MONTOYA et al., 2016).

Varios outros alcaloides ja foram identificados a partir do género Pilocarpus, como a
epiisopiloturina e a epiisopilosina. Estes dois alcaloides foram obtidos a partir do residuo
industrial gerado durante a producdo de pilocarpina, e vém se mostrando promissores
quanto a sua atividade esquistossomicida, pois apresentaram atividade in vitro contra S.
mansoni (ROCHA, 2013; VERAS et al., 2012; GUIMARAES, 2014).

A epiisopiloturina e epiisopilosina sdo alcaloides imidazois que foram isolados das
folhas de P. microphyllus, caracterizados quimicamente e mostraram ter atividade contra
S. mansoni adulto sem apresentar citotoxicidade para células de mamiferos. Esses
resultados geraram uma patente com o governo brasileiro junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI). A atividade anti-inflamatoria do alcaloide epiisopiloturina

também ja foi relatada usando varios agentes que induziram edema de pata e peritonite
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em camundongos, e esta acdo pode ajudar a potencializar o efeito da epiisopiloturina no
tratamento da reacéo inflamatoria causada pelos ovos do S. mansoni. (LEITE et al., 2011;
SILVA et al., 2013; VERAS et al., 2013; VERAS et al., 2012).

O limiar entre a academia e a iniciativa privada é fundamental para a descoberta e
desenvolvimento de novos medicamentos. Neste projeto, uma das empresas parceiras é a
Phytobios Pesquisa Desenvolvimento e Inovagdo Ltda., empresa pertencente ao grupo
Centroflora. A Phytobios conta com um laboratdrio de Inovagdo em Produtos Naturais
(LIPRON) voltado para a obtencdo de extratos/ativos de alto valor para Pesquisa &
Desenvolvimento, assim como bioprospeccao a partir da biodiversidade para as mais
diversas finalidades ligadas a tecnologias naturais e biotecnologia. A Phytobios tem
interesse em trazer o processo de isolamento e producéo dos alcaloides epiisopiloturina e
epiisopilosina para uma maior escala e torna-lo um produto de alto valor agregado para a
industria farmacéutica.

Visto que os alcaloides ja demonstraram potencial atividade in vitro contra S.
mansoni, neste trabalho pretende-se aprofundar os estudos desta atividade biologica,
realizando testes in vivo e testes toxicolégicos para servir como prova de conceito as
empresas da area farmacéutica, a fim de desenvolver um produto a partir da reutilizagdo

dos residuos da industria de pilocarpina, com alto valor econémico.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Obtencdo de novos farmoquimicos a partir de P. microphyllus para uso no controle da

esqu istossomose.

2.2 Objetivos Especificos

- Investigar o efeito in vivo dos alcaloides epiisopiloturina e epiisopilosina contra S.
mansoni;
- Realizar estudos de citotoxicidade in vitro e in vivo dos alcaloides epiisopiloturina e

epiisopilosina;

-Realizar estudos toxicoldgicos e estudos histopatoldgicos da dose letal média (DL50)

dos alcaloides epiisopiloturina e epiisopilosina;

- Utilizar os farmoquimicos para desenvolvimento de bioprodutos para a indlstria

farmacéutica;
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3 Capitulo I — Reviséo de literatura

3.1 Produtos Naturais

Desde tempos imemoriais 0 homem utiliza as plantas com fins terapéuticos. O
profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza pelos povos primitivos e pelos
indigenas pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substancias
toxicas e medicamentosas ao longo do tempo. Estes trouxeram valiosas contribuigdes
para o desenvolvimento da pesquisa em produtos naturais, para o conhecimento da
relacdo intima entre a estrutura quimica de um determinado composto e suas propriedades

bioldgicas e da inter-relacdo animais/insetos-planta (VIEGAS et al., 2004).

Sistemas a base de plantas continuam desempenhando um papel crucial na area da
salde, e a sua utilizagdo por diferentes culturas ja foi amplamente documentada
(MOERMAN, 1986; JOHNSON, 1999; CRAGG e NEWMAN, 2013). Desde 1985, ja
existem relatos da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) sobre o uso de plantas
medicinais, sendo estimado que em 1985, aproximadamente 65% da populacédo do mundo
predominantemente utilizavam medicamentos tradicionais derivados de plantas para 0s
seus cuidados de saude primarios (FARNSWORTH et al., 1985). A importancia dos
produtos naturais na medicina moderna ja foi descrita em uma série de avaliagdes
anteriores (MORAES, 2012; KAYSER et al., 2003; NEWMAN e CARGG, 2009;
BRAHMACHARI, 2011; NEWMAN e CRAGG, 2012), por exemplo, uma andlise da
origem dos medicamentos desenvolvidos entre 1981 e 2002 mostrou que 0s produtos
naturais ou drogas derivadas de produtos naturais compdem 28% de todos 0s novos
produtos quimicos langados no mercado. Além disso, 24% destes eram sintéticos ou
mimetizavam compostos naturais, com base no estudo dos farmacdéforos relacionadas
com produtos naturais (NEWMAN et al.,, 2003; CHIN et al., 2006; CRAGG e
NEWMAN, 2013).

Embora existam, diversas estratégias e metodologias disponiveis para que
possamos descobrir e sintetizar novos farmacos, a quimica de produtos naturais
representa uma destas alternativas de sucesso, historicamente privilegiada (BARREIRO

e BOLZANI, 2009). Sdo inimeros os compostos extraidos de plantas empregados na
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preparacdo de agentes medicamentosos que ja se encontram disponiveis no mercado
farmacéutico (BRESOLIN e CECHINEL, 2003).

As substancias quimicas caracterizadas como principio ativo sdo, em sua maioria,
oriundas do metabolismo secundario das plantas, tendo sua funcdo relacionada com a
atuacdo desta com o meio ambiente que a envolve (MAIA, 2008). A origem de todos 0s
metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois
intermediarios principais: o &cido chiquimico e o acetato. O &cido chiquimico é precursor
de taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados dos aminoacidos aromaticos e
fenilpropandides, compostos que tem em comum a presenca de um anel aromético na sua
constituicao; ao passo que os derivados da via do acetato sdo os aminodcidos alifaticos e
os alcaloides derivados deles; terpendides, esterdides, acidos graxos e triglicerideos
(LEITE, 2008).

A maior parte desta diversidade estrutural dos metabdlitos secundarios é gerada
por modificagcbes na cadeia carbbnica principal da estrutura, modificagdes estas que
podem alterar a atividade bioldgica do composto derivado em relacdo a sua estrutura
inicial (KLIEBESTEIN, 2004). De acordo com a rota biossintética, os metabolitos
secundarios sdo classificados em trés grandes familias: substancias fendlicas,
terpenos/esterdides e alcaloides (BOURGARD, et al., 2001).

3.2 Alcaloides

Os alcaloides representam cerca de 20% das substancias naturais descritas, sendo
um vasto grupo de metabolitos com grande diversidade estrutural (HENRIQUES et. al,
2001). Desta forma, dos cerca de 150.000 compostos isolados de plantas e animais
terrestres, aproximadamente, 14% s&o alcaloides. Inicialmente, as plantas superiores
eram as principais fontes para o isolamento deste metabdlito, principalmente aqueles
utilizados como medicamentos ou conhecidos pela sua alta toxicidade. Entretanto, novas
fontes para a obtencdo foram investigadas no final do século XX, incluindo anfibios,
artropodes, mamiferos, esponjas, peixes, fungos e bactérias, e Homo sapiens
(GRANATO et. al, 2008; MARASCHIN, VERPOORTE, 1999). De acordo com estudos
feitos por Cordell et al. (2001), em cerca de 35 familias de plantas superiores foram
detectados alcaloides, no entanto, estes ainda ndo foram isolados. Contudo, ja foram

identificados, pelo menos, 22000 alcaloides oriundos somente de plantas superiores, mas
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este numero excederia 30000 alcaloides considerando todas as fontes; apesar de que
muitas familias de plantas ainda ndo foram estudadas para este grupo de moléculas
(CORDELL et al., 2001).

Nos vegetais, os alcaloides distribuem-se por toda a planta (folhas, sementes,
raizes e caules), acumulando-se nos tecidos vivos de crescimento ativo, células
epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos dentro dos vacuolos.
Quando na forma de sais, encontram-se nas paredes celulares. S&o empregados na
medicina, geralmente, em estado puro, sendo seu uso indicado somente de forma
adequada e regulada (COSTA, CUNHA, 2000; COSTA, 2008).

Quanto ao papel dos alcaloides para as plantas, ainda ndo estd totalmente
elucidado, parecendo estar relacionado a sua toxicidade, a medida que representa um
mecanismo quimico de defesa por conta da grande variedade de efeitos fisioldgicos que
exercem sobre animais e microorganismos. Varios alcaloides sdo toxicos aos insetos e
atuam como repelente para herbivoros. Acredita-se que atuem também como reserva de
nitrogénio, reguladores do crescimento, do metabolismo interno e da reproducéo, como
agentes de desintoxicagdo e transformacdo simples de outras substancias nocivas ao
vegetal, além de protecdo contraraios UV (GUERRA, NODARI, 2001; TAIZe ZEIGER,
2002; MANSKE e HOLMES, 1950; LEVINSON, 1976)

Em virtude da grande variedade de propriedades fisico-quimicas, estruturais e
farmacoldgicas, a definigdo precisa para este grupo torna-se dificil. Foram inimeras as
defini¢Bes propostas por pesquisadores que acreditavam que os verdadeiros alcaloides
eram compostos por um ou mais atomos de nitrogénio pertencendo ao anel heterociclico,
mantendo sua caracteristica basica. Essa defini¢do, no entanto, ndo é adequada, pois
exclui compostos nitrogenados como: aminas simples, aminoacidos, peptideos, proteinas,
acidos nucléicos, nucleotideos, porfirinas, vitaminas e compostos nitro e nitroso (HESSE,
1978). Outros por sua vez, acreditavam que os alcaloides eram substancias de estrutura
molecular complexa encontradas em plantas e caracteristicas de determinadas espécies
vegetais, 0 que também €& um conceito incompleto por ndo considerar que essas
substancias também sdo encontradas em outros seres vivos (IKAN, 1991). Foi entdo que,
Pelletier estabeleceu a seguinte definicao: “Um alcaloide seria uma substancia organica,
de origem natural, ciclica, contendo nitrogénio num estado de oxidagdo negativo e cuja
distribuicao ¢ limitada entre os organismos vivos”. Tal definicdo exclui compostos
nitrogenados como: aminas simples, aminoacidos, peptideos, proteinas, acidos nucléicos,

nucleotideos, porfirinas, vitaminas e compostos nitro e nitroso. Outras defini¢cdes foram



23

apresentadas, posteriormente, por outros cientistas, contudo até 0 momento nenhuma se
apresentou completamente abrangente (IKAN, 1991; BRUNETON, 1993;
WATERMAN, 1998).

Devido a grande diversidade estrutural desta classe, algumas subclasses foram
criadas para abrigar as varias estruturas que estas moléculas podem apresentar. Uma
dessas subclasses € determinada quanto a estrutura quimica dos alcaloides e é
provavelmente 0 modo mais amplamente aceito de classificacdo desse grupo. O critério
principal é a presenca do anel heterociclico, assim, os alcaloides sdo classificados em
alcaloides verdadeiros, que sdo aqueles derivados de aminoacidos que possuem anel
heterociclico com um atomo de nitrogénio (figura 1); protoalcaloides, que também
derivam de algum aminoacido, e possuem atomo de nitrogénio ndo pertencente a um anel
heterociclico, e por fim, pseudoalcaloides, que ndo derivam de um aminoacido, mas

incorporam o nitrogénio de outras rea¢des, como transaminacdo (ANISZEWSKI, 2007).

FIGURA 1: Estrutura quimica da morfina, um alcaloide verdadeiro.

3.3 Alcaloides de P. microphyllus

No Brasil a pesquisa de ativos naturais provenientes de espécies vegetais da
biodiversidade, tem se expandido e contribuido com novas alternativas terapéuticas. Um
exemplo deste desenvolvimento é a pesquisa com a espécie P. microphyllus,
popularmente conhecida como jaborandi. Esta espécie € originaria do Norte e Nordeste
do Brasil de ocorréncia no leste do Estado do Par4, oeste e norte do Maranh&o e ao norte

do Piaui na divisa com o Maranhao (figura 2).
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FIGURA 2: Distribuicéo geogréafica da espécie Pilocarpus microphyllus (Jaborandi). As
imagens das folhas de Jaborandi foram obtidas da area de plantacdo do grupo Centroflora

no Piaui, em acordo com o termo de consentimento da empresa.

O nome jaborandi é sinbnimo vulgar de varias plantas silvestres do Brasil e paises
vizinhos, das familias Piperaceae e Rutaceae, que possuem propriedades medicinais
(CORREA, 1969). A familia Rutaceae possui cerca de 161 géneros e 2070 espécies
(STEVENS, 2016; ROCHA et al., 2017). No Brasil encontram-se 13 espécies, sendo que
11 delas ocorrem exclusivamente no territdrio brasileiro, com maior ocorréncia em sua
porcao oriental, constituindo o centro de diversidade genética do género (SKORUPA,
1996). Trata-se de uma espécie nativa de regides de clima quente e Umido, de porte
arbustivo verdejante e bastante ramificado. Possui um bom crescimento vegetativo em
chapaddes arenosos, podendo também ser encontrado em terrenos argilosos de baixa
fertilidade e cobertos por vegetagdo de capoeira, como em solos litdlicos com
afloramentos rochosos (MARQUES & COSTA, 1994), florestas ombrofilas densas, mas
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também onde as matas sdo menos densas, sendo frequentemente encontrada em
afloramentos rochosos, regionalmente denominados canga, que sdo reservas minerais
cobertas com vegetagdo savanica. No centro da mata é encontrado preferencialmente em
ambientes mais iluminados, como em clareiras (VEGEFLORA, 2010). Os representantes
da familia apresentam habito muito variado, desde arvores, arbustos até ervas, sendo rara
esta Gltima condi¢cdo (CRONQUIST, 1981).

O P. microphyllus é uma das espécies medicinais brasileiras de maior destaque
constando em farmacopéias de todo o mundo, devido ao uso de seu principio ativo
pilocarpina (LEWIS & ELVIN-LEWIS, 1977), sendo ainda na atualidade de grande
relevancia para as industrias farmacéuticas e farmoquimicas nacionais e internacionais.
Das folhas desta espécie sdo processados os sais de pilocarpina, tais como o cloridrato de
pilocarpina, nitrato de pilocarpina, além de sua forma livre (pilocarpina base) utilizados
na formulacdo de colirios para tratamento do glaucoma (figura 3) (TSAI et al., 2003;
NORDSTROM et al., 2005; LIMA, 2008), sendo esta patologia de ampla ocorréncia
mundial e responsavel pela exportacdo deste ativo para Europa, Estados Unidos, Japao,

China e India.

FIGURA 3: Pilocarpina e sua respectiva estrutura quimica, obtida a partir das folhas de
Pilocarpus microphyllus.

Outras aplicacdes farmacoldgicas da pilocarpina foram elucidadas posteriormente,
como por exemplo, para o tratamento da xerostomia (BAPTISTA NETO, 2004) na forma
oral (formulacdo em comprimido). Essa patologia pode ou ndo estar associada a varias
doencas e/ou alteragdes sistémicas, entre elas a Sindrome de Sjogren (BIVONA, 1998;),
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alteracdes hipofisarias, hipotireoidismo (WARDROP et al., 1998), diabetes
(ZACHARIASEN,1996; FIELD et al., 1997) e por inducéo através de radiagdo ionizante,
para o tratamento de cancer de cabeca e pescoco via radioterapia. Esta Ultima indicacao
foi aprovada pelo FDA (“Food and Drug Administration””) em 1994 (MOURA, 2003). A
xerostomia costuma ainda aumentar a morbidade dos pacientes com cancer avancado
(DAVIES, 1997).

Assim como outras espécies vegetais, as folhas de jaborandi também contém
outros ativos e alcaloides imidazolicos, cujas propriedades farmacoldgicas e fisioldgicas
ndo foram totalmente elucidadas. E por meio da parceria da Anidro do Brasil Extrac0es
S.A. — Unidade Piaui com a Universidade Federal do Piaui (UFPI), através do Nucleo de
Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia (Biotec) no Campus de Parnaiba, desde 2009
com atividades de pesquisa, extensdo e prospeccdo tecnologica, resultou no
desenvolvimento de trabalhos voltados a obtencdo de moléculas bioativas (alcaloides
imidazélicos) oriundos do jaborandi para uso em doencgas negligenciadas (MIURA,
2009), que produziu a autoria de patente (P10904110-9) e artigo cientifico descrevendo a
atividade esquistossomicida do alcaloide epiisopiloturina contra formas jovens e adultos
in vitro do parasita S. mansoni, além de inibir a oviposicdo do mesmo (VERAS et al.,
2012). Como objetivo da parceria esta a descoberta de novas propriedades terapéuticas
de outros alcaloides presentes no jaborandi e aplicar como fonte de matéria-prima o
refugo industrial da extracdo da pilocarpina, colaborando para melhor aproveitamento e

reducdo do residuo industrial.

O presente projeto tem grande relevancia para regido agregando maior valor a
espécie jaborandi, possibilitando a exploragdo sustentavel da mesma, bem como

determinar a aplicabilidade dos alcaloides imidazdlicos da espécie na area da salde.

3.4 Epiisopiloturina e Epiisopilosina

Vaérios alcaloides ja foram identificados a partir do género Pilocarpus, como a
epiisopiloturina e a epiisopilosina. Estes dois alcaloides vém se mostrando promissores
quanto a sua atividade esquistossomicida, pois apresentaram atividade in vitro contra
S.mansoni (VERAS et al., 2012; GUIMARAES, 2014; ROCHA et al., 2017).
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A epiisopiloturina (3S, 4R) -3 - [(R) -hidroxi (fenil) metil] -4 - [(3-metil-3H-1A-
imidazolidin-5-il) metil] oxolan-2-ona (C1sH1803N2) € um alcaloide que apresenta um
grupo hidrobenzilizo e um anel imidazolico ligado a um ciclopentano heterociclico
através de uma ligacdo C-C (Figura 4). Uma caracteristica interessante desta molécula é
o alinhamento paralelo do anel do benzeno e do metil imidazol separado por um
espacamento interplanar de 3,758 A°, indicando uma interacdo da ligacdo n-m. Outra
caracteristica do empacotamento cristalino € a presenca de uma ligagdo de hidrogénio
entre o hidrogénio do grupo hidroxila, de uma molécula, e 0 N1 do anel imidazol metil
de outro, formando assim uma cadeia continua de moléculas ligadas ao hidrogénio
(VERAS et al., 2013). Este alcaloide foi isolado das folhas de P. microphyllus,
caracterizado quimicamente e mostrou ter atividade contra S. mansoni adulto sem
apresentar citotoxicidade para células de mamiferos. A atividade anti-inflamatoria deste
alcaloide também j& foi relatada e esta acdo pode ajudar a potencializar o efeito da
epiisopiloturina no tratamento da reacao inflamatoria causada pelos ovos do S. mansoni.
(LEITE et al., 2011; SILVA et al., 2013; VERAS et al., 2013; VERAS et al., 2012;
GUIMARAES et al. 2014). Além disso, a epiisopiloturina ja demonstrou atividade in
vitro contra as cepas de Leishmania amazonensis IFLA/BR/67/PH-8 na forma amastigota
(MIURA, 2009).

A epiisopilosina (3R, 4S) -3 - [(S) -hidroxi (fenil) metil] -4 - [(3-metil-3H-1A2-
imidazolidin-4-il) metil] oxolan-2-ona contém 39 atomos (C1sH1803N2) em sua estrutura
molecular e apresenta 111 vibragdes moleculares. E um isdémero da epiisopiloturina
(Figura 4) e demonstrou ser um estimulante periférico do sistema nervoso parassimpatico
(LUCIO et al., 2000) e tendo ainda propriedades fisicas com Espectroscopia Raman
identificadas junto ao alcaloide pilosina (BENTO et al., 2010). Esses alcaloides
apresentam forma estrutural semelhante e ainda existem poucos trabalhos demonstrando

suas atividades bioldgicas.
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FIGURA 4: Estruturas quimicas representativas dos alcaloides Epiisopiloturina (EPI) e
epiisopilosina (EPIIS). Os seus heteroatomos e estereoisomeros estéo anotados.
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A atividade do alcaloide epiisopilosina in vitro foi determinada contra as formas
promastigota e amastigota de Leishmania chagasi (ALBUQUERQUE et al., 2010). Além
disso, apresentou atividade in vitro contra S. mansoni na concentracdo de 6,25 pg/mL e
uma baixa atividade antibacteriana com uma concentrag&o inibitéria minima — CIM de
800 pg/mL sobre Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis e Escherichia coli
(ROCHA, 2017).

Todos estes resultados abrem portas para uma perspectiva de ensaios in vivo dos
dois alcaloides, principalmente quanto a seu possivel uso no tratamento da

esquistossomose mansonica.

3.5 Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca tropical negligenciada causada por trematodeos
do género Schistosoma. E considerada um problema de sadde publica em regides tropicais
e subtropicais, como Africa, Asia e América do Sul e é a segunda mais importante doenca
parasitaria humana depois da malaria, com mais de 200 milhdes de pessoas infectadas e
cerca de 800 milhdes de pessoas vivendo em risco de infeccdo (STEINMAN et al., 2006).
No ano de 2010 mais de 237 milhdes de pessoas precisaram de tratamento e em 2011 esse
nimero aumentou para mais de 243 milhdes (WHO, 2013). A transmissdo da
esquistossomose ja foi reportada em 78 paises e seu peso global é estimado em 2,6

milhdes DALYSs, que significa os anos perdidos de vida saudavel independentemente de
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serem por morte prematura ou por incapacidade, ou seja, 0s anos de vida perdidos mais
0s anos de vida vividos com a deficiéncia (GDB 2015 DALYs e HALE, 2016; LAGO et
al., 2017). Cinco espécies de Schistosoma parasitam os seres humanos, S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi; as primeiras trés espécies tém
a mais ampla distribuicdo geografica, mas S. mansoni € o principal agente etioldgico da
esquistossomose em humanos (esquistossomose mansdnica) e é o modelo mais
amplamente utilizado para estudos quimioterapicos (VAN DER WERF et al., 2003;
GRYSEELS et al., 2006; COLLEY et al., 2012; WHO, 2013).

O ciclo de vida do Schistosoma é complexo (figura 5), envolvendo uma fase de
reproducdo sexuada em seres humanos (hospedeiro definitivo) e uma fase assexuada em
um caramujo de agua doce especifico (hospedeiro intermediario). A infeccdo ocorre
quando os humanos entram em contato com agua que contém formas larvares do parasita
nadando livremente (cercéria). A cercdria penetra na pele humana intacta e transforma-se
em esquistossdmulos (forma jovem), que residem na pele por até 72 horas antes de entrar
em um vaso sanguineo. Os esquistossomulos viajam através da corrente sanguinea por
varios dias antes de se diferenciarem em vermes macho e fémeas e acasalar (GRYSEELS
etal., 2006; COLLEY et al., 2012).

FIGURA 5: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni A) ovo com miracidio; B) miracidio
nadando para um caramujo (Biomphalaria sp.); C) penetracdo do miracidio no caramuijo;
D e E) esporocisto; F) esporocisto com cercarias dentro; G) cercarias saindo do caramujo;
H) cercarias nadando para hospedeiro (Fonte: Neves 2010).
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A doenca estd bem conhecida por sua cronicidade e debilitante morbidade
(COLLEY eta., 2012; BARSOUMA et al., 2013). A patologia é causada principalmente
pela deposicdo de ovos nos tecidos do hospedeiro definitivo. Orgaos tipicamente afetados
incluem o trato urinério, os intestinos e o figado, dependendo das espécies de
Schistosoma. Ovos ficam presos nos tecidos e provocam uma reacdo inflamatdria
imunogénica, reacdo granulomatosa e fibrética que causam doenca intestinal,
hepatoesplénica ou urinaria, podendo desenvolver-se ao longo de muitos anos
(GRYSEELS et al., 2006; COLLEY et al., 2012).

A esquistossomose causa morbidades sistémicas incluindo anemia, desnutricdo e
prejudica o desenvolvimento da infancia, como resultado do efeito da inflamacéo
continuada sobre o crescimento normal, metabolismo do ferro, e capacidades cognitiva e
fisioldgica. Além disso, a esquistossomose ectopica pode levar a morbidades inesperadas
(por exemplo, migracdo de parasita ou ovos para o sistema nervoso central, e ovos nos
orgaos reprodutores) (VAN DER WERF et al., 2003; GRYSEELS et al., 2006; GRAY et
al., 2010; COLLEY et al., 2012; BARSOUMA et al., 2013). Esta enfermidade muitas
vezes ocorre ao lado de outras doencas infecciosas, tais como a malaria, a tuberculose e,
especialmente AIDS (COLLEY et al.,, 2012; SECOR, 2012). A co-infeccdo de
Schistosoma com bactérias, protozoarios e helmintos aumenta a gravidade da doenga em
seres humanos, o que tem implicagbes para o tratamento e recuperacdo do paciente
(ABRUZZI, 2011).

Desde os anos de 1980, o tratamento e controle da esquistossomose conta com um
Unico farmaco, o praziquantel (PZQ) (figura 6), pois € seguro e eficaz contra todas as
espécies de Schistosoma (CIOLI et al., 1995, CIOLI et al., 2014). Porém, este
medicamento ja vem sendo usado a cerca de 40 anos e evidéncias de resisténcia e de baixa
eficacia do PZQ ja foram relatados (FALLON E DOENHOFF, 1994; ISMAIL et al.,
1996).
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FIGURA 6: Estrutura quimica do praziquantel (Fonte: Novaes e Araujo, 1999).

O tratamento com 0 PZQ pode apresentar falhas devido a eficicia estagio especifico
peculiar da droga, pois este € ativo contra esquistossbmulos nos dois primeiros dias apds
a sua penetracdo na pele, depois, neste momento e por um periodo de aproximadamente
guatro semanas, 0s parasitas perdem a sua susceptibilidade e podem amadurecer para as
formas adultas (DOENHOFF et al., 2008; HAGAN et al., 2004; SABAH et al., 1986).
Assim, & necessario re-tratamento para eliminar esses parasitas que, desde entdo,
amadureceram. Além disso, os comprimidos de PZQ sdo grandes, sabor amargo, e até a
data, ndo existe formulacdo pediatrica prontamente disponivel (CIOLI et al., 2014;
COLLEY 2014).

O fato do PZQ ser o Unico medicamento utilizado para tratamento da doenca ja
se tornou uma preocupacéo global, dessa forma, € nitido a necessidade de pesquisas para
desenvolvimento de novos farmacos e novas formas de tratamento. A busca de compostos
anti-helmintico, principalmente a partir de fontes naturais, tem sido intensificada nos
altimos anos (MORAES 2012, MORAES 2015), toda esta busca esta resumida em um
trabalho publicado recentemente, que mostra os estudos realizados para o tratamento da
esquistossomose a partir de meados de 1910 até o ano de 2016, onde foram reunidos mais
de 100 compostos estudados com informacéo sobre ac¢ao terapéutica in vitro e/ou in vivo,
toxicidade e perfis farmacocinéticos (LAGO et al., 2017). Todos estes esfor¢os podem
representar uma esperanca no controle da esquistossomose e mostram a necessidade de

busca de novos compostos para o tratamento da doenca.



32

Referéncias

ABRUZZI, A.; FRIED, B. Coinfection of Schistosoma (Trematoda) with bacteria,
protozoa and helminths. Adv. Parasitol. 77, 1-85. 2011.

AGBAN, Y.; LIAN, J.; PRABAKAR, S.; SEYFODDIN, A.; RUPENTHAL,
I.D. Proteinas de colageno reticuladas de nanoparticulas para fornecimento sustentado de
cloridrato de pilocarpina. Int J Pharm. 501 (1-2): 96-101. 2016.

ALBUQUERQUE, M.C. Atividade In vitro de Extratos e Fracdes de Peschiera Affinis,
Pithecellobium dulce e Pilocarpus Microphyllus sobre Leishmania Chagasi. Fortaleza,
2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias). Coordenadoria de Pds-

graduacdo, Universidade Estadual do Ceara.

ANISZEWSKI, T. Alkaloids: secrets of life. Alkaloid chemistry, biological, significance,

applications and ecological role. Oxford: Elsevier; 2007.

BAPTISTA NETO, C.; SUGAYA, N.N. Tratamento da xerostomia em pacientes
irradiados na regido da cabeca e do pescoco. Revista Biociéncia, Taubaté, v.10; n.3,
p.147-151, jul./set. 2004.

BARREIRO, E.J.; BOLZANI, V.S. Biodiversidade: Fonte Potencial para a Descoberta
de Farmacos. Quim. Nova. v. 32; n 3, p. 679-688, 2009.

BARSOUMA, R.S.; ESMAT, G.; EL-BAZB, T. Human schistosomiasis: clinical
perspective: review. J. Adv. Res. v. 4; n 5, p. 433-444, 2013.

BARSOUMA, R.S.; ESMAT, G.; EL-BAZB, T. Human schistosomiasis: clinical
perspective: review. J. Adv. Res. v. 4; n 5, p. 433-444, 2013.

BENTO, R. R. F. et al. Comparative vibrational spectra of pilosine and epiisopilosine

crystals. Brazilian Journal of Physics, v. 40, n. 2, p. 217-223, jun. 2010.

BIVONA, P.L. Xerostomia. A common problem among the elderly. New York State
Dental Journal, USA, v. 64; n. 6, p. 46-52, 1998.

BOURGAUD, F.; GRAVOT, A.; MILESI, S.; GONTIER, E. Production of plant

secondary metabolites: a historical perspective. Plant Science, p 839-51, 2001.



33

BRAHMACHARI G. Natural products in drug discovery: impacts and opportunities —an
assessment. In: Bioactive Natural Products: Opportunities and Challenges in Medicinal
Chemistry. Brahmachari G (Ed.), World Scientific Publishing Company, p. 1-199.
2011.

BRANDAO MG, ZANETTI NN, OLIVEIRA P, GRAEL CF, SANTOS AC, MONTE-
MOR RL. Plantas medicinais brasileiras descritas pelos naturalistas europeus do século
X1X e na Farmacopeia Oficial. J Ethnopharmacol 120: 141-148. 2008.

BRESOLIN, T.M.B; CECHINEL FILHO, V. Ciéncias Farmacéuticas: contribui¢do ao

desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos. Itajai: UNIVALLI, 2003.

BRUNETON, J. Pharmacognosie-Phytochimie Plantes Médicinales. Paris: Technique et

Documentation-Lavoisier, 1993.

CHIN YW, BALUNAS MJ, CHAI HB et al. Drug discovery from natural sources. AAPS
J. 8(2), E239-E253. 2006.

CHIN, Y.W.; BALUNAS, M.J.; CHAI, H.B. et al. Drug discovery from natural sources.
AAPS J.v. 8, n 2, p. E239-E253, 2006.

CIOLI, D., PICA-MATTOCCIA, L.; BASSO, A. et al. Schistosomiasis control:
praziquantel forever? Mol. Biochem. Parasitol. v. 195; n 1, p. 23-29, 2014.

CIOLI, D., PICA-MATTOCCIA, L.; BASSO, A. et al. Schistosomiasis control:
praziquantel forever? Mol. Biochem. Parasitol. v. 195; n 1, p. 23-29, 2014.

CIOLI, D.; PICA-MATTOCCIA, L.; ARCHER, S. Antischistosomal drugs: past,
present... and future? Pharmacol. Ther. v, 68; n 1, p. 35-85, 1995.

COLLEY, D.G. Morbidity control of schistosomiasis by mass drug administration: how
can we do it best and what will it take to move on to elimination? Trop. Med. Health v.
42; Suppl. 2, p. 25-32, 2014.

COLLEY, D.G.; BUSTINDUY, A.L.; SECOR, W.E. et al. Human schistosomiasis.
Lancet v. 383; n 9936, p. 2253-2264, 2012.

COLLEY, D.G.; BUSTINDUY, A.L.; SECOR, W.E. et al. Human schistosomiasis.
Lancet v. 383; n 9936, p. 2253-2264, 2012.



34

CORDELL, G.A. Quinn-Beatie ML, Farnsworth NR. The potential of alkaloids in drug
discovery. Phytother Res. v. 15, p. 183-205, 2001.

CORREA, M.P. Dicionario das plantas uteis do Brasil, Vol. 4, Ministério da
Agricultura, Rio de Janeiro, p. 360-369, 1969.

COSTA, A.F. CUNHA, A.P. Farmacognosia. Lisboa: Calouste Gulbenkian; 2000.

COSTA, C.T.C. Atividade anti-helmintica e imunomoduladora de extratos de Cocos
nucifera L. Fortaleza-CE [dissertacdo]. Fortaleza (CE): Faculdade de Veterinaria da
Universidade Estadual do Ceara; 2008.

CRAGG, G.M; NEWMAN, D.J. Natural products: a continuing source of novel drug
leads. Biochim. Biophys. Acta. 1830(6), 3670-3595. 2013.

CRONQUIST, A. Na integrated system of classification of flowering plants. New York,
Columbia University Press, 1262p, 1981.

DAVIES, N.A. The management of xerostomia: a review. European journal of cancer
care, England,v. 6, n. 3, p. 209-214, 1997.

DOENHOFF, M.; CIOLI, D.; UTZINGER, J. Praziquantel: mechanisms of action,
resistance and new derivatives for schistosomiasis. Curr. Opin. Infect. Dis., v. 21, p.
659667, 2008.

FALLON, P.G.; DOENHOFF, M.J. Drug-resistant schistosomiasis: resistance to
praziquantel and oxamniquine induced in Schistosoma mansoni in mice is drug specific.
Am J Trop Med Hyg. v. 51, p. 83-88, 1994.

FARNSWORTH, N.R.; AKERELE, R.O.; BINGEL, A.S.; SOEJARTO, D.D.; GUO, Z.
Medicinal plants in therapy, Bull. World Health Organ. v. 63, p. 965-981, 1985.

FIELD, E.A.; LONGMAN, L.P.; BUCKNALL, R.; KAYE, S.B.; HIGHAM, S.M.;
EDGAR, W.M. The establishment of a xerostomia clinic: a prosperative study. British
Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, v. 35, p. 96-103, 1997.

GBD 2015 DALYs, HALE COLLABORATORS. Global, regional, and national
disability-adjusted life-years (DALYSs) for 315 diseases and injuries and healthy life
expectancy (HALE), 1990-2015: a systematic analysis for the Global Burden of Disease
Study 2015. Lancet v. 388 (10053), p. 1603-1658, 2016.



35

GIL-MONTOYA, J.A.; SILVESTRE, F.J.; BARRIOS, R.; SILVESTRE-RANQIL, J.
Tratamento da xerostomia e hiposalivagdo em idosos: uma revisao sistematica. Med Oral
Patol Oral Cir Bucal. 2016.

GRANATO, A.C.; OLIVEIRA, J.H.H.L.; SELEGHIM, M.H.R.; BERLINCK, R.G.S;
MACEDO, M.L.; FERREIRA, A.G.; ROCHA, R.M.; HAJDU, E.; PEIXINHO, S,
PESSOA, C.O.; MORAES, M.O.; CAVALCANTI, B.O. Produtos naturais da Ascidia
botrylloides giganteum, das esponjas Verongula gigantea, Ircinia felix, Cliona delitrix e
do nudibranquio Tambja eliora, da costa do Brasil. Quimica Nova, v. 28; n 02, p. 192-
198, 2008.

GRAY, D.J., MCMANUS, D.P.; LI, Y. Schistosomiasis elimination: lessons from the
past guide the future. Lancet Infect. Dis. v. 10; n 10, p. 733-736, 2010.

GRYSEELS, B.; POLMAN, K.; CLERINX, J.; KESTENS, L. Human schistosomiasis.
Lancet. v. 368, p. 1106-1118, 2006.

GUERRA, M.P.; NODARI, R.O. Biodiversidade: aspectos biologicos, geograficos,
legais e éticos. In SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO,
J.C.P.,; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R. Organizadores. Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Florianopolis: Universidade Federal de Santa Catarina, 13-26, 2001.

GUIMARAES, M.A.; CAMPELO, Y.D.M.; VERAS, LM.C. LIMA, D.F;
CIANCAGLINI, P.; KUCKELHAUS, S.S., et al. Nanopharmaceutical Approach of
Epiisopiloturine Alkaloid Carried in Lipossome System: Preparation and In Vitro
Schistosomicidal Activity. Journal of Nanoscience and Nanotechnology. American
Scientific Publishers. 14; 4519-4528; 2014.

HAGAN, P.; APPLETON, C.C.; COLES, G.C.; KUSEL, J.R.; TCHUEM-TCHUENTE,
L.A. Schistosomiasis control: keep taking the tablets. Trends Parasitol., v.20, p. 92-97,
2004,

HENRIQUES, A.T.; KERBER, V.A.; MORENO, P.R.H. Alcaldides: generalidades e
aspectos basicos. In: SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO,
J.C.P.,; MENTZ, L.A.; PETROVICK, P.R. organizadores. Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Floriandpolis: Universidade Federal de Santa Catarina; p. 651-666, 2001.

HESSE, M. Alkaloid Chemistry. New York: Wiley-Interscience, 1978.

IKAN, R. Natural Products: a Laboratory guide. San Diego: Academic, 1991.



36

ISMAIL, M.; METWALLY, A.; FARGHALY, A.; BRUCE, J.; TAO, L. F.; BENNETT,
J. L. Characterization of isolates of Schistosoma mansoni from Egyptian villagers that
tolerate high doses of praziquantel. Am. J. Trop. Med. Hyg., v. 51, p. 214-218, 1996.

JOHNSON, T. CRC ethnobotany desk reference, CRC Press, Boca Raton, FL, 1999.

KAYSER, O.; KIDERLEN, A.F.; CROFT, S.L. Natural products as antiparasitic drugs.
Parasitol. Res. 90(Suppl. 2), S55-S62. 2003.

KLIEBENSTEIN, D.J. Secondary metabolites ada plant/environment interactions: a view
trought Arabidopsis thaliana tinged glasses. Plant, Cell and Environment. p 675- 84,
2004.

LAGO, E.M.; XAVIER, R.P.; TEIXEIRA, T.R.; SILVA, LM.; FILHO, AAS,;
MORAES, J. Antischistosomal agents: state of art and perspectives. Fut Med Chem.
Published online 13 december 2017.

LEITE, J. P. V. Fitoterapia: bases cientificas e tecnoldgicas. 12 Edi¢do. Ed. Atheneu,
Séo Paulo, p 344, 2008.

LEITE, J.R.S.A.; MIURA, LM.C.V.; LIMA, D.F. CARNEIRO, S.M.P.; CARVALHO,
F.A.A.; MORAES, J. ; BATISTA, M.C.S. Processo de obtencédo da epiisopiloturina e sua
aplicacdo no combate a infecgdes parasitarias. P1 0904110-9 A2 Revista de Propriedade
Industrial, Instituto Nacional de Prodiedade Industrial, No 2108, p.132, 2011.

LEVINSON, H.Z. The defensive role of alkaloids in insects and plants. Experientia 32,
408-411, 1976.

LEWIS, W.H.; ELVIN-LEWIS, M.P.F. Medical botany - plants affecting man’s health.
New York: John Wiley & Sons. 515p, 1977.

LIMA, D.F. Alcaldides de interesse industrial: aspectos quimicos e biologicos. 2008. 56
f. Monografia (Especializacdo em Plantas Medicinais) — Pos-Graduacdo em Plantas

Medicinais, Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2008.

LIMA, D.F.; DE LIMA, L.I.; ROCHA, J.A.; DE ANDRADE, I.M.; GRAZINA, L.G;;
VILLA, C. et al. Variacdo sazonal nos principais alcaldides de jaborandi ( Pilocarpus
microphyllusStapf ex Wardleworth), uma espécie economicamente importante da flora
brasileira. PLoS ONE 12 (2): e0170281. 2017.



37

LUCIO, E. M. R. A., Rosalen P.L., Sharapin, N., Souza Brito, A.R.M. Avaliacdo
toxicoldgica aguda e screening hipocratico da epiisopilosina, alcaloide secundario de
Pilocarpus microphyllus Stapf. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 9/10, p. 23-35,
2000.

MAIA, C.N. Analise Fitoquimica e Atividade Antibacteriana “in vitro” de Extrato de
Planta do Cerrado. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas). Universidade
Estadual de Montes Claros, Montes Claros/MG, 2008.

MANSKE, R.H.F.; HOLMES, H.L. The Alkaloids: chemistry and physiology. New York:
Academic Press, 1950.

MARASCHIN, M.; VERPOORTE, R. Engenharia do Metabolismo Secundario.
Biotecnologia: Ciéncia & Desenvolvimento. v. 02; n 10, p. 24-28, 1999.

MARQUES, M.E.T.; COSTA, J.P.C. Jaborandi (Pilocarpus microphillus). Beléem:
EMBRAPACPATU, 4 p. (Recomendagdes Bésicas, 27), 1994.

MIURA, L.M.C.V. Isolamento do alcal6ide epiisopiloturina a partir da biomassa do
jaborandi (Pilocarpus microphyllus) e avaliacdo de suas atividades antibacteriana,
antileishmania, antiviral, antiesquistossomica e silagoga. Dissertacdo de Mestrado —
Universidade Federal do Piaui — UFPI, 2009.

MOERMAN, D.E. Medicinal plants of native America, University of Michigan
Museum of Anthropology, Ann Arbor, Ml, 1986.

MORAES J. Antischistosomal natural compounds: present challenges for new drug
screens. In: Current Topics In Tropical Medicine. Rodriguez-Morales AJ (Ed.), InTech,
Rijeka, H.R. Croatia, p. 333-358. 2012.

MORAES J. Antischistosomal natural compounds: present challenges for new drug
screens. In: Current Topics In Tropical Medicine. Rodriguez-Morales AJ (Ed.), InTech,
Rijeka, H.R. Croatia, p. 333-358. 2012.

MORAES, J. Natural products with antischistosomal activity. Future Med. Chem. 7(6),
801-820. 2015.

MOURA, E.F. Divergéncia genética entre acessos de jaborandi (Pilocarpus

microphyllus). 2003. 75f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de



38

Plantas) - Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas,

Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2003.

NEWMAN D.J.; CRAGG G.M. Natural product scaffolds as leads to drugs. Future Med.
Chem. v. 1; n 8, p. 1415-1427, 2009.

NEWMAN D.J.; CRAGG G.M. Natural products as sources of new drugs over the 30
years from 1981 to 2010. J. Nat. Prod. v. 75; n. 3, p. 311-335, 2012.

NEWMAN D.J.; CRAGG G.M. Natural products as sources of new drugs over the 30
years from 1981 to 2010. J. Nat. Prod. v. 75; n. 3, p. 311-335, 2012.

NEWMAN D.J.; CRAGG G.M.; SNADER K.M. Natural products as sources of new
drugs over the period 1981-2002. J. Nat. Prod. v. 66; n 7, p. 1022-1037, 2003.

NEWMAN D.J.; CRAGG G.M.; SNADER K.M. Natural products as sources of new
drugs over the period 1981-2002. J. Nat. Prod. v. 66; n 7, p. 1022-1037, 2003.

NORDSTROM, B.L.; FRIEDMAN, D.S.; MOZAFFARI, E.; QUIGLEY, H.A,;
WALKER, A.M. Persistence and adherence with topical glaucoma therapy. American
Journal of Ophthalmology, v. 140; n. 4, p. 598-606. 2005.

NOVAES, M. R. C. G.; SOUZA, J. P.; ARAUJO, H. C. Sintese do antihelmintico
praziquantel, a partir da glicina. Quim. Nova, v. 22, n. 1, p.5-10, 1999.

PINHEIRO CUB. Jaborandi ( Pilocarpus sp., Rutaceae): uma espécie selvagem e sua

rapida transformacao em uma cultura. Econ Bot. 51: 49-58, 1997.

REY, Luis. Bases da parasitologia médica. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2010. 424p.

ROCHA, J.A;; ANDRADE, |.M.; VERAS, L.M.C.; QUELEMES, P.V.; LIMA, D.F;
SOARES, M..S.PINTO, P.LS.; MAYO, SJ. IVANOVA, G.; RANGEL. M.
CORREIA, M.; MAFUD, A.C.; MASCARENHAS, Y.P.; DELERUE-MATOS, C.; DE
MORAES, J.; EATON, P. LEITE, J.R.S.A. Anthelmintic, Antibacterial and Cytotoxicity
Activity of Imidazole Alkaloids from Pilocarpus microphyllus Leaves. Phytother. Res.
Published online in Wiley Online Library. 2017.

SABAH, A A.; FLETCHER, C.; WEBBE, G.; DOENHOFF, M.J. Schistosoma mansoni :
chemotherapy of infections of different ages. Exp. Parasitol., v.61, p. 294-303, 1986.



39

Secor WE. The effects of schistosomiasis on HIV/AIDS infection, progression and
transmission. Curr. Opin. HIV AIDS 7(3), 254-259 (2012).

SILVA, V.G,; SILVA, R.O.; DAMASCENO, S.R.B.;, CARVALHO, N.S;
PRUDENCIO, R.S.; ARAGAO, K.S.; GUIMARAES, M.A.; CAMPOS, S. A. ; VERAS,
L. M. C.; GODEJOHANN, M.; LEITE, J.R.S.A.; BARBOSA, A. L. R.; MEDEIROS, J.
V. R. Anti-inflammatory and Antinociceptive Activity of Epiisopiloturine, an Imidazole
Alkaloid Isolated fromPilocarpus microphyllus. Journal of Natural Products. v. 76, p.
1071-1077, 2013.

SKORUPA, L. A. Revisdo taxonémica de Pilocarpus vahl (Rutaceae). 1996. 426 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo, Sao
Paulo, 1996.

STEINMANN, P., KEISER, J., BOS, R. et al. Schistosomiasis and water resources
development: systematic review, meta-analysis, and estimates of people at risk. Lancet
Infect. Dis. v. 6; n 7, p. 411-425, 2006.

STEVENS, P.F. Angiosperm Phylogeny  Website.  Version 12, July.
http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/, accessed on June 17, 2016. 2016.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Secondary Metabolites and Plant Defense. In: TAIZ, L.; ZEIGER,
E. organizadores. Plant Physiology. Sunderland: Sinauer Associations 2002; 283- 308.

TSAl, J.C.; MCCLURE, C.A,; RAMOS, S.E.; SCHLUNDT, D.G.; PICHERT, J.W.
Compliance barriers in glaucoma: a systematic classification. Journal of Glaucoma, v.
12; n. 5, p. 393-398. 2003.

VAN DER WERF, M.J.; DE VLAS, S.J.; BROOKER, S. et al. Quantification of clinical
morbidity associated with schistosome infection in sub-Saharan Africa. Acta Trop. v. 86;
n 2-3, p. 125-139, 2003.

VEGEFLORA, Plano de manejo florestal comunitario: Pilocarpus microphyllus Stapf ex
Wardlew. Parnaiba, VEGEFLORA, 71 p. 2010.

VERAS, L.M.; GUIMARAES, M.A; CAMPELO, Y.D.; VIEIRA, M.M;
NASCIMENTO, C.; LIMA, D.; VASCONCELOQOS, L.; NAKANO, E.; KUCKELHAUS,
S.; BATISTA, M.C.; LEITE, J.R.; MORAES, J. Activity of epiisopiloturine against
Schistosoma mansoni. Curr. Med. Chem. v. 19: 2051-2058, 2012.


http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/

40

VERAS, L.M.C.; CUNHA, V.R.R.; LIMA, F.C.D.A.; GUIMARAES, M.A.; VIEIRA,
M.M.; CAMPELO, Y.D.M.; SAKAI, V.Y.; LIMA, D.F.; CARVALHO JUNIOR, P.S;;
ELLENA, J.A.; SILVA, P.R.P.; VASCONCELOS, L.C.;, GODEJOHANN, M,
PETRILLI, H.M.; CONSTANTINO, V.R.L.; MASCARENHAS, Y.P.; LEITE, J.R.S.A .
Industrial Scale Isolation, Structural and Spectroscopic Characterization of
Epiisopiloturine from Pilocarpus microphyllus Stapf Leaves: A Promising Alkaloid

against Schistosomiasis. Plos One. v. 8, p. 66702, 2013.

VIEGAS, C.; BOLZANI, V. S.; FURLAN, M.;: FRAGA, C. A. M.; BARREIRO, E.
Produtos Naturais como Candidatos a Farmacos uteis no Tratamento do Mal de
Alzheimer. Quim. Nova. v. 27, p. 655-660, 2004.

WARDROP, R.W.; HAILES, J.; BURGER, H.; READE, P.C. Oral discomfort at the
menopause. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and
Endodontology, v. 67; n. 5, p. 535-40, 1998.

WATERMAN, P.G. Chemical Taxonomy of alkaloids. In: ROBERTS, M.F.; WINK, M.
(organizadores). Alkaloids: Biochemistry, Ecology and Medicinal Applications. New
York: Plenum, 87-107, 1998.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Sustaining the drive to overcome the global
impact of neglected tropical diseases: second WHO report on neglected diseases. WHO,
140 p, Switzerland. http://apps.who.int 2013 (2).

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Weekly epidemiological record Relevé
épidémiologique hebdomadaire. WHO, No. 8, 88, p. 81-88, 2013 (1).

ZACHARIASEN, R.D. Xerostomia and the diabetic patient. The Journal of the Greater
Houston Dental Society, v. 67, p. 10-13, 1996.


http://apps.who.int/

41

Capitulo 11

Atividade da epiisopiloturina in vivo contra

Schistosoma mansoni



42
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Resumo

A esquistossomose é uma doenca grave e atualmente estima-se que afete mais de 200
milhGes de pessoas no mundo todo. Devido ao uso intensivo de praziquantel, hd uma
crescente preocupacdo com o desenvolvimento de estirpes resistentes ao medicamento.
Portanto, € necessario a busca e investigacdo por novos compostos com potencial efeito
esquistossomicida. Este trabalho apresenta o efeito in vivo do alcaloide epiisopiloturina
(EPI) contra vermes adultos e jovens de Schistosoma mansoni. Primeiramente a EPI foi
purificada e seu comportamento térmico e parametros de solubilidade tedricas foram
caracterizados. No estudo, os camundongos foram tratados com EPI 21 dias pos-infeccéo
com as doses de 40 e 200 mg/kg e 45 dias pos-infeccdo com doses unicas de 40, 100 e
300 mg/kg. O tratamento com EPI a 40 mg/kg foi mais eficaz em vermes adultos quando
em comparacdo com doses de 100 e 300 mg/kg. O tratamento com 40 mg/kg em vermes
adultos reduziu a carga parasitaria significativamente, levando a reducdo da
hepatoesplenomegalia, reduziu a carga de ovos nas fezes e diminuiu o diametro dos
granulomas. A microscopia eletrénica de varredura revelou alteracbes morfologicas no
tegumento do parasita apos o tratamento, incluindo a perda de caracteristicas importantes.
Adicionalmente, o tratamento in vivo contra vermes jovens com 40 mg/kg mostrou uma
reducdo da carga parasitaria total de 50,2%. Estudos histopatoldgicos foram realizados
no figado, baco, pulmao, rim e cérebro e EPI demonstrou ter uma DL50 de 8000 mg/kg.
Portanto EPI mostra potencial para ser utilizado no tratamento contra esquistossomose.
Esta é a primeira vez que a atividade esquistossomicida in vivo de EPI foi reportado.

4.1 Introducgédo

A esquistossomose € uma doenca encontrada principalmente em regides tropicais,
cujos agentes infecciosos sdo Schistosoma spp., incluindo S. mansoni (WHO, 2012). Esta
é atualmente uma das doencas tropicais negligenciadas mais amplamente encontradas,
com altos niveis de incidéncia na Asia, Africa e América Latina. Estudos tém mostrado
gue mais de 200 milhdes de pessoas foram infectadas em todo o mundo e cerca de 800
milhdes de pessoas sdo susceptiveis a infeccdo (STEINMANN et al., 2006). Atualmente
o praziquantel (PZQ) é eficaz contra todas as espécies de Schistosoma. Apresentando boa

eficacia e baixa toxicidade, é atualmente o medicamento de referéncia para o tratamento
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da esquistossomose (CIOLI et al., 1995; HAGAN et al., 2004; UTIZINGER E KEISER,
2004; DOENHOFF et al., 2008;). No entanto, como PZQ € o unico farmaco utilizado na
terapia contra a esquistossomose, a preocupacdo com o desenvolvimento de resisténcia
ao farmaco tem sido relatada (BOTROS E BENNETT,2007; CAFFREY, 2007).

A pesquisa de novos farmacos esquistossomicidas tem sido intensificada e levou
ao estudo de substancias naturais, tais como artemisinina e seus derivados (por exemplo,
artemeter, artenusate), curcumina, fitol e epiisopiloturina (EPI) (XIAO, et al., 1996;
UTZINGER et al., 2000; SHAOHONG, et al., 2006; MAGALHAES et al., 2009; De
MORAES et al., 2014; VERAS, et al., 2012). Este estudo foi focado na EPI, um alcaloide
imidazol extraido de Pilocarpus microphyllus que tem atividade in vitro contra S.
mansoni na concentragcdo 150 pg/mL, e em dose sub-letal impediu a postura dos ovos
(VERAS et al., 2012). Alem disso, este alcaloide mostrou potente atividade anti-
inflamatoria (SILVA et al., 2013), o que pode ajudar a combater os granulomas e a reacdo

inflamatoria causada pelos ovos de S. mansoni.

Apesar desta evidéncia promissora de atividade in vitro, ndo havia sido relatado
ainda a atividade esquistossomicida in vivo de EPI. O presente estudo descreve pela
primeira vez a atividade esquistossomicida in vivo de EPI contra as formas adulto e jovens
de S. mansoni, também mostra dados de microscopia eletrénica de varredura revelando a
acdo do alcaloide no tegumento do parasita. Além disso, os efeitos do alcaloide na postura
de ovos, redugdo de hepatoesplenomegalia, analise histopatoldgica e andlise de

granulomas no tratamento em camundongos, também sdo demostrados.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Purificacdo e Caracterizacéo de EPI

Esta etapa foi baseada de acordo com Véras et al., 2013 usando cromatografia
liguida de alta eficiéncia- CLAE (SHIMADZU Prominence, SIL-10AF, CTO-20A,
DGU-20A5, LC-6AD, CBM-20A, SPD-20A, Tokyo, Japan), e confirmacdo da massa
molecular por espectrometria de massas (AmaZon SL, Bruker Daltonics, Bremen,

Germany).
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4.2.2 Determinacgdo do pka potenciométrico

A constante de acidez de EPI foi determinada potenciometricamente em MeOH:
H>0 (1:1, v:v), a T = 25+1°C e a uma forga idnica constante (I = 0,1 M (NacCl)). Solugdes
de NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M) foram preparadas em MeOH: HO (1:1, viv) e
potenciometricamente analisadas. EPI foi dissolvido em metanol e diluiu-se com o
volume equivalente de solugéo aquosa 0,2 M NaCl (cepi = 9,7789 x 10* M). As titulaces
foram realizadas utilizando uma bureta Crison 24 2S equipados com CRISON 50 29
eletrodo de pH micro combinado (CRISON INSTRUMENTS, S.A. Espanha).

O elétrodo foi calibrado por meio de uma titulacdo com acido forte-base forte,
usando software de avaliagdo GLEE- eletrodo de vidro (GANS e O’SULLIVAN, 2000);
padrdo potencial E° = 395,7 mV, fator de inclinacio do eletrodo (inclinagdo real dividido
pela inclinagdo Nernstiana ideal) sf= 1.010, e Pkw 13,84 £+ 0,01 obtidos como valores
médios normais de quatro titulacGes.

Antes do inicio da titulacdo, 100 pL da solucdo padrdo de 0,1 M HCI foi
adicionado a 4 mL da solugdo de EPI. Todas as sondas foram tituladas com 2.0 pL
incrementos da solugdo-padréo de 0,1 M NaOH na faixa de Ph de 2,9-11,2. Software
HyperQuad 2008 (GANS, et al., 1996) foi usada para calcular o valor de constante de
acidez (pKa) de quatro titulacGes repetidas.

Um estudo teorico do pKa foi realizada. O metodo ChemAxon (SZEGEZDI e
CSIZMADIA, 2004; SZEGEZDI e CSIZMADIA, 2007), implementado no pacote
MarvinSketch (Marvin 5.4.1.1, 2011, ChemAxon (http://www.chemaxon.com), foi
aplicado. Este meétodo baseia-se em parametros fisico-quimicos calculados
empiricamente (encargos principalmente parciais) que sdo obtidos a partir das equacoes
de regressdo sitio especifica de ionizacdo, que usa trés tipos de pardmetros calculados
(interagdes intermoleculares, cargas parciais e polarizabilidades) para determinar o pKa
de moléculas monopréticos. Além disso, calculou-se a solubilidade intrinseca para o
composto, o qual € um parametro essencial. A predicdo usa um método fragmento-
baseado que identifica diferenca estrutural em fragmentos na molécula e calcula a sua
contribuicédo para solubilidade. A implementacdo é com base no artigo de Hou et al., 2004
e que pode ser encontrada no pacote ChemAxon. Além disso, foram avaliadas as
propriedades térmicas de EPI. A calorimetria de varredura diferencial DSC) e anélise
gravimétrica térmica (TGA) foram utilizados para determinar a perda de massa térmica,

bem como para o estudo da decomposi¢do térmica de EPI para determinar se € possivel
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que formas polimérficas estivessem presentes. A analise DSC / TGA e DSC simultanea
foram realizados com uma massa inicial de amostra de 5 mg em cadinhos de alumina (90
IL). Um calorimetro SDT-Q600, permitindo medicao simultanea da variacdo de peso e o
fluxo de calor diferencial (TA Instruments) foi aplicado nestes estudos. Parametros
experimentais para a curva TGA incluia a massa usada de 5 mg, aquecimento na taxa de
10 °C min™sob fluxo de N2 (50 mL min™) e a temperatura final de 1000°C

4.2.3 Parasitas, Hospedeiros Intermediario e Definitivo

Neste estudo, a linhagem BH de S. mansoni, oriundo de Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil foi utilizado. O ciclo de vida de S. mansoni foi mantido em caramujos
Biomphalaria glabrata do Departamento de Biologia Animal, 1B, UNICAMP (figura 7).
Como hospedeiro definitivo, camundongos BALB/c fémea, pesando ~ 20 g e 4 semanas
de idade, foram previamente expostos e infectados com uma suspensdo contendo
aproximadamente 70 cercarias usando a técnica de imersao caudal, tal como descrito por
Oliver e Stirewalt, 1952. Os experimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica para
a uso de animais (CEUA / UNICAMP, protocolo n° 2170-1), ja que estavam de acordo

com 0s principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo CEUA.

FIGURA 7: Esquema representativo do ciclo de S. mansoni mantido em laboratério.
Fonte: Moraes, 2012.
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4.2.4 Tratamento in vivo com EPI
4.2.4.1 Tratamento de camundongos infectados com vermes adultos.

Para o tratamento in vivo de vermes adultos, os animais foram tratados 45 dias
pos-infeccdo e as doses-unicas de 40, 100 e 300 mg/kg de EPI foram administradas por
via oral. Como medicamento comparativo, foi utilizado o praziquantel (PZQ) em dose-
Unica de 40 mg/kg. A dose de 40 mg/kg foi selecionada com base em estudos anteriores
que descrevem a atividade de PZQ em seres humanos (HOTEZ et al., 2007), e também
porque é uma dosagem comumente prescrita para individuos infectados com a doenca.
As demais doses foram selecionadas com base em uma série de estudos da literatura que
mostram testes com uso de doses na faixa de 100 a 400 mg/kg. Uma reviséo de literatura
publicada recentemente mostra essa variabilidade no uso de doses para testes in vivo de
compostos contra esquistossomose (LAGO et al., 2017). Para ambos os tratamentos, as
amostras foram solubilizadas em solucdo de tampéo fosfato salino (PBS) com 0,1% de
Tween-80 Polisorbato (Merck1). Quarenta e cinco dias ap6s a infeccao, os animais foram
divididos em 5 grupos principais, com 10 animais cada: camundongos infectados e ndo
tratados serviram como controle (Grupo 1), os grupos tratados consistiram em
camundongos tratados com EPI em doses Unicas de 40, 100 e 300 mg/kg (Grupo II, Il e
IV, respectivamente), e camundongos tratados com PZQ na dose de 40 mg/kg (Grupo V).
Todos os grupos de animais foram tratados por via oral. O grupo | consistiu de um grupo
controle que recebeu apenas PBS. E importante mencionar que no experimento com EPI
100 mg/kg, trés camundongos morreram.

4.2.4.2 Tratamento de camundongos infectados com vermes jovens.

Para o tratamento in vivo contra vermes jovens, doses Unicas de EPI de 40 e 300
mg/kg foram usadas. Vinte e um dias apo6s a infeccdo, os animais foram divididos em 3
grupos principais, com 8 animais cada: camundongos infectados e ndo tratados serviram
como controle (grupo 1) e os grupos tratados consistiram de camundongos tratados com
EPI em doses Unicas de 40 e 300 mg/kg (Grupo Il e ). Grupo | consistiu de um grupo
tratado apenas com PBS. Os camundongos foram tratados por via oral na mesma forma

descrita no item 4.2.4.1.
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4.2.5 Estimativa da carga parasitaria e dos ovos

Os animais de todos os grupos foram eutanasiados 15 dias apds o tratamento,
utilizando deslocamento cervical e S. mansoni foram recuperados por perfusdo do sistema
porta-hepatico e veias mesentéricas de acordo com Pellegrino e Siqueira de 1956. A
porcentagem de reducéo da carga de ovos (WR) foi calculada de acordo com Delgado et
al., 1992. A contagem dos ovos eliminados nas fezes foi realizada no dia da analise do
tratamento. As fezes foram recolhidas antes da eutanasia e foram examinados, utilizando
0 método quantitativo de Kato-Katz (KATZ et al., 1972). As laminas foram examinadas
para ovos de S. mansoni com um microscopio éptico. Depois da perfusdo do sistema
portal, um fragmento do intestino (2 cm) foi cortado e processado para 0 oograma. Os
ovos foram entdo contados e classificados de acordo com diferentes estagios de
desenvolvimento (PELLEGRINO, et al., 1962).

4.2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os parasitas foram inicialmente fixados em solu¢do AFA, a 2:9:30:59 mistura de
acido acético, formaldeido, etanol (95%) e agua destilada (MORAES, 2012). A solucéo
de AFA foi removida e substituida com um fixador secundario, tetréxido de 6smio (OsO4)
em tampdo de cacodilato de 100 mM, pH 7,3. A fixacdo secundaria foi incubada durante
2 h com agitacéo suave. O OsO4 foi removido e substituido com cacodilato como acima
duas vezes. O tampdo de cacodilato foi entdo substituido com agua ultrapura-duas vezes.
As amostras foram entdo secas ao ar a partir de agua sobre fita adesiva de carbono,
revestida com ouro-paladio para a condutividade, e fotografada no MEV. O equipamento
foi um FEI quanta 400 MEV, operando em modo elétrons secundarios. As imagens das
amostras foram obtidas com uma distancia de trabalho de 10-15 mm e uma voltagem de
aceleracdo de 15 kV. O detector de elétrons foi removido a partir do MEV para aumentar

0 campo de vista.

4.2.7 Histopatologia hepética e medicdo de granuloma

Com relagédo a analise histoldgica, amostras de figado (lobo esquerdo) foram
retiradas a partir de trés camundongos: grupo tratado e controle (infeccdo néo tratada).
As amostras foram processadas para histopatologia seguindo técnicas convencionais
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(CLARK, 1981), corados com hematoxilina e eosina e analisados com o fotomicroscopio
Leica DM500-1CC50 HD. As medicGes foram feitas apenas para granulomas contendo
um Unico ovo em seus centros. O didmetro médio (uM) de cada granuloma foi obtido por
medicdo de dois diametros das lesbes em angulos retos entre si com a ajuda de um
micrémetro ocular (MAHMOUD et al., 2002). A porcentagem de ovos degenerados foi
calculada a partir do nimero de miracidios degenerados (acelular ou parcialmente ou
completamente degenerada), utilizando a férmula: média de nimero de ovos degenerado
/ média do nimero de granulomas X 100 (BOTROS et al.; 2003).

4.2.8 Estudos de toxicidade aguda e histopatoldgicos

Para a determinacdo da dose letal capaz de matar 50% de animais (DL50),
camundongos swiss fémeas (n = 4) foram utilizados, com idades compreendidas entre 3,5
+ 0,5 meses e pesando 29,8+1,3 g. Concentracdes mais elevadas do que a dose terapéutica
de 40 mg/kg, que foi previamente identificado no tratamento de animais infectados com
S. mansoni foram utilizados no ensaio. Inicialmente, EPI foi diluido em 10% de DMSO
e, posteriormente, em solucdo salina a 0,9%. As concentrag6es (0, 70, 130, 270, 530,
1070, 2130, 4270 e 8000 mg/kg) foram calculadas com base na média do peso dos animais
e administradas por via intraperitoneal. Durante o ensaio, 0s animais foram monitorados
periodicamente para identificar sinais clinicos visiveis no coragdo (ritmo cardiaco
anormal), pulmao (taxa anormal respiratoria) e sistema motor (ataxia e/ou prostragdo). Os
estudos histopatologicos foram realizados no figado, baco, pulmao, rim e cérebro. Alguns
animais morreram devido a administracdo da concentracdo mais elevada (8000 mg/kg),
enquanto que o resto deles foram eutanasiados 7 dias ap0s a injecdo intraperitoneal do
farmaco. As amostras de tecido foram coradas com hematoxilina e eosina, e um
microscopio com uma ampliagdo de 100X foi utilizado. (KUCKELHAUS, et al., 2007).

4.2.9 Anélises estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com software Graphpad Prism (versdo 5.0).
O teste de Dunnet foi utilizado para analisar a significancia estatistica das diferencas entre
a media dos valores experimental e controle e a aplicacdo do teste de Tukey para

comparagdes multiplas com o nivel de significancia fixado em p<0,05.
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4.3 Resultados

4.3.1 Caracterizacéo da EPI

O tempo de retencdo caracteristico obtido por CLAE e os fragmentos gerados por
meio de espectrometria de massa estdo de acordo com os dados descritos anteriormente
(VOIGTLANDER et al., 1978; VERAS, et al., 2013). De acordo com o valor
potenciométrico de pKa determinado (pKa 6,25+0,05) e do diagrama de distribui¢do de
acordo com a fig. 8B, no pH 7,4, 93,5% de EPI esta presente na sua forma molecular e
6,5%, sob a forma protonada (Figura 8A e 8B).

O célculo de pKa para a EPI apresenta formas idnicas diferentes mostradas na
Figura 8B. Ao tracar as curvas de titulacdo teoricas, isto é, a razdo entre as formas
ionizadas e neutras em comparacdo com o pH (Figura 8C), pode-se identificar as espécies
idnicas que estdo presentes na mistura a cada valor de pH. A partir disto identificamos os
valores de pKa previstos como pKal = 6,4 e pKa2 = 13,9. A distribuicdo das
microespécies a pH= 7,40 foi 1 = 90,55%, 2 = 9,45% e 3 = 0,0%, além disso, observamos
que em pH mais elevados a EPI aparentemente esta presente na sua forma molecular. A
solubilidade também foi calculada e os resultados mostram que EPI possui uma elevada
solubilidade aparente em agua a pH 7,4 (superior a 0,06 mg/mL), com solubilidade
intrinseca igual a -1.76 unidades logS. A analise termogravimeétrica da EPI indica que
ocorre degradacdo em uma etapa a uma temperatura elevada (Figura 8D). A Unica etapa
envolve um decaimento de massa de 91,22% (calculado: 4,051 mg; inicio: 222,81°C)

associado com um sinal DTA endotérmico (Figura 8E.).

Todos os direitos autorais reservdos a Plos Neglected Tropical Diseases



51

FIGURA 8: Formas neutras e i6nicas de EPI. 1- Forma neutra; 2- Forma cationica; 3-
forma anibnica (A). Determinacdo potenciomeétrica do pKa (B). llustracdo dos valores
preditos de pKa da EPI usando o método ChemAxon. (C). DSC (D) e DSC-TGA (E)
dados que ilustram a degradacao térmica que ocorre em torno de 220°C, em uma Unica

etapa.
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4.3.2 Efeito da EPI em S. mansoni jovens

Os camundongos tratados com a dose de 40 e 300 mg/kg de EPI, ap6s 21 dias de
infeccdo mostraram diferencas significativas (P <0,01 e P <0,01) em relagdo a reducao
da carga total de vermes. Os tratamentos realizados contra vermes juvenis mostraram uma
reducdo moderada da carga parasitéria total de 50,2% (DP: 14,9) e 46,3% (DP: 16,2),
guando os camundongos receberam EPI a 40 e 300 mg/kg, respectivamente, em
comparagdo com o grupo controle infectado e néo tratado. Na tabela 1 estdo resumidos

todos os resultados.

Tabela 1. Efeitos da EPI contra S. mansoni jovens (tratados 21 dias ap0s a infeccao)

Média da carga parasitaria + SEM

(figado e porta-mesenterica)
Reducdo da carga

Amostra Dose .
parasitéria total
Machos Fémeas Casais Total de
Vermes
Controle 0 (PBS) 10,2+2,8 3,9+0,6 9,6+1,8 32,943,7 -
EPI 40 mg/kg 2,2+0,5" 2,4+0,6 5,9+0,7 16,4+1,7 50,2%
EPI 300 mg/kg 6,8+1,4 0,9+0,3™ 5,0+1,0" 17,6+1,4™ 46,3%

Os valores sdo apresentados como média £ SEM. NUmero de animais/grupo = 8.

Os asteriscos indicam que a diferenca em relagdo ao controle foi significativa com *** P<0,001, ** P<0,01 e * P<0,05.

4.3.3 Efeito da EPI em S. mansoni adulto

A eficécia de EPI foi testada na fase adulta de vida do parasita em um hospedeiro
mamifero experimental. Apos 45 dias de infecgdo, vermes machos e fémeas ja tinham
amadurecido e acasalado, e os ovos foram encontrados no figado, intestino e fezes. Em
camundongos infectados por S. mansoni, houve uma reducdo na carga de vermes quando
foi feito o tratamento oral com EPI, como mostrado na Tabela 2. Apos 45 dias de infeccao,
os tratamentos realizados com EPI em doses de 40, 100 e 300 mg/kg reduziram a carga
de vermes dos camundongos a 70,0% (P <0,001) (DP: 15,7), 39,0% (P <0,01) (DP: 14,1)
e 46,7% (P <0,001) (DP: 9,2), respectivamente. O tratamento com 40 mg/kg de PZQ
mostrou reducdo significativa na carga de vermes total em comparacdo com o controle
néo tratado de 62,0% (P <0,001).
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Tabela 2. Efeitos da EPI contra S. mansoni adultos (45 dias apds a infecgéo).

Média da carga parasitaria + SEM

(figado e porta-mesenterica)
Reducéo da carga

Amostra Dose .
parasitaria total
. ) Total de
Machos Fémeas Casais
vermes

Controle 0 (PBS) 12,9+1,1 9,9+1,2 13,7+0,9 50,2+2,4 -
PZQ 40mg/kg 7,6+2,4 0,94¢0,4™  52+1,0™ 18,942, 7" 62,0%
EPI 40 mg/kg 2,6£0,6™  2,2+0,77"  5,3%0,9™  15,2+2,5™ 70,0%
EPI 100 mg/kg  7,1+1,0™ 6,8+1,3" 8,7+0,7" 31,4227 39,0%
EPI 300 mg/kg  12,1+1,1 3,0+0,3""  6,1+0,8™  27,4+1,7" 46,7%

Os valores sdo apresentados como média £ SEM. Numero de animais/grupo = 10. No grupo tratado com 100
mg/kg, 3 animais morreram.

Os asteriscos indicam que a diferenca em relagdo ao controle foi significativa com *** P<0,001, ** P<0,01 e
* P<0,05.

4.3.4 Efeito da EPI na eliminacéo de ovos e no peso do figado e bago

O efeito da EPI em fases de desenvolvimento do ovo (oograma padrao) e a carga
de ovos nas fezes em 45 dias pos-infecgcdo € mostrado na Tabela 3. No que diz respeito
ao numero de ovos excretados nas fezes, os resultados mostraram reducdes de 80%
(DP:9,1), 45,7% (DP:22) e 59,6% (DP:35,2) em resposta aos tratamentos com 40, 100 e
300 mg/kg de EPI, respectivamente, para o PZQ a reducdo foi de 77% com 40 mg/kg.
Podemos observar que nos grupos tratados com EPI em 40, 100 e 300 mg/kg, a
porcentagem de ovos imaturos foi significativamente reduzida a 24% (DP:13,6), 16,6%
(DP:11,1) e 56,8% (DP:13,7) do nimero total de ovos, em compara¢do com o controle
infectado e ndo tratado, nos quais 79% (SD: 6,1) dos ovos eram imaturos. Ja no tratamento
com o PZQ a porcentagem de ovos imaturos foi significativamente reduzida a 46% em
comparacdao com o controle. O oograma também mostrou aumento significativo na
porcentagem de ovos mortos nos camundongos tratados com 40, 100 e 300 mg/kg de EPI,
os resultados mostram 36% (DP:9,9), 24% (DP:5,6) e 12% (DP:6,1), respectivamente em
comparagdo com o grupo controle (2%) (SD: 1,2). No tratamento com PZQ foi observado

4% de ovos mortos, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo ao controle.
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Tabela 3. Efeito do tratamento com EPI na oviposicao dos adultos, 15 dias pos-tratamento
(45 dias ap6s a infec¢do).

Dose Reducéo do Porcentagem de ovos em cada etapa de
Amostras (mg/kg) ndmero de desenvolvimento
oVOS nas
fezes Imaturos Maduros Mortos

Controle PBS - 79,0% 19,0% 2,0%

PZQ 40 mg/kg 77,0%™" 46,0%™" 50,0% 4,0%

EPI 40 mg/kg 80,0%™" 24,0%™" 40,0% 36,0%™"

EPI 100 mg/kg 45, 7% 16,6%™" 59,4% 24,0%™"

EPI 300 mg/kg 59,6%™" 56,8™" 31,2% 12,0%™"

NUmero de animais/grupo = 10. Grupo tratado com 100 mg/kg, 3 animais morreram.

Os asteriscos indicam que a diferenca em relacdo ao controlo foi significativa com *** P<0,001.

Além disso, o tratamento com EPI 40 mg/kg diminui a patologia no figado e baco.
Uma significativa reducédo do peso do figado (P <0,01) e no baco (P <0,01) do grupo tratado
com EPI em comparagdo com o controle infectado e ndo tratado foi demonstrado (Tabela
4). O tratamento com EPI 100 mg/kg reduziu significativamente apenas o peso do figado
(P <0,05). Por outro lado, nos camundongos tratados com EPI 300 mg/kg néo foi observado
qualquer reducdo no peso destes 6rgdos (Tabela 4), assim como nos camundongos tratados
com PZQ.

Resumindo, EPI diminui significativamente os ovos de S. mansoni e a carga de

vermes, bem como hepatoesplenomegalia.
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Tabela 4. Efeito do tratamento com EPI no peso relativo dos 6rgaos.

Amostras Peso relativo do figado Peso relativo do baco
Controle 1,88 + 0,098 0,61+0,034
PZQ 40 mg/kg 1,93 +0,06 0,70 £0,04
EP1 40 mg/kg 1,60 +0,03" 0,45+0,03™
EPI1 100 mg/kg 2,00 +0,06" 0,61+0,01
EP1300 mg/kg 1,78 £ 0,05 0,54+0,02

Os asteriscos indicam que a diferenca em relacdo ao controle foi significativa com ** P<0,01 e * P<0,05.

4.3.5 Efeito da EPI sobre as alteracfes tegumentares

As alteracdes do tegumento na superficie de S. mansoni foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura (SEM). Nos parasitas do grupo controle (nédo
tratados), os tubérculos e as espinhas pareciam intactos e com alta ampliagéo, a superficie
mostrou espinhas e sulcos entre 0s tubérculos que tém uma aparéncia rugosa e comportam
as papilas sensoriais (Figura 9A e B). O tegumento foi alterado pelo tratamento dos
animais com PZQ (Figura 9C e D). Os tubérculos pareciam inchados, e enquanto as
espinhas nos tubérculos ainda eram visiveis, eram bastante arredondadas em comparacao
com o controle, como se observa na imagem de alta ampliacdo (Figura 9C). Com uma
baixa ampliacdo, é possivel ver que a estrutura arredondada do tegumento foi mantida,
embora a superficie tenha aparecido um pouco inchada. O tegumento foi drasticamente
danificado apos o tratamento com EPI, as espinhas estavam completamente ausentes e 0s
tubérculos gravemente danificados (Figura 9E e F). As mudancas incluiram o inchaco e
a perda de espinhos nos tubérculos, além de destruicdo e erosdo. Todos 0s vermes
examinados mostraram encolhimento com enrugamento e extensa descamacao ao redor
dos tubérculos no tegumento expondo tecidos subtegumentais (Figura 9E). Em
comparagdo com os parasitas tratados com praziquantel, a estrutura geral dos vermes
tratados com EPI mostrou mudangas muito maiores, com crescimentos tegumentais ja
ndo visiveis em baixa resolucdo (Figura 9F.), com menos tubérculos intactos visiveis e

sem espinhas.
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FIGURA 9: Microscopia eletronica de varredura da regido dorsal do meio do corpo de
vermes machos de S. mansoni recuperados 45 dias ap6s a infeccao, coletados por perfusédo
do sistema porta-hepatico. A e B: vermes ndo tratados (controle). C e D: vermes de
camundongos tratados com 40 mg/kg de PZQ. E e F: vermes de camundongos tratados
com 40 mg/kg de EPI. As barras de escala em A, C e E mostram 5 um, e em B, D ¢ F
mostram 10 um. (A): superficie tegumental dorsal mostrando tubérculos (T), espinha
apical e rugas paralelas (w). (B) Maior ampliacdo de (A) mostrando 0s mesmos recursos
que aparecem regularmente em toda a superficie. (C e D): MEV de um verme macho ap6s
o tratamento com PZQ. Alguns dos tegumentos sdo perfurados (p). (E) e (F): MEV do
verme macho apos o tratamento com EPI: os tubérculos (T) e o tegumento lateral se
desintegraram (di). A superficie tegumental dorsal mostra inchaco (sw) e eroséo (er) da

superficie com a exposi¢do do tecido subcutaneo.
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4.3.6 Histopatologia hepética e medicdo granuloma

Considerando que a dose de 40 mg/kg conduziu a uma maior reducao da carga
parasitaria, avaliou-se a presenca de granulomas no figado de camundongos tratados com
esta dose. Um estudo detalhado das se¢des histoldgicas da mesma area do figado de
camundongos BALB/c infectados com S. mansoni e tratados com a dose de 40 mg/kg de
EPI (Figura 10A e B) e o controle ndo tratado (Figura 10C e D) permitiram a identificagao
de granulomas em varias fases de evolucéo contendo infiltrado inflamat6rio composto de
eosindfilos, macrofagos, neutrofilos ao redor do ovo e mais externamente linfocitos e
fibroblastos. Baseado na classificagdo de Lenzi et al. (1998) foi identificado,
principalmente em secc¢Bes histologicas de figado, granulomas contendo pequeno
infiltrado inflamatorio desorganizado ao redor do ovo (fase pré-granulomatosa de reacédo
inicial), infiltrado inflamatorio difuso em maior numero (fase pré-granulomatosa
exudativa), infiltrado inflamatério  frouxo e células necréticas ao redor do ovo (fase
necrotico-exudativa), deposicdo inicial e circunferencial de fibras de coldgeno pelos
fibroblastos que margeiam as células inflamatorias (fase produtiva) e faixa espessa de

fibras de colageno que envolve o ovo ou os restos dele (fase de cura por fibrose).
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FIGURA 10: Fotomicrografias de granulomas hepaticos de camundongos 45 dias ap6s
a infeccdo. A e B: figado de animais infectados e tratados (40 mg/kg). Existe a presenca
da fase necrética exsudativa com infiltrado inflamatério livres (macréfagos, neutrofilos e
eosinofilos) e zonas com células necréticas em torno do ovo. C e D: figado de animais
infectados e ndo tratados, os granulomas foram encontrados na regido periportal.
Diferentes fases de evolucdo do granuloma, incluindo pré-granulomatosa exudativa,
necrotica exudativa, produtiva e cura por fibrose foram observados. As setas indicam a

presenca de células inflamatdrias.
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Foi observado diminui¢do no tamanho dos granulomas nos figados do grupo
tratado com EPI. Apds a analise das imagens, foi visto que o didmetro médio dos
granulomas hepaticos foi significativamente menor (P <0,01) no grupo tratado com EPI,
em comparagdao com o grupo controle infectado e ndo tratado (Tabela 5). Além disso, a
maioria dos ovos de S. mansoni encontrados nos animais tratados com EPI mostrou

degeneracéo severa (71% contra 50% para o controle).

Tabela 5. Diametro do granuloma (uM) no figado dos camundongos dos grupos
infectados tratados e ndo tratados 45 dias apos a infecgdo (vermes adultos).

Média do diametro dos
Amostras Numero de granulomas
granulomas (um) + SEM

Controle infectado e ndo
2435+ 3.23 68

tratado

EPI 40 mg/kg 194.0 +6.95™ 30

Diferenca foi significativa ** P<0,01.

4.3.7 Estudos de toxicidade aguda e histopatoldgicos

A toxicidade e estudos histopatologicos foram realizados para avaliar o perfil
toxicoldgico de EPI in vivo. As concentracdes testadas eram consideravelmente maiores
do que as doses terapéuticas utilizadas para avaliar os efeitos sobre S. mansoni, uma vez
que a toxicidade de PZQ é baixa, com uma DLso de cerca de 2.400 mg/kg (GROL, 1984).

A injec&o intraperitoneal de EPI presente em uma concentracdo igual ou superior
a 530 mg/kg causou alteragdes clinicas visiveis, tais como taquicardia, taquipneia, ataxia
e prostracdo. Depois de um periodo variando desde 15 minutos até 6 horas, essas
alteragdes foram espontaneamente revertidas, eventualmente tornando-se imperceptivel
para observacdo, de uma forma dependente da dose. Na concentracdo méxima de 8000
mg/kg morreram 50% dos animais com 18 horas apds a injecdo intraperitoneal do
farmaco.

A figura 4 mostra imagens que ilustram a histologia do figado (Figura 11A, B e
C), baco (Figura 11D, E, F), pulméo (Figura 11G, H, 1), rim (Figura 11J, K, L) e cérebro
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(Figura 11M, N, O), tratou-se com 0,0 (primeira coluna), 530 (segunda coluna) ou 8000
(terceira coluna) mg/kg de EPI. A analise histopatologica revelou que os animais tratados
com a concentracdo mais elevada (8000 mg/kg) mostraram congestdo generalizada e
edema nos cortes histologicos do pulmdo, baco, rim e cérebro; depressdo na polpa
vermelha e inimeras células que sofreram apoptose no bago (Figura 11F), bem como
danos no endotélio dos vasos no figado também foram observados (Figura 11C). Outros
efeitos observados apds a administracdo de 8.000 mg/kg incluiram hemorragia intra-
alveolar, deposicdo de fibrina no pulmdo (Figura 111.) e degeneracdo hidropico focal no
rim (Figura 11L.); ndo foram observadas alteracbes morfolégicas no parénquima do
figado (Figura 11C). Os animais tratados com 530 mg/kg de EPI mostraram depressao
focal da polpa vermelha (Figura 11E), depois de sete dias apds a injecao intraperitoneal
do farmaco, ao passo que 0s outros 6rgaos ndo apresentaram alteracbes morfoldgicas
(Figura 11B, H, K, N). O grupo controle apresentou morfologia normal em todos os
orgdos analisados (Figura 11A, D, G, J, M).
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FIGURA 11: Estudo histopatolégico das se¢fes dos 6rgdos de diferentes grupos de
camundongos. Comparacao entre a histologia do: figado (A, B, C), baco (D, E, F), pulméo
(G, H, I), rim (J, K, G), e cérebro (M, N, O) obtido a partir de camundongos swiss (n =
4) tratados com 0,0 (primeira coluna), 530 (segunda coluna) ou 8000 (terceira coluna)
mg/kg de EPI. A primeira e a segunda coluna referem-se a camundongos eutanasiados 7
dias ap6s o0 ensaio a terceira representa 6rgdos de animais que morreram devido a

administracdo de concentragcdes mais elevadas do farmaco.
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4.4 Discussao

O uso generalizado de PZQ para o tratamento e controle da esquistossomose pode
selecionar parasitas resistentes aos medicamentos (FALLON e DOENHOFF, 1994). Em
paises como o Egito, um nimero crescente de pacientes exibiu resisténcia ao tratamento
com PZQ, aparentemente devido, em alguns casos, a resisténcia inerente a cepas em
particular, e em outros casos, a uma resposta imune do hospedeiro infectado, o que reduz
a eficacia da quimioterapia (ISMAIL et al., 1999). Portanto, a descoberta de novos
agentes anti-parasitarios para tratar a esquistossomose € uma via importante de
investigagdo. Moléculas isoladas de plantas tém atraido a atengdo de muitos
pesquisadores ao longo dos anos para o desenvolvimento de novos farmacos, devido a
variedade de suas estruturas quimicas e sua ampla gama de atividades bioldgicas. A
descoberta de produtos naturais que podem ser usados no tratamento da esquistossomose
esta sendo um grande desafio na era da quimica combinatoria e genémica (MORAES,
2012).

NOs avaliamos a atividade de uma dose unica de EPI contra um modelo de
laboratorio de S. mansoni in vivo, em primeiro lugar, para determinar a toxicidade aguda
(DL50) e também para determinar o efeito de diferentes concentragdes de EPI (40, 100 e
300 mg/kg) em camundongos infectados com S. mansoni. Os resultados para a toxicidade
aguda demonstraram que a injecéo intraperitoneal de EPI presente em uma concentracdo
igual ou superior a 530 mg/kg causou alteragdes clinicas visiveis, tais como taquicardia,
taquipneia, ataxia e prostracdo, os quais foram revertidos espontaneamente ap0s 6 horas.
O tratamento de camundongos infectados com S. mansoni causou redugdes significativas
na carga de vermes, na carga de ovos nas fezes, bem como na frequéncia de estagios de
desenvolvimento dos ovos e reducdo da hepatoesplenomegalia. O efeito sobre a carga de
vermes com doses Unicas de 40 e 100 mg/kg de EPI mostrou que ndo houve diferenca
significativa na susceptibilidade entre vermes adultos machos e fémeas. No entanto o
tratamento com 300 mg/kg de EPI mostrou maior sensibilidade pelos vermes fémeas.
Algumas diferencas de susceptibilidade relacionada com a dose encontram-se descritos
na literatura. Por exemplo, alguns estudos (GONNERT e ANDREWS, 1977;
MEHLHORN etal., 1981; PELLEGRINO et al., 1997; ISMAIL et al., 1999) descreveram
que doses subcurativas de PZQ atuam igualmente em machos e fémeas, sem diferencas
significativas na sensibilidade terapéutica entre os sexos. Mas Delgado et al. (1992)

também observaram que a concentracdo in vivo de 250 mg/kg de PZQ atua
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preferencialmente em fémeas deste parasita, assim como o que foi visto neste estudo.
Outros trabalhos com farmacos esquistossomicidas também tém demonstrado que vermes
fémeas tem maior susceptibilidade do que vermes machos (BOTROS et al., 2003;
KEISER et a.,2009; MITSUI et al., 2009; MORAES, 2012;).

O tratamento in vivo contra vermes imaturos de S. mansoni modificou a proporc¢éo
entre parasitas machos e fémeas. Os tratamentos com doses de 40 e 300 mg/kg mostraram
uma reducdo moderada da carga de vermes, 0 que ndo teve aumento significativo nas
concentragfes mais elevadas. (50,2% com SD: 14,9 e 46,3% com SD: 16,2,
respectivamente). Utzinger et al. (2003) observaram que 0s vermes juvenis ndo eram
suscetiveis a PZQ. Provavelmente, o efeito da EPI contra vermes jovens pode ser uma
vantagem em relacdo a PZQ.

No final do tratamento, o peso do figado e do bag¢o de camundongos infectados e
tratados com EPI 40 mg/kg foi menor do que o dos camundongos infectados e nédo
tratados. As propriedades anti-inflamatorias de EPI podem ter ajudado neste efeito, pois
a esquistossomose é uma doenca inflamatdria e ja foi previamente descrito por Silva et
al., 2013 que EPI pode atuar por exemplo sobre citocinas pro-inflamatorias. Mas, esta
reducdo nao aconteceu nas doses de 100 e 300 mg/kg. Dado o fato de S. mansoni levar a
reacdo inflamatdria granulomatosa grave no figado, um composto com propriedades anti-
inflamatorias pode ser de grande interesse no tratamento desta infeccdo. No caso do
tratamento com EPI, a consequéncia foi uma reducdo do ndmero e tamanho dos
granulomas no figado e, em seguida, uma reducdo de hepatoesplenomegalia. Os
tratamentos com doses de 100 e 300 mg/kg, ndo apresentaram o mesmo resultado em
comparacdo com 40 mg/kg.

Curiosamente, olhando para os dados da carga total de vermes (Tabela 1), foi
obtido maior diminui¢do na carga de vermes com 40 mg/kg em comparagdo com 100 ou
300 mg/kg. As diferencas nas cargas de vermes entre as duas concentragfes superiores
ndo foram significativas, embora a diminuicdo em comparagdo com o controle em ambos
0s casos, foi significativa, apesar dessa diminuicéo ter sido ainda menor que a observada
com uma dose de 40 mg/kg. Além disso, considerando-se a tabela 2, vemos que uma
dependéncia da dose semelhante pode ser observada no efeito sobre a postura de ovos.
Observou-se que as doses de 100 e 300 mg/kg conduzem a uma reducéo significativa na
oviposicao, mas um efeito maior foi obtido com a dose menor de 40 mg/kg. Embora uma
relacdo dose-resposta inversa ndo sejam desconhecidas, eles sdo incomuns. Neste caso, a

razdo para isto pode estar relacionada com o método de administracdo. As doses mais
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elevadas podem conduzir a precipitacdo no intestino, levando a uma insuficiéncia na
absorcdo. Um objetivo futuro muito importante é determinar a farmacocinética desse
farmaco no modelo, para ajudar a explicar estes dados. Outras experiéncias futuras
também poderiam analisar doses ainda menores.

Embora ndo nos foi possivel observar uma toxicidade significativa para estas
condigOes de tratamento, 3 animais morreram apés tratamento com 100 mg/kg. A partir
deste trabalho aparentemente o tratamento com EPI em concentragdes superiores a 40
mg/kg, dentre as doses deste estudo, ndo oferece quaisquer vantagens neste modelo.

Realizou-se uma comparacgdo entre o0 nimero de ovos imaturos, maduros e mortos
presentes nos fragmentos intestinais (45 dias apos a infeccdo) de hospedeiros-tratados e
ndo tratados. Os resultados demonstraram uma reducdo significativa na porcentagem de
ovos imaturos no tecido intestinal dos animais tratados em todas as doses, quando
comparado com o grupo controle infectado e ndo tratados.

A diminuicdo na porcentagem de ovos imaturos nos camundongos tratados
provavelmente resulta de uma diminuicdo da carga parasitaria e um efeito sobre a aptidao
reprodutiva de S. mansoni. Provavelmente, 0 aumento nos ovos maduros em comparagao
com o0s imaturos, aconteceu como resultado da oviposic¢ao anterior. Os resultados aqui
apresentados relativos a reducdo de ovos correspondem as observadas em outros estudos
sobre os efeitos de diferentes compostos em S. mansoni (De OLIVEIRA et al., 2014; De
MORAES et al., 2014). A reducdo na oviposicdo € bastante importante para 0 uso
terapéutico, uma vez que o ovo é responsavel pela transmissdo do parasita e manutengdo
do seu ciclo bioldgico. Além disso, a patologia associada com a esquistossomose humana
é principalmente devido ao grande nimero de ovos que ficam presos nos tecidos do
hospedeiro (GRYSEELS et al., 2006).

Além disso, avaliou-se o efeito da EPI na carga dos ovos. O alcaloide reduziu
significativamente (P <0,001) o nimero de ovos por grama de fezes em comparacao com
o controle. Esta notavel reducdo na contagem de ovos nas fezes poderia estar relacionada
a diminuicdo da carga parasitaria. Resultados semelhantes foram obtidos por Moraes et
al., 2014, em estudos com phytol.

Uma vez que a dose de 40 mg/kg levou a uma maior reducdo da carga parasitaria,
avaliou-se a presenca de granulomas no figado de camundongos tratados com esta dose.
Os figados dos camundongos tratados com EPI apresentaram reducdo do diametro dos
granulomas e uma arquitetura lobular tipica preservada. Eosinofilos sdo conhecidos por

desempenhar um papel importante na destruicdo do ovo tanto in vitro (JAMES e
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COLLEY, 1978) e in vivo (OLDS e MAHMOUD, 1980). O melhoramento da patologia
hepatica e a presenca de pequenos granulomas com eosinofilos predominantes como
resultado da destruicdo acelerada do ovo apds administracdo repetida de antigenos
sollveis dos ovos do parasita (SEA) ja foram relatados (HASSANEIN et al., 1997).
Portanto, existe a possibilidade de que o aumento no nimero de ovos degeneradas, bem
como a diminuicéo do diametro de granulomas ap0s o tratamento com EPI ocorreu devido
a intervengdes imunoldgicas e acfes imunomoduladoras. Um efeito semelhante foi
mostrado por Miranda et al., 2013 em estudos com o extrato alcaloidico de frutos de
Solanum lycocarpum. Este extrato mostrou efeito imunomodulador em camundongos
infectados com S. mansoni.

O tegumento é um alvo principal para estudos de farmacos, alteracbes na
topografia da superficie dos vermes tem sido estudada por varios pesquisadores
(MANNECK, et al., 2010; EISSA, et al., 2011; MOSTAFA et al., 2011). As doses de EPI
testados exibiram um efeito grave sobre o tegumento de S. mansoni adulto que
compreende inchaco dos tubéerculos e sulcos, seguido de perda de espinhos.
Subsequentemente, os tubérculos e as nervuras foram quebradas e comecaram a erodir,
levando a formacdo de lesdes. Eventualmente, isso resultou em descamacao do tegumento
sobre grandes areas da superficie do corpo. Especula-se que as alteragdes morfoldgicas
observadas no tegumento pode ser um mecanismo pelo qual EPI leva a morte dos vermes.
O dano ao tegumento ao longo do corpo do verme poderia ter destruido sua defesa
permitindo subsequente ataque pelo sistema imunolégico. Os mecanismos envolvidos na
morte podem ser dependentes de anticorpos do hospedeiro ou efeito direto, (De
MORAES et al., 2014). Com base na premissa de que a tioredoxina-glutationa redutase
(TGR) é uma enzima essencial para a sobrevivéncia do parasita S. mansoni (KUNTZ et
al., 2007), nés fizemos um acoplamento de EPI com TGR, mas EPI nédo se ligou a enzima
e, portanto, supBe-se que este ndo é o alvo. Assim, mais estudos sdo necessarios para
elucidar os maltiplos mecanismos de acdo da EPI. Este sera o tema de estudos futuros.

A avaliacdo toxicologica de novos farmacos € um dos passos decisivos do
desenvolvimento do farmaco. Filho et al., 2002 avaliaram trés derivados de oxamniquina
como novos agentes esquistossomicidas quando administrado a camundongos.
Oxamniquina tem DLso de 1300 mg/kg, e os trés novos compostos derivados tiveram alta
toxicidade, com valores de DLso menor que 1200 mg/kg. PZQ, quando administrado a
camundongos, tem uma DLsg de cerca de 2400 mg/kg (LENZI et al., 1998). No nosso
caso, a EPI mostrou ter uma DLso muito maior (8000 mg/kg) e foi observado que os
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camundongos tém uma alta resisténcia aos efeitos toxicos de EPI. As alteracdes
histopatologicas mais drasticas causadas pela EPI, como congestdo generalizada e edema
nos cortes histolégicos do pulmédo, bago, rim e cérebro; depressdo na polpa vermelha e
inimeras celulas em apoptose no bago; hemorragia intra-alveolar e deposicéo de fibrina
no pulmao; degeneracao hidropicos focal do rim e os danos no endotélio dos vasos no
figado pode ser responsavel pela toxicidade a concentragdo mais elevada de 8000 mg/kg.
Abaixo de 530 mg/kg EPI ndo causou nenhuma toxicidade e ndo causou alteracGes
clinicas visiveis ao todo, o que potencialmente poderia ser uma vantagem consideravel
para 0 seu uso clinico. Embora nesta fase inicial, ainda ndo realizamos testes
experimentais de genotoxicidade, foi realizado um exercicio de previsdo tedrica. Osiris
Property Explorer (SANDER et al., 2009) é uma ferramenta amplamente utilizada para
avaliar a pontuacdo-farmaco de compostos potenciais que possam atender as necessidades
de um farmaco candidato. A avaliacdo do risco de toxicidade é prevista por um processo
com base na comparacdo com um conjunto pré-calculado de fragmentos estruturais que
vém dos grupos toxicos do banco de dados RTECS (Registo de Efeitos Toxicos de
Substancias Quimicas), mantido pelo Instituto Nacional de Seguranca e Salde
Ocupacional (NIOSH). Dados das pontuagdes de toxicidade gerados incluem irritacdo
primaria; efeitos mutagénicos; efeitos reprodutivos e tumorigénicos; toxicidade aguda e
toxicidade de dose multipla. Quando EPI e os seus estereoisdmeros foram avaliados
através desta ferramenta (http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/ acessado em 01 de
fevereiro de 2015), ndo foram encontrados riscos de toxicidade. Da mesma forma, nos
também comparamos as caracteristicas estruturais de EPI com pan-ensaios de compostos
de interferéncia ou grupos PAINS, promiscuos, e atividades de ensaio interferente, e ndo
encontramos nenhuma correspondéncia (BAELL e WALTERS, 2014). No entanto, essas
ferramentas de previsdo ndo substituem o teste experimental e, mais testes sdo necessarios
no futuro a respeito da seguranca deste novo alcaloide, especificamente dados de
genotoxicidade e toxicidade reprodutiva serdo necessarios.

O pKa é considerado como o valor de pH em que as concentracdes entre as
espécies &cida e béasica sdo iguais. Os farmacos que tem propriedades béasicas, quando
estdo em meio com elevado pH, tem predominio na sua forma ndo-ionizada, ou seja, com
baixa dissociacdo, o contréario € observado para os farmacos com caracteristicas acidas,
pois estes em pH elevado tem predominio na sua forma ionizada, com alto indice de
dissociagdo (MARTINEZ & AMIDON, 2002; HONORIO, 2012). Consequentemente, 0S

farmacos acidos devem apresentar uma maior absorcdo na regido do estdmago, pois
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prevalece a sua forma ndo ionizada, e os farmacos basicos devem apresentar uma maior
absorcdo na regido do intestino, pois também prevalece a sua forma ndo ionizada
(ASHFORD, 2005a; BONAMICI, 2009; HONORIO, 2012). No ambiente intestinal, o
valor de pH aumenta gradualmente até a regido do ileo, apresentando uma variagéo de
pH entre 4,9 e 7,4, em jejum, e pH entre 5,2 e 7,5 no estado alimentado. Na regido do
colon, ocorre uma variacdo de pH entre 5,0 e 8,0, devido as bactérias existentes nessa
regido que metabolizam carboidratos e acidos graxos. (ASHFORD, 2005b; AVDEEF,
2001; BONAMICI, 2009; GRBIC et al., 2011; HONORIO, 2012). Dessa forma, como a
EPI em pH mais elevados aparentemente estd presente na sua forma molecular, com
pouca dissociacao ibnica, isso favorece sua absorcéo no intestino.

As analises termogravimétricas sdo de suma importancia na area farmacéutica,
pois auxiliam por exemplo, na avalia¢do da estabilidade dos farmacos e das formula¢Ges
farmacéuticas, na pesquisa de polimorfos e em estudos de pureza. Muitos 6rgdos
regulamentadores de insumos e produtos farmacéuticos ja descrevem a importancia da
analise téermica e parametros de qualidade dela provenientes (De OLIVEIRA et al., 2011).
No presente estudo, a analise termogravimétrica da EPI mostrou que a mesma ndo sofre
degradacdo térmica até uma temperatura de cerca de 220°C, isso indica que a molécula
pode ter um bom perfil de estabilidade a temperatura ambiente, sem risco de degradacéo.
Além disso, a partir desta informacao pode-se definir locais e temperaturas adequadas de
acondicionamento para a EPI.

Os resultados dos ensaios in vitro com muitos farmacos ndo correspondem ao que
se observa in vivo. Na verdade, o que funciona bem in vitro pode ndo funcionar in vivo e
vice-versa, como mostrado por Katz et al., 2013 (KATZ et al., 2013). Nosso artigo mostra
claramente que com S. mansoni, pode ocorrer diferencas consideraveis na eficacia de uma
droga in vitro e in vivo. EPI ndo é muito potente in vitro quando comparado aos testes de
PZQ também in vitro, isto é fato. Mas a resposta que observamos in vivo (40 mg/kg) foi
melhor do que quando comparado ao grupo tratado com o medicamento de referéncia
PZQ, de acordo com a literatura o numero de animais utilizado neste estudo e apropriado
para a experiéncia. Um aspecto pratico importante a ser considerado é que EPI pode ser
extraido e purificado a partir do residuo de producdo de pilocarpina a partir de folhas de
jaborandi (Pilocarpus microphylus), de modo que o0s custos totais de producdo em

comparagdo com outros ingredientes farmacéuticos ativos podem ser bem mais baixos.
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45 Conclusoes

Em conclusdo EPI reduziu significativamente a carga parasitaria dos vermes e o
alcaloide ndo mostrou toxicidade mensurdvel no modelo testado, em concentraces
superiores as concentracdes eficazes do tratamento. Neste momento, EPI é um farmaco
candidato promissor. Sao necessarios mais estudos para avaliar a eficacia terapéutica de
EPI, e para avaliar a eficicia deste farmaco contra diferentes estagios do ciclo de vida,
bem como outras espécies de Schistosoma. No futuro, sdo necessarios estudos
farmacocinéticos para explorar o destino do farmaco no corpo. Além disso, 0 mecanismo
de acdo detalhado da EPI no Schistosoma continua a ser investigado com outros testes

pré-clinicos.
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Capitulo 1

Atividade da epiisopilosina in vivo contra

Schistosoma mansoni
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5 Capitulo 111 — Atividade da epiisopilosina in vivo contra
Schistosoma mansoni

Este capitulo relata os dados do artigo submetido na revista PLOS ONE (Qualis A1 em

Biotecnologia).

O alcaloide epiisopilosina tem atividade contra Schistosoma mansoni em

camundongos sem apresentar toxicidade aguda
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Resumo

A esquistossomose é uma doenca causada pelo género Schistosoma, e é considerada
uma questdo de salde publica que atualmente afeta mais de 200 milhGes de pessoas. O
tratamento farmacoldgico € limitado ao uso de um Unico farmaco, o praziquantel, apesar
dos relatorios de resisténcia. Devido a estas evidéncias, € perceptivel a necessidade de
investigar novos compostos esquistossomicidas. Neste estudo, foi testado a eficécia da
epiisopilosina (EPI1S) em um modelo murino de esquistossomose, foi feito administragdo
por via oral de uma dose Unica de 100 e 400 mg/kg de EPIIS em camundongos infectados
com vermes adultos de Schistosoma mansoni. O tratamento com a menor dose (100
mg/kg) mostrou uma diminuicéo significativa de 60,61% (P< 0,001) da carga parasitéaria
quando comparado ao grupo controle, diminuigédo da hepatoesplenomegalia e reducgéo dos
numeros de ovos imaturos. Uma andlise de microscopia eletrénica de varredura também
indicou mudancas morfologicas no tegumento de vermes apos o tratamento. Além disso,
o alcaloide ndo apresentou citotoxicidade in vitro (nas células HaCaT e NIH-3T3) na
concentracdo de 512 pg/ml, e as analises in silico de propriedades toxicoldgicas mostrou
que EPIIS apresenta baixa previsdo de toxicidade. Para confirmar isso, investigamos a
toxicidade aguda sistémica in vivo administrando oralmente uma dose de 2000 mg/kg em
camundongos Swiss. Os camundongos (Swiss) tratados ndo apresentaram alteracOes
significativas em parametros hematolégicos, bioquimicos e histolégicos em comparagdo
com animais ndo tratados. EPIIS mostra potencial como um farmaco esquistossomicida,
pois ndo causa toxicidade aguda e mostra um perfil de seguranca aceitavel no modelo

animal.

Palavras-chaves: Citotoxicidade; toxicidade aguda; células de mamiferos; alcaloides;

atividade anti-helmintica; esquistossomose; Pilocarpus microphyllus.
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5.1 Introducéo

A Dbiodiversidade brasileira tem sido amplamente estudada e o aumento das
pesquisas em relacdo as espécies de plantas e recursos naturais contribuiu para novas
alternativas terapéuticas. Um exemplo desse desenvolvimento diz respeito a espécie
Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew, popularmente conhecida como jaborandi,
que é originaria do Norte e Nordeste do Brasil (SKORUPA,2000; ROCHA et al., 2017).
Atualmente, o alcaloide pilocarpina é produzido comercialmente por extragdo das folhas
de jaborandi, pois este alcaloide é comercialmente utilizado para procedimentos oculares
cirargicos e tratamento de glaucoma e, portanto, € de grande interesse econémico
(AVANCINI et al., 2003; ROCHA et al., 2017). As folhas de jaborandi, como outras
espécies de plantas, contém varios metabolitos bioativos cujas propriedades
farmacoldgicas e fisioldgicas ndo foram totalmente elucidadas ou ainda estdo sendo
estudadas, também contém epiisopiloturine (EPI), um alcaloide com propriedades anti-
esquistosoma (BENTO et al.,, 2010; LUCIO et al., 2000; VERAS et al., 2012;
GUIMARAES et al., 2014; GUIMARAES et al., 2015).

EPIIS, (3R, 4S) -3 - [(S) -hidroxi (fenil) metil] -4 - [(3-metil-3H-1A2-imidazolidin-
4-il) metil] oxolan-2-ona é um isdmero da EPI como mostrado na Figura 12, e tem-se
relatado que a mesma atua como um estimulante periférico do sistema nervoso
parassimpatico (LUCIO et al., 2000). Poucos estudos se concentrarem nas atividades
bioldgicas de EPIIS, porém, sua atividade in vitro contra S. mansoni ja foi observada
anteriormente (ROCHA et al., 2017), assim como sua atividade in vitro contra formas
promastigotas e amstigota de Leishmania chagasi (ALBUQUERQUE 2010). Esses
resultados evidenciaram a necessidade de realizar estudos in vivo da EPIIS para
desenvolver novas formulages e rotas de administracdo desse alcaloide, principalmente
em relacdo ao seu possivel uso contra a esquistossomose. Além disso, € importante avaliar
a possivel toxicidade, uma vez que os estudos de toxicidade aguda em animais sdo
utilizados para cumprir requisitos relacionados ao controle de riscos para a satde humana
e 0 meio ambiente (OECD 2002; ARCANJO et al., 2016).
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FIGURA 12: Estrutura quimica do alcaloide EPIIS, com heterodtomos e

estereoisémeros anotados.
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No presente estudo, a atividade in vivo de EPIIS contra vermes adultos de S.
mansoni foi avaliada. Os efeitos sobre a oviposicao e a reducdo da hepatoesplenomegalia
também foram avaliados, bem como os efeitos deste alcaloide sobre a morfologia do
tegumento dos parasitas através de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Além
disso, avaliamos a citotoxicidade in vitro em diferentes linhagens celulares e a toxicidade

aguda in silico e in vivo de EPIIS.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Purificacdo do alcaloide

O alcaloide EPIIS foi purificado a partir da biomassa gerada pela producéo de sais
de pilocarpina. O processo de obtencdo de biomassa foi descrito por Veras et al. 2013 e
o isolamento de EPIIS foi realizado de acordo com 0s métodos descritos por Rocha et al.
2017.
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5.2.2 Parasitas e hospedeiros intermediarios e definitivos

Para manter o ciclo de vida de S. mansoni, utilizamos Biomphalaria glabrata
como hospedeiro intermediario e camundongos Balb/C fémeas como hospedeiro
definitivo. O estudo foi realizado no Departamento de Biologia Animal, 1B, Unicamp,
onde todos os animais foram mantidos sob temperatura e umidade controladas (25°C e
70%, respectivamente). Os camundongos foram previamente infectados por exposi¢éo a
uma suspensdo contendo aproximadamente 70 cercarias de acordo com Olivier e
Stirewalt (1952).

5.2.3 Tratamento in vivo contra vermes S. mansoni adultos

No primeiro passo, os animais foram divididos em dois grupos (n=8) e tratados
60 dias apds a infeccdo. Os animais do Grupo | foram tratados por via oral com uma dose
Unica de 400 mg/kg de EPIIS, e os animais do grupo Il (controle) receberam, por via oral,
0,3 mL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). No segundo passo, 0s animais
foram divididos em dois grupos (n=8) e tratados 60 dias apds a infeccdo. Os animais do
Grupo 11l foram tratados por via oral com uma dose unica de 100 mg/kg de EPIIS, e os
animais do grupo IV (controle) receberam, por via oral, 0,3 mL de solucdo salina

tamponada com fosfato (PBS). Em todos os grupos a EPIIS foi solubilizada com PBS.

Os camundongos foram eutanasiados 15 dias apds o tratamento. Os vermes S.
mansoni foram recuperados através da perfusdo do sistema porta-hepatico e das veias
mesentéricas de acordo com o método descrito por Pellegrino e Siqueira et al., 1956. Para
quantificar a carga de vermes e ovos, a porcentagem de reducdo de vermes foi calculada
de acordo com o método descrito por Delgado et al. 1992. A contagem dos ovos
eliminados nas fezes (OPG) foi realizada pelo método quantitativo de Kato-Katz (Katz et
al., 1972). As porcentagens dos diferentes estadios de desenvolvimento (ovos imaturos,
maduros e mortos, via oograma) foram calculadas a partir da parede intestinal dos

camundongos infectados de acordo com o método descrito por Hermeto et al. 1994.

5.2.4 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Para a analise de microscopia, um novo grupo de animais foi tratado
separadamente seguindo o esquema de tratamento relatado acima, mas com a diferenca
de que os camundongos foram eutanasiados 48 h apos o tratamento e os vermes adultos
de S. mansoni foram recuperadas através da perfusdo do sistema porta-hepético. Os
vermes foram lavados com tampéo de cacodilato de sodio (0,1 M), fixados em 2,5% de
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glutaraldeido (pH 7,4, Merck®) durante 24 h, e depois fixados em tetroxido de smio a
1% durante 1 h. As amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol
(70%, 80%, 90% e 100%) por 30 min cada, secas em um secador de ponto critico,
montadas em taldes, metalizadas com particulas de ouro usando um revestidor de
pulverizacgdo e, finalmente, analisadas e fotografadas usando um microscopio eletrénico
(Jeol-JSM-820).

5.2.5 Anélises in silico e propriedades toxicologicas

A estrutura molecular da EPIIS foi desenhada na versdo MarvinSketch 17.4.3, e as
propriedades toxicoldgicas in silico foram calculadas e determinadas usando o software
pkCSM (PIRES et al., 2015).

5.2.6 Cultura de células e ensaios de citotoxicidade in vivo

As células de fibroblastos murinos (NIH-3T3) e queratindcitos humanos (HaCaT)
foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com 10% de soro bovino fetal e 1% de solucéo antibio6tica. As células foram mantidas em
uma incubadora sob atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37 °C. Para a analise de
células em tempo real (RTCA, xCelligenceRoche, Suica), as células NIH-3T3 e HaCaT
foram semeadas em placas de cultura contendo biossensores eletronicos. Apos 24 h de
cultura, as células foram tratadas com EPIIS ou sem o farmaco (controle). As
concentragOes de EPIIS foram de 32 ¢ 512 pg/mL (equivalente a 111,8 and 1790,2 uM),
respectivamente, e as taxas de células aderidas foram medidas a cada 30 min durante 137
h.
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5.2.7 Avaliacdo da Toxicidade Aguda

A avaliagdo toxicoldgica in vivo de EPIIS foi realizada utilizando o Teste de
Classe de Toxicidade Aguda (OECD 2002), um protocolo reconhecido
internacionalmente por varias agéncias reguladoras e recomendado pela Organizagéo de
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE), guia nimero 423 (OECD, 2002).
Os camundongos Swiss fémeas foram divididos em trés grupos com trés animais cada:
um grupo controle tratado com uma solucdo de 5% de DMSO em solucédo salina e um
grupo tratado com EPIIS. O farmaco foi solubilizado com a dose mais alta recomendada
(2000 mg/kg de peso corporal) em uma solucao de 5% de DMSO em solucdo salina. Esta
dose foi fraccionada em trés administracGes durante o dia, em intervalos inferiores a 24
h. O volume méaximo de 0,1 mL/10 g de peso foi administrado. Os animais foram entéo
monitorados nas primeiras 8 h para observar possiveis mortes e apds 24 h o tempo de
observacao para cada grupo foi em torno de 30 minutos a 1 h. Os parametros clinicos e
comportamentais foram avaliados de acordo com o Guia da OCDE para reconhecimento,
avaliacdo e uso de sinais clinicos, que consta na série de Publicacbes da OCDE em salde
e seguranga ambiental em testes e avaliagdo no. 19 (OECD 2002).

5.2.8 Avaliagdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Apo6s 0 14° dia de observacao, os animais foram eutanasiados por asfixia em uma
camara de CO, e foram colhidas amostras de sangue dos animais através do plexo
orbitario com a ajuda de um tubo capilar de vidro e tubos de coleta com ativador de
coagulacdo e gél separador. O sangue foi condicionado em dois tipos de tubos: um com
anticoagulante de hemoglobina (Laborlab®) para determinar parametros hematoldgicos
e 0 outro, sem anticoagulante, para obter soro para avaliacdo de pardmetros bioquimicos.
Para analises bioquimicas, o material foi centrifugado a 1200 x g durante 5 minutos antes
de determinar a glicose, ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), colesterol total, HDL, LDL, fosfatase alcalina, proteina total, e
niveis de albumina e de globulina. Os valores para hemacias, leucdcitos, plaquetas,
hemoglobina, volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média foram
determinados imediatamente ap0s a coleta atraves do analisador automatico de
hematologia Advia 120/hematologia (Siemens). As contagens de leucocitos diferenciais
foram realizadas em extensdes coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em cada ensaio,
100 células foram analisadas e contadas (MALONE et al., 1977; AL-HABORI et al.,
2002).
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5.2.9 Analise histopatolédgica

Imediatamente ap0s a eutandsia, foram coletados fragmentos de figado, baco, rim,
cérebro, pulméo, estbmago, intestino delgado e intestino grosso dos animais e fixados em
10% de formaldeido tamponado. E importante notar que isso inclui o corte de varias
regides dos 6rgdos. Apos a fixacdo, os 6rgdos foram desidratados em dilui¢cBes em série
de &lcool etilico durante 1 h em cada diluicdo, diafanizados em xileno durante 30 min e
embebidos em parafina durante 5 min. As se¢des destes 0rgaos de 4 um de espessura
foram coradas com hematoxilina e eosina e examinadas sob microscépio de luz (VIEIRA
etal., 2013).

5.2.10 Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados através do software Graphpad Prism (versédo
5.0). O teste de Dunnet foi utilizado para analisar a significancia estatistica das diferencas
entre valores experimentais médios e controles. Para o ensaio de RTCA foi analisado os

valores de média e desvio padrdo. O nivel de significancia foi definido em P <0,05.

5.2.11 Protocolo ético
Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de

Animais (CEUA / UNICAMP, protocolo n° 2170-1) e estavam de acordo com 0s
principios éticos de experimentacdo animal adotados pela CEUA.

5.3 Resultados
5.3.1 Purificacdo da EPIIS

A anéalise de espectrometria de massas prova que 0os métodos de separacdo
utilizados foram bem-sucedidos. A analise MS / MS mostrou um ion pseudomolecular
com m/z 286,9 Da [M + H]* e um fragmento MS? com m/z 268,8 Da [M - H.0 + H]* e
180,7 Da (figura 13A e 13B), este “molecular fingerprint” é caracteristico da EPIIS

conforme demonstrado anteriormente por Veras (2014) e Rocha et al. (2017).
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FIGURA 13: Espectro de massa de EPIIS. (A) fon pseudomolecular com m/z 286,9 Da
[M + H]". (B) fragmentos MS? com m/z 268,8 Da [M - H.0 + H]* e 180,7 Da.
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5.3.2 EPIIS mostrou atividade contra formas adultas de S. mansoni em camundongos
infectados

Em camundongos infectados com S. mansoni, houve reducdo na carga parasitaria
apos o tratamento oral com EPIIS, como mostrado na Figura 14. As analises mostraram
que a dose Unica de 400 mg/kg causou uma reducdo da carga parasitaria total de 57,78%
(P<0,001). A dose de 100 mg/kg de EPIIS reduziu a carga parasitaria total dos

camundongos para 60,61% (P <0,001) comparado ao controle ndo infectado. A carga
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parasitaria total, das fémeas e dos machos depois do tratamento com EPIIS é mostrado na

figura 14.

FIGURA 14: Efeito na carga parasitaria com administragdo de 100 mg/kg e 400
mg/kg de EPIIS em dose unica, por via oral. EPIIS foi administrada em camundongos
que estavam infectados com S. mansoni e duas semanas ap0s 0 tratamento 0s animais
foram eutanasiados. Os pontos representam dados de camundongos individuais
infectados e tratados com EPIIS, ou infectados e ndo tratados (controle). As barras
horizontais representam valores médios. * P <0,05, *P<0,01 e *** P <0,001 em

comparagao com o0 grupo nao tratados.
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Como a dose Unica de 400 mg/kg ndo mostrou diferenca na carga de vermes em
comparacdo com a dose de 100 mg/kg, mostraremos o0s resultados para a producao de
ovos, peso do figado e baco e a investigacdo de microscopia eletrénica de varredura

somente para a menor dose investigada (100 mg/kg).

5.3.3 EPIIS diminui o desenvolvimento dos ovos, bem como os pesos do figado e do
baco.

Os efeitos da EPIIS nos estagios de desenvolvimento dos ovos (padrdo de
oograma) aos 60 dias apos a infeccdo sdo mostrados na Tabela 6. A administracdo de uma
dose Unica de 100 mg/kg causou uma reducdo no nimero de ovos imaturos para 45,84%.
O oograma também mostrou um aumento significativo na porcentagem de ovos mortos
em camundongos tratados (19,16%) em comparacdo com o grupo controle (2,25%).

Nas amostras de fezes coletadas de camundongos, o0 método de Kato-Katz revelou
que a EPIIS reduziu significativamente o nUmero de ovos em comparagao com 0 grupo
controle ndo tratado, com uma redugéo de 58% (P <0,001) na dose de 100 mg/kg (Figura
15). Além disso, o tratamento oral com EPIIS diminuiu significativamente a

esplenomegalia e hepatomegalia, com P <0,01 e P <0,05, respectivamente (Figura 16).
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FIGURA 15: Efeito na carga total de ovos com uma dose Unica de 100 mg/kg de
EPIIS administrado a camundongos estavam infectados com S. mansoni. Os pontos
representam dados de camundongos individuais infectados e tratados com EPIIS, ou
infectados e ndo tratados (controle). As barras horizontais representam valores médios.

*** P <0,001 em comparac¢ao com o grupo ndo tratados.

2000} u
0 " m
@ ]
e 1500} !.
I ]
> .
8_ 1000k
" nl
2
O 500|- *%k%
o0
®q0
LY
(03] °
& Q
S ,5@6
P <&

Tabela 6. Efeito na oviposicdo, 15 dias apds o tratamento com EPIIS (60 dias apds a
infeccéo).

Amostra Dose (mg/kg) Porcentagem dos ovos em cada estagio de

desenvolvimento

Imaturos  Maduros Mortos
Controle PBS 78,14% 19,59% 2,25%
EPIIS 100 mg/kg 45 84%** 34,98% 19,16%**

Os valores sdo apresentados como médias £ SEM. NUmero de animais / grupo = 8. Os asteriscos indicam

que as diferencas em relagdo ao controle foram significativas com ** P < 0.01.
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FIGURA 16: Efeito do tratamento com EPIIS sobre o peso relativo do figado e do baco.
Os pontos representam dados de camundongos individuais infectados e tratados com
EPIIS, ou infectados e ndo tratados (controle). As barras horizontais representam valores

médios. ** P <0,01 e * P <0,05 em comparag¢ao com 0s grupos nao tratado.
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5.3.4 EPIIS causou mudancgas na morfologia do tegumento de S. mansoni

A morfologia da superficie do tegumento de S. mansoni ap6s o tratamento com
100 mg/kg de EPIIS foi analisada por MEV. No grupo controle (ndo tratado), a ventosa
oral e ventral, tubérculos e espinhas dos vermes machos e fémeas apresentaram
integridade normal (Figuras 17A-D). O tratamento com EPIIS causou mudangas no
tegumento de machos e fémeas (Figuras 17E-L), mas o dano tegumental foi
particularmente evidente em vermes do sexo masculino. Os vermes machos examinados
mostraram descamacdo extensa de tubérculos, falta de coluna vertebral e formacéo de

protuberéncias na regido dorsal (Figuras 171-L).



90

FIGURA 17: Microscopia eletronica de varredura de adultos de S. mansoni recuperados
48 h depois do tratamento com EPIIS (100 mg/kg). A-D: grupo controle - ndo tratado (A
e C séo vermes machos, B e D séo vermes fémeas); E-L: verme macho e fémea tratados
com 100 mg/kg de EPIIS. E, I, J e L sdo vermes machos; F, G, H e K sdo vermes fémeas.

As setas mostram danos no tegumento com reducdo do tamanho das espinhas e danos nas

ventosas orais e ventrais em vermes machos, seguido de ondulacao corporal em vermes
fémeas. Escala de barras de imagem: (A) 100X__ 10 kv; (B) 120X __ 10 kv; (C-D)
180X 10 kv; (E-F) 127X ___ 10 kv; (G-H) 250X__ 10 kv; (I- L) 350X___ 10 kv.

5.3.5 EPIIS tém previsao in silico de baixa toxicidade

A andlise in silico das propriedades toxicoldgicas de EPIIS mostrou que a dose
méaxima tolerada humana é de 0,451 log mg/kg/ dia. Os Unicos parametros que mostraram
a toxicidade prevista foram o inibidor 1l do gene humano-é-a-go-go humano (hERG) e a
hepatotoxicidade. Para hERG I e sensibilizacdo da pele, o estudo in silico para EPIIS ndo

mostrou toxicidade. (Tabela 7).
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Tabela 7. Analise in silico das propriedades toxicoldgicas de EPIIS usando a metodologia
pkCSM.

Nome do modelo Unidade Preferido EPIIS
Dose méx. tolerada (humanos)  log mg/kg/day <0.477 0.451
Inibidor de hERG | - Nao Nao
Inibidor de hERG I - Nao Sim
Hepatotoxicidade - Né&o Sim
Sensibilizacdo da pele - Né&o Né&o

5.3.6 Efeito da EPIIS na viabilidade celular

A citotoxicidade de EPIIS foi avaliada pela analise de indice de células em tempo
real (RTCA) com duas linhagens celulares normais: fibroblastos murinos (NIH-3T3) e
queratindcitos humanos (HaCaT). A RTCA mostrou que os indices de adeséo nas células
NIH-3T3 e HaCaT foram diminuidos por EPIIS a uma concentragdo de 32 pug/mL. No
entanto, ndo houve diminuicao significativa nos indices de adesao celular em comparacéo

com os grupos controle quando EPIIS foi utilizado em 512 pg/mL (Figura 18).
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FIGURA 18: indices de adesdo de NIH-3T3 e células de HaCaT. As concentracdes de
EPIIS foram de 32 ou 512 pug/mL. As taxas de celulas aderidas foram medidas a cada 30
min durante 137 h.
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5.3.7 EPIIS ndo mostrou sinais clinicos visiveis de toxicidade aguda em camundongos

No teste de toxicidade aguda em camundongos, ndo foram observados sinais
clinicamente visiveis de toxicidade (cianose, piloerecdo, contorcdo, ptose da palpebra,
tremores, convulsdes, ataxia ou diarréia) apos administracédo oral de 2000 mg/kg de EPIIS
e todos os camundongos sobreviveram ao periodo de examinagdo de 14 dias. Além disso,
n&o houve diferengas significativas entre os grupos tratados e controle para 0s parametros
de atividade motora, taxa respiratéria e reflexos corneos e auriculares. Assim, como a
DL50 da EPIIS foi superior a 2000 mg/kg, a molécula é classificada na categoria 5 de

toxicidade aguda de acordo com a classificagcdo do protocolo da OECD n° 423.
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5.3.8 EPIIS ndo causou alteracdes bioquimicas ou hematologicas em camundongos

Os valores obtidos a partir da avaliacao de parametros bioquimicos sdo mostrados
na Tabela 8. No grupo tratado com EPIIS, apenas o colesterol total e a lipoproteina de
alta densidade (HDL) mostraram um aumento estatisticamente significativo quando

comparado ao grupo controle.

Tabela 8. Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss fémeas
tratados com EPIIS por via oral.

Parametros Controle EPIIS
ALT (UI/L) 83,3+10,5 122 + 25,6
AST (UI/L) 111,0 + 13,60 96,2 + 11,60
Glicose (mg/dL) 164,0 + 2,14 150,0 + 7,07
Ureia (mg/dL) 83,3+ 7,25 89,2 + 6,49
Creatinina (mg/dL) 0,167 £ 0,04 0,317 £ 0,07
Colesterol total (mg/dL) 91,7+2,32 138,0 + 16,90
HDL (mg/dL) 27,3+2,95 55.2 + 471
LDL (mg/dL) 72,7+8,33 61,7 + 21,20
Fosfatase alcalina (UI/L) 85,0 + 15,50 103,0 + 8,17
Proteinas totais(g/dL) 5,23 £0,05 6,55 + 0,74
Albumina (g/dL) 1,96 £ 0,06 2,16 £ 0,14
Globulina (g/dL) 3,27 +£0,26 4,39 + 0,62

Valores representam as medias + SEM. NUmero de animais/grupo = 6. Os asteriscos indicam que diferencas
em relacdo ao controle foram significativas com ***P < (0.001 and *P < 0.05. ALT: alanina
aminotransferasee; AST: aspartato aminotransferase; HDL: lipopreteina de alta-densidade: LDL:
lipoproteina de baixa densidade.

A andlise dos parametros hematoldgicos é mais precisa na predicdo dos efeitos
toxicos das drogas em seres humanos quando os dados sdo extrapolados de estudos em
animais (CARIILO et al., 2014; LI et al., 2015). Os parametros hematoldgicos dos
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camundongos tratados com EPIIS ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa
em relacéo ao grupo controle (Tabela 9).

Tabela 9. Parametros hematologicos obtidos do soro de camundongos Swiss fémeas
tratados com EPIIS por via oral.

Parametros Controle EPIIS
Hemacias (x 10 /uL) 9,34 £ 0,028 9,84 £ 0,287
Hemoglobina (g/dL) 13,9+ 0,148 14,6 + 0,410
Volume globular (%) 43,0 £ 0,365 44,8 £1,490
VCM (fL) 458 +0,121 45,6 +0,711
CHCM (%) 32,3+0,347 32,5+0,634
Contagem total de leucocitos (/fuL) 10,0 + 0,479 10,8 + 0,856
Linfdcitos (/uL) 8,90 + 0,443 7,90 + 1,600
Eosinofilos (/uL) 0,124 + 0,039 0,024 + 0,024
Mondcitos (/uL) 0,100 + 0,005 0,101 + 0,054
Plaquetas (mil/uL) 1030,0 £+ 50,900 944,0 + 72,600

Valores representam as médias + SEM. NUmero de animais/grupo = 6. Os asteriscos indicam que diferencas
em relacdo ao controle foram significativas com *P < 0.05. VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentracdo da hemoglobin corpuscular media.

5.3.9 EPIIS ndo causou alteracGes histopatologicas

Um estudo detalhado das se¢Oes representativas do figado, baco, rim, pulméo,
cérebro, estdbmago, intestino delgado e intestino grosso de camundongos Swiss tratados
com doses orais de 2.000 mg/kg de EPIIS nédo revelou alterac6es morfologicas quando
comparadas as se¢des histologicas obtidas do grupo controle. Ndo foram encontradas
alteracGes patogénicas caracteristicas de toxicidade. Fotomicrografias de secdes

histologicas do figado, baco, rim, pulmao e cérebro sdo mostradas na Figura 20.
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FIGURA 19: Fotomicrografias de figado (Al, A2), bago (B1, B2), rim (C1, C2),
pulmao (D1, D2) e cérebro (E1, E2), obtidos de animais dos grupos controle ndo tratato
(primeira coluna) e tratados com 2000 mg/kg de EPIIS (segunda coluna). Coloracéo

Hematoxilixa & Eosina, aumento 400x. barra = 50 pm.
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5.4 Discussdo

Os resultados encontrados provam que a purificacdo de EPIIS foi bem-sucedida,
uma vez que os fragmentos encontrados na analise de espectrometria de massas estdo em
uma estrutura molecular de acordo com o que foi descrito por Veras (2014) e Rocha et al.
(2017).

O estudo experimental usando um modelo com camundongos para esquistossomose
mostra que a EPIIS afetou a sobrevivéncia de S. mansoni, a motilidade e a producgéo de
ovos, além de induzir alteracdes tegumentares nas ventosas orais e ventrais dos parasitas.
O tegumento de S. mansoni € bem reconhecido como um importante alvo de drogas e
modelo de estudo para esquistossomose (MORAES, 2012), além de ter um efeito direto
sobre a sobrevivéncia, alteracbes tegumentares podem resultar na exposicdo dos
antigenos parasitarios ao sistema imune do hospedeiro (DOENHOFF et al., 1987).
Segundo Xiao et al., 2000, o dano nas ventosas deve resultar em uma perda de capacidade
de aderir aos vasos sanguineos, dificultando a ingestdo de nutrientes do sangue. Outros
autores observaram alteracfes tegumentares semelhantes apds avaliar diferentes
compostos in vivo, por exemplo, EPI e Phytol (GUIMARAES et al., 2015; DE MORAES
et al., 2014). A EPIIS tem estimulacdo semelhante a pilocarpina no sistema nervoso
parassimpatico periférico (LUCIO et al., 2000). Assim como foi relatada anteriormente
que a pilocarpina ndo exerce efeito colinérgico no sistema neuromuscular de vermes
Schistosoma (DAY et al., 1996) pode ser que a EPIIS também néo exerca essa agdo sobre
o0 verme. Os mecanismos que levam a morte do parasita pela EPIIS podem estar
associados a titulos elevados de anticorpos séricos contra antigenos tegumentares.
Anticorpos séricos de camundongos podem estar ligados a membrana superficial de
vermes adultos expostos a EPIIS, como foi demonstrado para o acido araquidoénico (EL
RIDI et al., 2012).

Nossos resultados também mostraram uma diminuicdo significativa na carga de
ovos total (nUmero de ovos por gramas de fezes) e na porcentagem de ovos imaturos no
tecido intestinal de animais tratados com EPIIS, bem como aumento na porcentagem de
ovos maduros. Portanto, EPIIS pode afetar a fecundidade dos vermes, especialmente os
vermes femininos, diminuindo assim a capacidade de depositar ovos. A agéo direta
ovicida também pode ser levada em consideracédo, devido ao aumento do numero de ovos
mortos (DE MORAES et al., 2014; SILVA et al., 2017).
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Os resultados aqui apresentados revelaram que o tratamento com 100 mg/kg de
EPIIS causou uma reducédo na carga total de vermes. Na literatura, porém, percebemos
que a maioria dos compostos testados contra S. mansoni mostrou atividade em
concentragOes superiores a 100 mg/kg, por exemplo, dihidroartemisinina (LI et al., 2012),
artemeter (EL-BESHBISHI et al., 2013) e nerolidol (SILVA et al., 2017) enquanto que
(-) - 6,6"- dinitrohinokinina reduziu a carga total de vermes a uma concentracdo de 100
mg/kg (PEREIRA et al., 2015), mas em menor extensdo que a EPIIS neste estudo. Além
disso, o tratamento apresentou maior reducdo nos vermes femininos, o que é importante,
pois as fémeas sdo responsaveis pela oviposi¢do e produzem cerca de 300 ovos por dia,
todos eles viaveis, metabolicamente ativos e altamente antigénicos (HAMS et al., 2013).
A maior atividade da EPIIS em fémeas de S. mansoni coincide com os resultados de
estudos anteriores in vivo que investigam produtos naturais esquistossomicidas ou
compostos derivados de produtos naturais, como a dihidroartemisinina (LI et al., 2012;
MOSTAFA et al., 2011; LESCANO et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2014). Portanto,
especulamos que a EPIIS pode atuar em diferentes alvos em machos e fémeas, mas o

mecanismo de ac¢do ainda precisa ser esclarecido.

Alem da avaliagéo terapéutica de EPIIS contra S. mansoni, também foi realizado
testes de citotoxicidade in vitro. Esses ensaios sdo essenciais nos estagios iniciais do
desenvolvimento de medicamentos, pois fornecem uma estimativa da dose inicial e do
intervalo de concentracBes a serem utilizados nos estadios ndo clinicos in vivo
(ARCANJO et al., 2016; OECD, 2010). Nossos resultados estdo de acordo com o0s
achados relatados para outros alcaloides imidazdis que ndo demonstraram forte atividade
toxica em células de mamiferos (toxicidade aguda e citotoxicidade) (KOWALSKA.-
PYLKA et al., 2001). Curiosamente, entre todas as concentracdes de EPIIS testadas em
células de fibroblastos, 32 pg/mL foi a Unica concentracdo que induziu redugdo na
viabilidade celular. Sabe-se que moléculas pouco soltveis em agua tendem a formar
agregados e/ou precipitados dependendo de diferentes fatores, como propriedades
fisicoquimicas, concentracao, pH, sal e forca idénica (FRENKEL et al., 2005; SAVIANI
et al, 2012). Este fenbmeno pode ser exemplificado com ftalocianinas
(fotossensibilizadores hidrofobos utilizados para aplicacbes médicas) onde o aumento de
sua concentragdo em meio aquoso leva a formacdo agregada que prejudica sua eficacia
(TSUBONE et al., 2014). Sugerimos que o EPIIS, que também é uma molécula

hidrofdbica, possui um comportamento dependente da dose semelhante nos ensaios in
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vitro, uma vez que uma citotoxicidade significativa foi observada com um tratamento
com EPIIS de 32 pg/mL, enquanto nao se mostrou citotoxicidade com a dose de 512
pug/mL (dose 16x maior). A analise detalhada do comportamento de EPIIS em solucéo

deve ser considerada em outros estudos.

Alguns azois, como o cetoconazol, exibem alta toxicidade para os rins e o figado,
ligando-se a enzimas P450 de mamiferos, incluindo P4503A4 e varias hidroxilases de
esterdides (BILLAUD et al., 2009). Assim, devido a toxicidade conhecida de alguns
alcaloides, realizamos um estudo de predicdo de toxicidade e um estudo de toxicidade
aguda de camundongos tratados com EPIIS.

A andlise in silico revelou que a EPIIS possui a dose maxima tolerada humana com
valor dentro da especificacdo preferida. A previsdo do pkCSM da inibicdo hERG
considera os valores de IC50 de cerca de 360 compostos (para analises de HERG 1) e
parametros moleculares de mais de 800 compostos (para analise de HERG 1I)
(ARCANJOcetal., 2016; MARCHESE et al., 2011; WANG et a., 2012). Em nosso estudo,
apenas 0 modelo hERG Il mostrou resultados positivos, mas ndo o modelo hERG I. Esses
dados apontam um possivel efeito cardiotoxico de EPIIS, mas como foram aplicados
conjuntos de dados diferentes no mesmo modelo, os resultados de predi¢cdo podem
certamente mostrar alguma variabilidade, como mostrado para o Peptideo BPP-
BrachyNH2 (ARCANJO et al., 2016). Sao necessarios mais estudos para conhecer a agdo
parasimpatomimética desta molécula no coracdo de vertebrados e musculos lisos
vasculares. Além disso, embora o estudo in silico tenha predito hepatotoxicidade para
EPIIS, ndo foi observada alteracdo nos parametros bioquimicos séricos in vivo, como
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), bem como na analise

histopatoldgica do figado.

Com relacdo a toxicidade aguda, EPIIS foi considerada segura, com DL50 acima
de 2000 mg/kg. Qualquer droga ou composto com uma DL50 oral superior a 1000 mg/kg
é considerado seguro e de baixa toxicidade (ADENEYE et al., 2009; KIFAYATULLAH
et al., 2015). Alem disso, todos os parametros hematoldgicos para 0s camundongos nos
grupos tratados com EPIIS ndo mostraram diferenca significativa quando comparado ao
grupo controle, indicando que o alcaloide testado pode néo ter efeitos nocivos sobre a
funcdo da medula dssea ou induzir anemia. Ndo observamos alteracfes marcantes nos
parametros bioquimicos séricos de animais tratados quando comparados aos dos animais

controle. No entanto, s&o necessarios mais estudos para entender o efeito de EPIIS sobre
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0 aumento dos niveis de colesterol e HDL, embora este aumento na lipoproteina possa
ser benéfico nos casos de colesterolemia. Além disso, 0 aumento do colesterol total pode

ter ocorrido somente devido ao efeito EPIIS na fragdo HDL.

Corroborando com os resultados bioquimicos obtidos para este estudo, ndo houve
alteracBGes histopatoldgicas significativas ou diferencas morfolégicas nos 6rgaos
analisados (figado, bago, rins, cérebro, pulmdes, coragdo, estbmago, intestino delgado e

intestino grosso) para camundongos no grupo controle e agqueles tratados com EPIIS.

Em concluséo, os resultados do presente estudo demonstraram que a a¢do principal
de EPIIS é carga parasitaria de vermes fémeas. Além disso, 0s tratamentos causaram
reducdo significativa da carga de ovos e alteracGes morfoldgicas nos parasitas, parametros
parasitoldgicos essenciais para a descoberta de drogas para esquistossomose. O alcaloide
ndo mostrou citotoxicidade in vitro na concentracdo de 512 pg/mL, nem toxicidade in
vivo apos administracdo de dose Unica no modelo avaliado. Assim, a auséncia de
toxicidade observada para este alcaloide demonstra um perfil de seguranca aceitavel para
estudos em modelos animais com o objetivo de investigar os potenciais farmacolégicos,
biotecnoldgicos e terapéuticos para esta molécula em relagdo a sua atividade contra a

esqu istossomose.
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6 ConsideracOes Finais e Perspectivas

A partir de todos os resultados obtidos foi possivel concluir que:

O alcaloide epiisopiloturina quando administrado por via oral em camundongos
BALB/c apresentou atividade in vivo contra S. mansoni na concentragdo de 40
mg/kg

O alcaloide epiisopilosina quando administrado por via oral em camundongos
Balb/C apresentou atividade in vivo contra S. mansoni na concentracdo de 100

mg/kg.

Suspeita-se que a epiisopiloturina pode ter agido como um farmaco anti-
inflamatorio na reducao dos granulomas no figado e na hepatoesplenomegalia dos

camundongos.

As alteraces morfoldgicas observadas no tegumento de S. mansoni pode ser um
mecanismo pelo qual a epiisopiloturina e a epiisopilosina levam & morte do S.

mansoni.

O acoplamento da epiisopiloturina com a enzima tioredoxina-glutationa redutase
(TGR), mostrou que este alcaloide néo se liga a enzima e provavelmente este ndo

¢ o alvo.

Os resultados de pKa mostraram que a epiisopiloturina em pH mais elevados
aparentemente estd presente na sua forma molecular, com pouca dissociacdo

ibnica, isso favorece sua absorcao no intestino.

O alcaloide epiisopilosina ndo apresenta efeitos citotoxicos para as células 4T1,
B16F10, HaCaT e NIH-3T3.
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A avaliacdo toxicoldgica aguda in vivo da epiisopiloturina apos administracdo por
via oral, mostrou uma DLso de 8000 mg/kg e foi observado que os camundongos

tém uma alta resisténcia aos efeitos toxicos deste alcaloide.

A avaliacdo toxicoldgica aguda in vivo da epiisopilosina apds administracdo por
via oral, mostrou uma DLso superior a 2000 mg/kg e ndo apresentou sinais de
toxicidade em camundongos Swiss, indicando um perfil de seguranga para

realizacdo de testes in vivo.

A partir dos resultados apresentados nesta Tese de Doutorado com os alcaloides

epiisopiloturina e epiisopilosina apresentamos as seguintes perspectivas:

Realizacdo de estudos farmacocinéticos para explorar o destino dos farmacos no

corpo.

Realizacéo de estudo toxicoldgico sub-crénico (28 dias) in vivo, com avalia¢ao de
sinais comportamentais, bioquimicos, hematologicos e histopatologicos em ratos

ou camundongos tratados diariamente com epiisopiloturina e epiisopilosina.

Realizacdo de estudos para avaliar o mecanismo de ac¢do da epiisopiloturina e

epiisopilosina contra o parasita S. mansoni.

Avaliar a eficacia destes dois farmacos contra diferentes estagios do ciclo de vida,

bem como outras espécies de Schistosoma.

Avaliar a atividade anti-inflamatoria da epiisopilosina e verificar se esta agdo pode
ter relagio com a diminuicdo da hepatoesplenomegalia durante a

esqu istossomose.
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7 Outras atividades desenvolvidas

Durante o periodo de realizagdo do curso de Doutorado em Biotecnologia —
RENORBIO, outras atividades académico-cientificas foram realizadas, como a
publicagdo de 01 (um) artigo cientifico e submissdo de mais 2 (dois) artigos cientificos
em periodicos internacionais indexados relacionado com o referido Projeto de Tese (vide
apéndice). Além disso, o envolvimento em outras atividades de pesquisas no grupo e em
parcerias originaram outras 3 (trés) publicacdes e uma submissdo em periddicos

internacionais (vide apéndice), além de outras produgdes listadas a seguir:

7.1 Artigos publicados em periddicos relacionados ao referido projeto

1. GUIMARAES, M.A.; DE OLIVEIRA, R.N.; VERAS, LM.C.; LIMA, D.F;
CAMPELO, Y.D.M.; CAMPOS, S.A. et al. Anthelmintic Activity In Vivo of
Epiisopiloturine against Juvenile and Adult Worms of Schistosoma mansoni.
PLoS Negleted Tropical Disease; 2015; 9(3): e0003656.

7.2 Artigos publicados em parcerias

1. QUELEMES, PATRICK V.; PERFEITO, MARCIA L.G.; GUIMARAES,
MARIA A.; DOS SANTOS, RAIMUNDA C.; LIMA, DAVID F;
NASCIMENTO, CARLOS; SILVA, MARCOS P.N.; SOARES, MARIA JOSE
DOS S.; ROPKE, CRISTINA D.; EATON, PETER; DE MORAES, JOSUE;
LEITE, JOSE ROBERTO S.A. Effect of neem (Azadirachta indica A. Juss) leaf
extract on resistant Staphylococcus aureus biofilm formation and Schistosoma
mansoni worms. Journal of Ethnopharmacology, v.175, p.287 - 294, 2015.

2. DIAS, SAVIA FRANCISCA LOPES; NOGUEIRA, SILVANIA SIQUEIRA;
DOURADO, FLAVIANE DE FRANCA;GUII\/IARAES, MARIA
ADELAIDE; PITOMBEIRA, NADIA ALINE DE OLIVEIRA; GOBBO,
GRACIELY GOMIDES; PRIMO, FERNANDO LUCAS; PAULA, REGINA
CELIA MONTEIRO DE; FEITOSA, JUDITH PESSOA ANDRADE;
TEDESCO, ANTONIO CLAUDIO; NUNES, LiVIO CESAR. CUNHA; LEITE,
JOSE ROBERTO SOUZA ALMEIDA; DA SILVA, DURCILENE ALVES.
Acetylated Cashew Gum-based Nanoparticles for Transdermal Delivery of
Diclofenac Diethyl Amine. Carbohydrate Polymers, v. 143, p. 254-261, 2016.
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APENDICE A — Artigo publicado no periddico internacional Plos Neglected Tropical

Diseases.
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Abstract

Schistosomiasis is a serious disease cumrently estimated to affect more that 207 million peo-
ple worldwide. Due to the intensive use of praziguantel, there is increasing concern about
the development of drug-resistant strains. Therefore, it is necessary to search for and inves-
tigate new potential schistosomicidal compounds. This work reports the in vivo effect of the
alkaloid epiisopiloturine (EPI) against adults and juvenile womrms of Schistosoma mansoni.
EPI was first purified its thermal behavior and theoretical solubility parameters charaterised.
In the experiment, mice were treated with EPIl over the 21 days post-infection with the
doses of 40 and 200 mg/kg, and 45 days post-infection with single doses of 40, 100 and

300 mg/kg. The treatment with EPI at 40 mg/kg was more effective in adult worms when
compared with doses of 100 and 300 mg/kg. The treatment with 40 mg/kg in adult worms re-
duced parasite burden significantly, lead to reduction in hepatosplenomegaly, reduced the
egg burden in faeces, and decreased granuloma diameter. Scanning electron microscopy
revealed momphological changes to the parasite tequment after treatment, including the loss
of important features. Additionally, the in vivo treatment against juvenile with 40 mg/kg
showed a reduction of the total worm burden of 50.2%. Histopathological studies were
performed on liver, spleen, lung, kidney and brain and EP| was shown to have a DL50 of
8000 mg/kg. Therefore EP| shows potential to be used in schistosomiasis treatment. Thisis
the first time that schistosomicidal in vivo activity of EPI has been reported.

PLOS Neglected Tropical Diseases | DOL10.1371 journal prtd. 0003656  March 27, 2015

1/18
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APENDICE B — Comprovante de submissdo do artigo intitulado “The alkaloid
epiisopilosine has activity against Schistosoma mansoni in mice without cytotoxicity or

acute toxicity”.
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APENDICE C — Comprovante de submissio do artigo intitulado “Self-nanoemulsifying
drug delivery systems improve oral absorption and antischistosomal activity of

epiisopiloturine” realizado em colaboragdo com a Universidade de Brasilia-UNB.
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APENDICE D — Comprovante de submissdo do artigo intitulado “Antinociceptive and
anti-inflammatory activities of imidazole alkaloids from the leaves of Pilocarpus

microphyllus: role of cyclooxygenase” realizado em colabora¢do com a Universidade
Federal do Ceara.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Ethnopharmacological relevance: There are ethnopharmacological reports supporting the use of neem
Received 4 March 2015 (Azadirachta indica A, Juss) leaf against bacterial and worm infections, However there is a lack of studies

Received in revised form

5 August 2015

Accepted 19 September 2015
Available online 25 September 2015

Keywards:
Azadirachta indica
Neem leaf extract
Biofilm

Schistosoma mansoni

about its effect on bacterial biofilm formation and Schistose ma manseni worms. This study reports the in
vitro effects of neem leaf ethanolic extract (Neem EE) on Methicillin-resistant Staphyococcus aureus
(MRSA) biofilm and planktonic aggregation formation, and against 5. mansoni worms,
Materials and methods: Quantification of the Azadirachtin (AZA), thought to be one of their main com-
pounds related to biological effects, was performed. The effect of sub-inhibitory concentrations of Neem
EE on biofilm formation and planktonic aggregates of 5 aureus was tested using the crystal violet dye
method and atomic force microscopy (AFM) analysis, respectively. Changes in 5. mansoni motor activity
and death of worms were analyzed in vitro after exposition to the extract. Treated schistosomes were also
examined using confocal laser scanning microscopy.
Results: It was observed the presence of AZA in the extract (0.14 + 0,02 mg/L). Testing Neem EE sub-
inhibitory concentrations, a significant biofilm adherence inhibition from 62.5 pg/mL for a sensitive 5.
aureus and 125 pg/ml for two MRSA strains was observed. AFM images revealed that as the Neem EE
concentration increases (from 250 to 1000 pg/mL) decreased ability of a chosen MRSA strain to form
large aggregates. In relation of anti-schistosoma assay, the extract caused 100% mortality of female worms
at a concentration of 50 pg/mL at 72 h of incubation, while 300 pg/mL at 24 h of incubation was required
to achieve 100% mortality of male worms. The extract also caused significant motor activity reduction in
S mansoni. For instance, at 96 h of incubation with 100 pg/mL, 80% of the worms presented significant
motor activity reduction. By the confocal microscopy analysis, the dorsal surface of the tegument of
worms exposed to 300 pg/mL (male) and 100 pg/mL (female) of the extract showed severe morpholo-
gical changes after 24 h of treatment.
Conclusions: Neem leaf ethanolic extract presented inhibitory effect on MRSA biofilm and planktonic
aggregation formation, and anthelmintic activity against 5 mansoni worms

@ 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: AFM, atomic force microscopy; ATCC, American Type Culture Collection; AZA, azadirachting CFU, colony forming unit; CLSI, Clinical and Laboratory Standards
Institute ; DMSO0, dimethyl sulfoxide; FAA, formalin-acetic acid-alcohol solution; FT-MS, Fourier transforn mass spedrometry; HPLC-FT-MS, liquid chromatography coupled
o ultra-high-resolution mass spectrometry; MIC, minimum inhibitory concentration; Neem EE, neem leaf ethanolic extract; NMR, nuclear magnetic resonance; P20,
praziquantel; SPE, solid-phase extraction; TSE, tryptic soy broth
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history; Nanoprecipitation and dialysis methods were employed to obtain nanoparticles (NPs) of acetylated
Received 5 October 2015 cashew gum (ACG). NPs synthesized by dialysis showed greater average size compared to those syn-
Received in revised form 30 January 2016 thesized by nanoprecipitation, but they presented improved stability and vield. NPs were loaded with

Accepted 1 February 2016
Available online 3 February 2016

Chemical compounds studied in this article:
Acetone (CID: 180)

diclofenac diethylamine and the efficiency of the drug incorporation was over 60% for both methods, for
an ACG:NP a weight ratio of 10:1. The cytotoxicity assay demonstrated that the NPs had no significant
effect on the cell viability, verifying their biocompatibility. The release profile for the diclofenac diethy-
lamine associated with the ACG-NPs showed a more controlled release compared to the free drug and

Acetonitrile (CID; 6342) a Fickian diffusion mechanism was observed. Transdermal permeation reached 90% penetration of the
Acetic anhydride (CID: 7918) drug.
Diclofenac diethylamine (CID:115087) © 2016 Published by Elsevier Ltd.

Dimethyl sulfoxide (CID:679)
Ethanol (CID:702)

Formamide (CID; 713)
Phosphoric acid (CID:1004)
Pyridine (CID: 1049)

Sodium hydroxide (CID: 14708)
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Nanoparticles
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 25 September 2016 Schistosomiasis is a world health problem, and praziquantel is the only drug currently used for the

Received in revised form 9 December 2016 treatment. There is some evidence that extensive monotherapy of praziquantel may be leading to drug

Accepted 14 December 2016 resistance in the parasite. In order to find alternative treatments, the effects of the combination of
epiisopiloturine (EPI), piplartine (PPT) and praziquantel ( PZQ) were evaluated. Similanty analysis of these

Keywords: compounds was performed using optimized molecular structures to compare the shape and the charge

Alkaloid modeling of combinations between PZ0 and EPI or PPT. Supported by this data, in vitno association of

le'-'~! ‘{*"'H““i'-'“ PZ-PPT, PZQ-EPL, and EPI-PPT was carnied out, and the activity of these combinations against

Piplartine Schistosoma mansoni was assessed. The results showed synergistic activity with a combination index (CI)

Epiisopiloturine

Praziquantel of 0,42 for the treatment with PZQ-FPT, Both PZQ-EPI and EPI-PPT combinations also showed synergistic

Drughikeness effects, with CI values of 0.86 and 061, respectively. Surface alterations in the tegument of adult
Pilocarpus microphyius schistosomes after the treatments were observed using laser confocal microscopy and scanning electron
Schistosoma mansoni microscopy. Additionally, the association of EPI-PPT decreased the cytotoxicity when compared with
both isolated compounds in three different lines of mammalian cells. Thus, synergistic combinations of
PZ0-PPT, PZQ-EPI, and EPI-PPT create the possibility of reduced doses to be used against Schistosoma

MansonL.
© 2016 Elsevier Masson SAS. All ights reserved.




