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RESUMO

A existéncia apenas do praziquantel e do niclosamida para o tratamento da esquistossomose ¢
controle dos hospedeiros intermediarios do Schistosoma mansoni incentiva a busca por novos
agentes esquistossomicidas e moluscicidas. O presente estudo avaliou os efeitos do sal de
potéassio derivado do acido usnico (SP-AU) sobre os estadgios evolutivas da Biomphalaria
glabrata (blastula (E1), gastrula (E2), trocofora (E3), véliger (E4) e hippo stage (ES)) e S.
mansoni linhagem BH, (cercarias (S1), esquistossomulos (S2), vermes jovens (S3) e vermes
adultos (S4)), também foi avaliada a toxicidade aguda do SP-AU em modelo murino. O acido
usnico foi extraido e purificado do liquen Cladonia substellata e modificado em SP-AU. A
molécula do SP-AU foi confirmada por RMN de 'H e '3C, IV e anélise elementar. Em relagdo
a embriotoxicidade as concentragdes 3 e 5 pg/mL do SP-AU provocaram 26 e 49% de
inviabilidade no estagio E1, enquanto 2 e 3 pg/mL obtiveram percentuais semelhantes em E2.
Os embrides em E3, E4 ¢ E5 também foram afetados, em 2,5 pg/mL foram necessarios para
causar 27, 26 e 46% de malformacdes ou morte, respectivamente. Os 100% de letalidade dos
embrides E1 a E5 foram observados nas concentragdes 6,0, 4,0, 4,5, 4,5 e 4,0 pg/mL,
respectivamente. Enquanto, para S1 ap6és 2 h de exposi¢cdo em 2,41 pg/mL do SP-AU 90%
estavam mortas. A exposi¢do dos vermes S2, S3 e S4 ao SP-AU foi observado uma
motilidade reduzida, inviabilidade celular, diversificados danos tegumentares e letalidade
apds 24 h de exposicdo em 12,5, 200 e 100 pM respectivamente. Os S4 expostos as
concentragdes subletais 50, 25 e 12,5 uM, nos intervalos de 24 a 120 h ndo evidénciaram
presenca de ovos e as mortes foram dose tempo resposta. Em relagdo a toxicidade aguda o SP-
AU em 500 mg/kg ndo ocasionou alteragdes homeostaticas. Enquanto, o consumo de
alimentos e 4gua diminuiu com os tratamentos de 1000 e 2000 mg/kg, seguidos de leucdcitos
e transaminases hepaticas aumentados e diminuicao do colesterol e triglicérides para ambos
tratamentos. Alteragdes histoldgicas do figado e rim incluindo mortes foram detectadas
apenas em 2000 mg/kg. Alteragdes morfologicas e mortes dos embrides da B. glabrata e
vermes de S. mansoni reforca que o SP-AU ¢é um promissor agente moluscicida e
esquistossomicida, atuando assim no controle da esquistossomose mansonica, além disto,
sendo considerado levemente toxico em modelo murino quando administrado por via oral de

acordo com os parametros internacionais.

Palavras-Chave: liquen; acido tusnico; droga soluvel; atividade embriotoxica; Biomphlaria

glabrata; atividade esquistossomicida; Schistosoma mansoni.



ABSTRACT

The existence of only praziquantel and niclosamide for the treatment and control of
schistosomiasis and the intermediate host of Schistosoma mansoni encourages the search for
new schistosomicidal and molluscicidal agents. In the present study the acute in vivo toxicity
and the in vitro effect of potassium salt derived from unic acid (PS-UA) on evolutionary
stages of S. mansoni BH strain (cercariae (S1), schistosomules (S2), young worms (S3) and
adult (S4)) and and embryos of Biomphalaria glabrata (blastula (E1), gastrula (E2),
trocophora (E3), veliger (E4) and hippo stage (ES)) were evaluated. To obtain the PS-UA, the
usnic acid was extracted and purified from lichen Cladonia substellata and modified in PS-
UA. The molecule was confirmed by 'H and *C NMR, IV and elemental analysis. Toxicity
results showed that PS-UA did not show deaths below 2000 mg/kg and was considered safe
or slightly toxic when administered orally. Food and water consumption decreased with 1000
and 2000 mg/kg treatments, followed by increased leukocytes and decreased cholesterol and
triglycerides, there was an increase in liver transaminases for both treatments. Histological
changes in liver and kidney were detected only at 2000 mg/kg. In relation to embryotoxicity,
concentrations 3 and 5 ug/mL of PS-UA caused 26 and 49% of unviable in stage E1, while 2
and 3 pg/mL obtained similar percentages in E2. Embryos at E3, E4 and E5 were also
affected, only 2.5 pg/mL were required to cause 27, 26 and 46% of malformations or death,
respectively. 100% lethality were observed at the concentrations 6.0, 4.0, 4.5, 4.5 and 4.0
ug/mL, respectively. While, in vitro assays the exposure of PS-UA showed reduced motility
and caused the death of the parasite, whose effects were time and concentration dependent. S1
presented LCop of 2.41 pg/mL after 2h exposure in aqueous medium. S2, S3 and S4 did not
present lethality corresponding to the evolutionary phase of S. mansoni with LCioo (24 h) in
respective 12.5, 200 and 100 uM. S4 in all ranges from 24 to 120 h sublethal concentrations
(50, 25 and 12.5 pM) there was no oviposition of female worms of S. mansoni. The PS-UA
caused severe, extensive and diverse tegumentary damage in the evolutionary phases of S.
mansoni as toxic and teratogenic effect in the embryonic stages of B. glabrata, reinforcing
that the PS-UA is a promising drug candidate for an effective molluscicidal agent, thus acting

in the control of schistosomiasis mansoni.

Keywords: lichen; usnic acid; soluble drug; embryotoxic activity; Biomphlaria glabrata;

schistosomicidal activity; Schistosoma mansoni.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose ¢ uma infec¢do cronica, potencialmente fatal com manifestagdes
que acometem o sistema hepatoesplénico e trato gastrointestinal envolvendo multiplos
mecanismos diretamente relacionados aos antigenos de suas diferentes fases evolutivas em
especial as reacoes inflamatorias granulomatosas frentes aos antigenos dos ovos (McMANUS
et al., 2018; SCHWARTZ; FALLON, 2018). A infeccdo é endémica em 78 paises e
territorios, em regides tropicais e subtropicais, onde mais de 220 milhdes de pessoas sdo
portadoras, 800 milhdes vivem sob risco iminente de infeccdo e aproximadamente 200 mil
morrem todos os anos (STEINMANN et al., 2006; UTZINGER et al., 2011; WHO, 2020).

No Brasil a esquistossomose encontra-se presente em todas as regides brasileiras com
estimativa de 1,5 milhdes de infectados pelo S. mansoni, tnica espécie encontrada no
continente Americano (KATZ, 2008; MARTINS-MELO et al., 2014). Pernambuco ¢ o
terceiro estado com maior incidéncia, € o primeiro em Obitos, cuja proporcionalidade ¢ trés
vezes maior que a média nacional (MARTINS-MELO et al., 2014; PERNAMBUCO, 2014).
A transmissdo ocorre em ambientes aquaticos contaminados com cercarias, fase evolutiva
infectante para o hospedeiro definitivo, que sdo liberadas por caramujos do género
Biomphalaria spp. hospedeiros intermediarios. No Brasil as principais espécies naturalmente
infectadas pelos S. mansoni sdo: B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea (SCHOLTE et al.,
2012). Essas espécies vivem preferencialmente nas margens das colecdes de aguas doce rasas,
de pouca correnteza ou aguas paradas tais como: lagoas, lagos, pogos, remansos de rios,
riachos e canais de irrigacdo (KAWANO, et al., 2008; BRASIL, 2014). Os moluscos quando
alcancam a maturidade sexual repovoam rapidamente os criadouros, por serem hermafroditas,
reproduzem cerva de 10 milhdes de descendentes em menos de 3 meses (BRASIL, 2014).

Atualmente, o Praziquantel (PZQ) ¢ a unica droga recomendada pela Organizacao
Mundial da Satide (OMS) para reduzir a prevaléncia e incidéncia da esquistossomose em todo
o mundo, desde que, ndo existe vacina segura e eficaz contra o Schistosoma spp. (CIOLI et
al., 2014; DINIZ et al., 2014). PZQ, desenvolvido na década de 70, apesar de seguro e eficaz,
contra vermes adultos, ndo atua sobre as reacoes inflamatorias granulomatosas, nao ¢ eficaz
contra os estagios evolutivos do S. mansoni (esquistossomulos de pele, esquistossomulos
pulmonar e vermes jovens), além de ndo previne a reinfeccdo (SABAH et al., 1986; DINIZ et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). Ademais, ¢ preocupante a disponibilidade de apenas uma
droga para tratar uma doenga em expansdo e estudos relatam o desenvolvimento de cepas de

Schistosoma spp. com baixa sensibilidade e/ou resisténcia ao PZQ (ISMAIL et al., 1999;



17

MELMAN et al, 2009). Com relagio ao controle populacional dos hospedeiros
intermedidrios, o Programa de Controle da Esquistossomose orienta a aplicacdo do
moluscicida niclosamida em areas endémicas. Entretanto, a o uso de niclosamida tem gerado
preocupacao em relagdo a varios fatores dentre eles, altamente toxico para o ecossistema
aquatico e custo elevado do produto aos paises endémicos (KING; BERTSCH, 2015). Esse
cenario tem motivado nosso grupo a contribuir com a pesquisa e o desenvolvimento de novos
farmacos, naturais ou derivados, com potencial esquistossomicida e moluscicida.

Na literatura diversos estudos exploram o potencial esquistossomicida ¢ moluscicida
de origem natural, semi-natural e sintéticos (AIRES et al., 2014; ALBUQUERQUE et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2014; NEVES; ANDRADE; CRAVO, 2015;
SILVA et al., 2018; 2019). Os produtos naturais sdo importantes fontes para a pesquisa
farmacoldgica e o desenvolvimento de medicamentos, ndo somente quando seus constituintes
sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-primas para a
derivados semi-naturais ou sintese (BRASIL, 2006). Neste sentido os liquens, sdo seres
simbidticos muito encontrados em regides tropicais e subtropicais (AHTI, 2000), apresentam
em sua estrutura fungos (micobionte, heterotrofico) e algas verdes ou cianobacteria
(fotobionte, autotréfico), que produzem metabolitos secundarios naturais, sendo quantificados
em mais de 1.000 compostos, onde uma média de 80% dessas moléculas sdo exclusivos dessa
simbiose (YOUSUF et al., 2014). O acido Usnico ¢ um metabolito secundario de liquen
presentes nos géneros Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina, Parmelia e Evernia e
desempenha importante papel biologico, conferindo aos liquens protecdo contra
microrganismo invasores, raios UV e ressecamento do talo (COCCHIETTO et al., 2002;
INGOLFSDOTTIR et al., 2002). Esta molécula tem sido alvo recente de estudos por
apresentar promissoras atividades bioldgicas tds como: cicatrizante, antiviral, anti-flamatoria,
antioxidante, antimicrobiana e antiparasitarias (WHITE et al., 2014).

Entretanto, o &cido tUsnico tem a desvantagem por apresentar baixa solubilidade
aquosa e alta toxicidade em modelos in vitro e in vivo devido as suas caracteristicas
hidrofobicas relacionadas as suas propriedades fisico-quimicas (COCCHIETTO et al., 2002;
INGOLFSDOTTIR et al., 2002; WHITE et al., 2014; SIGMA-ALDRICH, 2018). No entanto,
através de uma reagao acido-base (base hidroxido de potassio) com o acido tisnico obtém o sal
de potassio do dacido usnico e poucos estudos de suas propriedades biologicas e
farmacoldgicas, tem sido repotada(s), excetos a atividade moluscicida frente ao B. glabrata
adultos oriundos de Nazaré da Mata-PE (MARTINS et al., 2014) e inibi¢cdes das metéstases

hepaticas e do cancer colorretal em modelo murino (YANG et al., 2018). Apesar de todos os
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avancos biotecnoldgicos (biologia molecular, gendmica, quimica médica e analitica,
modelagem matematica e computacional) para descobrir os mecanismos de acdo de
canditados a farmacos por exemplo, aos agentes esquistossomicidas para o tratamento da
esquistossomose sobre todos os estagios evolutivos do Schistosoma spp. precisam também
apresentar limites toleraveis de toxicidade (CAMPELO et al., 2018; MAFUD et al., 2018).
Diante do exposto, objetivamos explorar o potencial esquistossomicida do sal de
potassio do acido usnico sobre diferentes fases evolutivas do S. mansoni e do seu
hospedeiross intermediario (embrides de B. glabrata), avaliando também a toxicidade aguda

em modelo murino do sal de potassio do acido usnico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Susceptibilidade das fases evolutivas do Schistosoma mansoni e do seu hospedeiro
intermediério frente ao sal de potdssio do acido usnico e sua toxicidade aguda em modelo

murino.

1.1.2 Objetivos especificos

e Coleta do liquen Cladonia substellata, purificagdo do acido Usnico e obten¢do do sal

de potassio do acido usnico (SP-AU) e sua caracterizagao;

Avaliar a atividade embriotdxica do SP-AU sobre os estagios embrionarios (blastula,

gastrula, trocofora, véliger e hippo stage) da B. glabrata;

Avaliagdo In Vitro das fases evolutivas (cercarias, esquistossomulos, vermes jovens €

adultos) do S. mansoni frente ao SP-AU;

Avaliar a citotoxicidade do SP-AU sobre células mononucleares de sangue periférico

(PBMCs);

Avaliar a toxicidade aguda em modelo murino do SP-AU.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

Mundialmente, a esquistossomose encontra-se presente em 78 paises e territorios das
regides tropicais e subtropicais abrangendo a América do Sul e Caribe, Asia, Africa ¢ Leste
do Mediterraneo, sendo também recentemente reportada em paises europeus (Figura 1). A
doenga atinge cerca de 220 milhdes de pessoas nessas regides, com estimativa de que 800
milhdes vivam sob risco iminente de infec¢do e 200 mil morrem anualmente (STEINMANN

et al., 2006; UTZINGER et al., 2011, WHO, 2020).

Figura 1 - Distribuicdo da Esquistossomose no Mundo

Fonte: Adaptado de Lu et al. (2018).

Os agentes etiologicos pertencem ao género Schistosoma spp. sdo quantificados em 7
espécies Schistosoma guineensis, S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni,
S. mekongi e S. malayensis, encontrados dispersos em diferentes continentes e em alguns
paises apresentam de 2 a 3 agentes etioldgicos diferentes em um mesmo territorio (Figura 2)
(ELBAZ; ESMAT, 2013; COLLEY et al., 2014).

Cerca de 72% dos individuos com esquistossomose vivem em paises africanos (WHO,

2016, 2019). A prevaléncia de esquistossomose ainda é alta na Africa Subsaariana, na qual é
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formada por 48 paises. Em 2008, 17,5 milhdes de pessoas foram tratadas globalmente para
esquistossomose, sendo deste total 11,7 milhdes presentes apenas na Africa Subsaariana.

Atualmente, aproximadamente 120 milhdes de individuos na Africa subsaariana
apresentam-se infectados com a esquistossomose, dentre eles a Etidpia revelou altissima
prevaléncia da doenca, com cerca 75% de positividade na populagdo do pais, sendo também
apresentadas formas graves da doenca como hepatomegalia, esplenomegalia e fibrose
periportal nos Etiopes (ADENOWO et al., 2015). Também foram relatados importantes dados
epidemiologicos alarmantes, com um total de mais de 60 milhdes de pessoas infectadas na
Nigéria, 18 milhdes na Republica Democratica do Congo, 13 milhdes em Mogambique, 11
milhdes no Quénia, enquanto Republica Unida da Tanzania apresenta mais de 10 milhdes de

parasitados para Schistosoma spp. (ADENOWO et al., 2015).

Figura 2 - Distribuicdo das espécies de Schistosoma spp. no Mundo

Fonte: Colley et al. (2014).

Em 2000, a colaboragao entre o Ministério da Saude do Egito e a Agéncia dos Estados
Unidos para o Desenvolvimento Internacional (USAID), no “Projeto de Pesquisa da
Esquistossomose”, alcangou seus objetivos propostos através de uma amostra aleatoria de

moradores de comunidades rurais de nove provincias de vérias partes do Egito (Alto e Baixo
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Egito). A pesquisa revelou que a prevaléncia da infeccdo por S. haematobium no Alto Egito
variou de 4,8% a 13,7% com a prevaléncia de pico de infecgdo estratificada por idade na faixa
etaria de 10 a 14 anos. Enquanto, no Baixo Egito na cidade de Ismailia, uma cidade do Canal
de Suez, a maior taxa de infecgao foi de 1,8% para o S. haematobium. Enquanto, a infecgao
ocasionada pelo S. mansoni foi considera rara no Alto Egito, com excecdo apenas na cidade
de Fayoum com uma prevaléncia de 4,3%, enquanto no Baixo Egito a prevaléncia variou de
17,5% a 42,9%, com maior pico de prevaléncia da infec¢ao na faixa etaria de 15 aos 19 anos
(EL-KHOBY et al., 2000).

No entanto, na area de Abis (proximo de Alexandria), que ¢ supostamente uma regiao
de baixa prevaléncia e intensidade de S. mansoni, 15,2% das criangas de 11 anos de idade
foram infectadas com S. mansoni com carga parasitaria de 480 ovos/g fezes (ALLAM et al.,
2009). Da mesma forma, em um estudo da comunidade de artesdos em 2014 no Lago
Manzala, no norte do delta do Nilo, a prevaléncia de infeccdo por S. mansoni foi tao alta
quanto 26,6% com uma intensidade de 42,7 = 7 ovos/g de fezes (TAMAN et al., 2014).

Em relacdo a presenga da esquistossomose na Europa, recentemente foram
identificados surtos da esquistossomose urogenital nos paises da Franca, Alemanha e Italia,
acreditando-se que a infecgo tenha se iniciado na regido Sul da Europa, na cidade de Cérsega
- Franga, em um rio ao norte de Porto-Vecchio, um destino turistico popular. Provavelmente,
a chegada da esquistossomose nestes paises esteja relacionada com a migracdo de pessoas
infectadas de regides endémicas da Africa, para a Europa ou associada com o turismo, apds os
turistas europeus retornarem de areas endémicas na Africa apos terem sidos contaminados ao
entrarem em contato com aguas com cercarias de S. haematobium ja que o parasita ¢ uma
espécie encontrada apenas nos paises do continente africano (BOISSIER et al., 2015).

O Brasil ¢ o pais da América Latina que apresenta os maiores indices de pessoas
infectadas por esquistossomose. Acredita-se que a doenga adentrou no pais no periodo do
Brasil colonia, através dos escravos que se encontravam parasitados oriundos da costa
ocidental do continente africano, que foram trazidos pelo sistema escravocrata para
trabalharem nas lavouras da monocultura da cana-de-agucar (NOYA et al., 2015).

Esses escravos desembarcaram e se instalaram inicialmente na Regido do Nordeste do
Brasil, precisamente nos Portos maritimos dos Estados da Bahia e Pernambuco. Alguns fatos
histéricos e socioecondmicos, juntamente com os fatores de ordem bioecologicas (para que se
completasse o ciclo evolutivo do parasita), foram responsaveis pela expressdao da endemia em
ambos os estados (NOYA et al., 2015). Tradicionalmente, o cultivo da cana-de-agucar pelas

capitanias de Pernambuco e da Bahia foi desenvolvido nos vales imidos (irrigados por muitos
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rios) e colinas suaves, originariamente ocupada por vegetacdo tipica de floresta (Mata
Atlantica) que se estendia perpendicularmente ao litoral (ANDRADE, 2001).

No século XVII, surgem movimento migratdrio orientado para o interior de diferentes
estados, destinado a implementar a criacdo de gado, com a finalidade de abastecer o mercado
aberto com a colonizagdo do litoral nordestino, decorrente da exploragdo de cana-de-agucar. E
possivel que o translado de mao-de-obra escrava, fixada inicialmente na orla litoranea, para o
interior, tenha iniciado o deslocamento da area endémica de esquistossomose para regides
onde, até hoje, sdo elevados os indices de infeccdo autdoctone, como alguns municipios dos
estados da Paraiba, Bahia, Sergipe, Alagoas e Pernambuco (BRASIL, 2014). No século
XVIII, criaram-se condi¢des para que a esquistossomose viesse a expandir atingindo areas no
interior de diversos outros Estados (Figura 3), por exemplo, Minas Gerais, atraidos pela
descoberta de jazidas auriferas e de outros minerais preciosos cuja exploragdo, no correr do

século, constituiram a principal atividade economica do pais (BRASIL, 2014).

Figura 3 - Representacdo da expansdo da esquistossomose mansonica no Brasil.

Fonte: Brasil, (2014).

Atualmente, no Brasil, estima-se que pelo menos 1,5 milhdes de brasileiros
encontram-se infectadas pelo S. mansoni (Figura 4) (NOYA et al. 2015; KATZ, 2018) sendo
que 400 a 500 mortes sao relatadas anualmente (MARTINS-MELO et al., 2014) e outras 25

milhdes de pessoas vivem em 4reas endémicas com risco de contrair a doenca distribuidas em
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todas as regides brasileiras (NOYA et al, 2015; PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION, 2020). No Brasil ¢ observado diferentes faixas de prevaléncia nos 14
estados, mais intensamente distribuida numa faixa de terras continuas e contiguas ao longo de
quase toda a costa litoranea brasileira, incluindo principalmente as zonas quentes e imidas
seguindo o trajeto de importantes bacias hidrograficas desses estados, entre os estados
brasileiros destacam-se; Maranhdo, Paraiba, Rio Grande do Norte, Para, Piaui, Rio de Janeiro,
Sao Paulo e Parana, sendo as areas mais endémicas/prevalentes encontradas nas regides
Nordeste e Sudeste representados pelos Estados: Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe, Norte
de Minas Gerais e Espirito Santo (BRASIL, 2014; SCHOLTE et al., 2014; KATZ et al.,
2018).

Figura 4. Distribui¢do da esquistossomose mansonica de acordo com faixa de prevaléncia,

por municipio. Brasil.

Fonte: Katz, (2018).

Ainda no Brasil, de acordo com os dados oficiais do manual de vigilancia da
esquistossomose mansoni do Ministério da Satde, entre 2008 a 2012 ocorreram 1.722
internagdes por 100 mil habitantes e 2.503 Obitos por esquistossomose na mesma

temporalidade (BRASIL, 2014), esta situacao classifica a doenga como sendo a 100* causa de
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morte no Brasil, e que as mortes por esquistossomose estimadas no Brasil representaram 3,6%

do total mundial (GLOBAL HEALTH DATA EXCHANGE, 2018).

O Brasil esta apresentando melhoria consideravel na gravidade da doenga e uma
diminui¢do gradativa nos numeros de pessoas infectadas, internagdes hospitalares e obitos
relacionados as hemorragias digestivas nos casos hepatoesplénicos da esquistossomose, em
comparagdo a décadas anteriores, com o uso rotineiro do tratamento especifico com
quimioprofilaxia menos téxica em massa, quando necessario, atuacdo dos programas de
educacdo em saude continuada nas escolas e unidades de saude e aplicagdes de moluscicida
nos recursos hidricos (apenas nos locais de alta prevaléncia), onde se encontra(m) o(s)
hospedeiro(s) intermediario(s) da doenga (SILVA; LEAL; DOMINGUES, 2013; MARTINS-
MELO 2015; 2016; WHO, 2017; FACCHINI et al., 2018).

Embora este cenario mostre-se positivo, algo ainda precisa ser revisto pelas
autoridades publicas que executam ou sdo responsaveis pela fiscalizacdo dos programas de
controle da esquistossomose (PCE), para que estes mesmos niimeros venham continuar a
decrescer. Foi divulgado pelo Ministério da Satide entre os anos de 2008 a 2012 os numeros
de pessoas infectadas e tratada para a esquistossomose € o cenario observado foi bastante
preocupante, sendo observados que aproximadamente 50 mil brasileiros com diagnostico
positivo para esquistossomose ndo fizeram uso da medicacao nos respectivos anos (BRASIL,
2014). Este reflexo foge do foco da obrigatoriedade que os PCE devem fazer com a busca
ativa aos doentes, apresentando assim um déficit muito perigoso, principalmente para o pais
que ¢ signatario da Resolu¢do WHAG65-21, da Organizagao Mundial da Satide que propde a
eliminagdo da transmissdo da esquistossomose (WHO, 2012), além de que esta situagdo
(auséncia da busca ativa) estd permitindo que ocorra uma expansdao da esquistossomose
mansonica através do fluxo das pessoas parasitadas (BARBOSA et al., 2015).

Ainda sobre a expansao da doenca para areas antes nunca descritas, como por exemplo
para comunidades litordneas, devido as constantes migracdes da populagdo rural para as
periferias dos centros urbanos e turisticos, propiciando devastagdo ambiental e uso e ocupacao
desordenada do solo por imigrantes que buscam principalmente oportunidades financeiras,
estes antecedentes tem contribuido para a expansao da doenca, tendo sido ja reportado por
Gomes et al. (2014) e Barbosa et al. (2015) através de estudos epidemiologicos de campo.

Nessas localidades litoraneas, a transmissdo ¢ sazonal, ocorrendo em periodos
chuvosos, quando as lagoas em 4reas peridomiciliares que formam os focos de infec¢ao

estouram e os caramujos infectados sdo transportados passivamente pela chuva para as ruas e
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quintais, expondo residentes e turistas a uma infec¢do inicial. Este tipo de transmissdo foi
registrado em um surto de esquistossomose aguda, que ocorreu na praia de Porto de Galinhas,
litoral Sul de Pernambuco, em 2000, com 662 casos positivos para S. mansoni (BARBOSA et
al., 2001). Em 2010, uma nova pesquisa realizada naquela localidade diagnosticou 425 novos
casos de esquistossomose. A falta de saneamento e polui¢do do meio ambiente permitiram
que a doenga se tornasse endémica nessa area (BARBOSA et al., 2011; GOMES et al.,
2014). Em 2014, o mesmo processo foi percebido e relatado pela primeira vez na comunidade
litoranea de Serrambi, Pernambuco, onde um inquérito parasitolégico com 1.414 individuos
(54,9% da populagdo) diagnosticou 63 pessoas (4,5%) parasitadas com o S.
mansoni (BARBOSA et al., 2015).

Além disso, sobre as ocorréncias de morbidade da esquistossomose, o estado de
Pernambuco apresentou outras formas clinicas graves como; hipertensao arterial pulmonar e
mielorradiculopatia esquistossomotica (ARAUJO et al.,, 2006; SILVA; DOMINGUES,
2011; FERREIRA et al., 2009; 2014). Através de um estudo descritivo, Almeida et al. (2013),
descreveram 178 casos de hemorragia digestiva alta em um Hospital de emergéncia na Capital
do Recife, ao longo de um periodo de 12 meses. Em 86% dos casos, o sangramento ocorreu
devido a ruptura de varizes esofagicas, e 50% dos casos apresentavam a forma
hepatoesplénica. Observou-se que a morte dentro de trés meses ocorreu em 27% dos casos,
devido a recorréncia de hemorragia e através da impossibilidade de obten¢do de atendimento
no sistema publico de satide para o tratamento e erradicagdo das varizes esofagicas.

Outro estudo detalhado realizado em Pernambuco sobre a evolucdo temporal de
mortes, internacdes hospitalares e formas clinicas graves entre os anos 1999 a 2014, no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE), constatou que
entre 1999 a 2013 foram quantificados 2.578 dbitos por esquistossomose e entre 2008 e 2014
foram registradas 473 internagdes por esta doenga. Entre 1999-2014 foram identificados 1.943
casos de esquistossomose. Entre estes casos, 72,6% (n. 1411) dos individuos apresentavam a
forma clinica hepatoesplénica, 60,8% (n. 858) apresentavam faixa etaria entre 30-59 anos,
sendo 58% correspondente ao sexo feminino. Entre os casos 4,6% (n. 58) tinham ascite,
43,2% (n. 556) apresentaram hemorragia digestiva alta e 39,1% (n. 489) apresentavam
circulacao colateral. Os padroes de fibrose avancada no figado e muito avancada ocorreram
em 65,5% (n. 793) dos casos. Entre 1999 a 2014 a curva de evolugdo das formas clinicas
graves da esquistossomose manteve-se estavel, mostrando uma tendéncia a diminuir a partir

de 2012 (BARBOSA et al., 2016).
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Por fim, estudo realizado por Martins-Melo et al. (2014), sobre as tendéncias de
mortalidade por esquistossomose nas Regides do Brasil durante o periodo de 2000 a 2011,
afirmaram o que foi visto por Barbosa et al. (2016), pois demonstraram que o estado de
Pernambuco apresentou a maior propor¢do de mortes no pais, 35,2% (3085/8756 mortes),
corroborando também com os dados estatisticos de Pernambuco (2014), que afirma que a
regido Nordeste apresenta uma média de mortalidade para esquistossomose 3 vezes maior que

a média nacional (Figura 5).

Figura 5. Taxas de mortalidade por esquistossomose mansonica no Brasil, e em suas Regides

entre 2000 a 2011.

Fonte: Adaptado de Martins-Melo et al. (2014).

2.2 MORFOLOGIA DAS FASES EVOLUTIVAS DO Schistosoma mansoni

O trematddeo S. mansoni possui fases evolutivas complexas, as quais se diferenciam
de acordo com o hospedeiro e o local do habitat, e sdo oito estagios bem distintos: ovo,
miracidio, esporocistos (primario e segundario), cercarias, esquistossomulos, vermes jovens e
adultos (COLLEY et al., 2014; McMANUS et al., 2018).

O ovo de S. mansoni mede 110 a 180 um de comprimento (média: 150 um) por 45 a
70 um de largura (média: 65 pm), com um formato oval (Figura 6A), tem o po6lo anterior mais
delgado e o posterior mais volumoso, com um espiculo saliente lateral e agudo em sua
extremidade voltado para tras (REY, 2011; NEVES, 2012). Dois o6rgdos do verme adulto

fémea sao responsaveis pela produgdo dos ovos: glandulas vitelinicas e ovario. O ovo, quando
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liberado, ainda se encontra no estagio imaturo, caracterizado pela casca proteica contendo
células vitelinicas (zigoto). Até atingir a sua maturagdo total, o ovo passa por 5 estadios em
um periodo de aproximadamente 7 dias, da sua postura até¢ chegar ao limen intestinal. Os
ovos maduros sdo caracterizados por apresentarem o estagio larval, o miracidio, no seu
interior. Nos tecidos, o ovo tem um tempo médio de vida de 20 dias e no meio ambiente de 2
a 5 dias (NEVES, 2012).

O miracidio representa a primeira fase larval de vida livre do parasita no meio
aquatico, mede 160 por 60 um apresentando um formato oval (REY, 2002; NEVES, 2012).
(Figura 6B). Sendo ainda caracterizado por apresentar placas epidérmicas ciliadas e
anucleadas envolvidas na locomog¢do (nadam ativamente). Em sua regido anterior esta
presente o terebratorium, o qual possui funcdes de sistema nervoso. Sendo responsavel pela
quimiotaxia, reconhecendo a presenca dos caramujos no meio aquatico. Nessa mesma regiao
estdo localizadas as aberturas das glandulas de penetragdo (centrais) e adesdo (laterais) que o
auxiliam na invasdo tecidual do hospedeiro intermediario (moluscos). Seu sistema excretor ¢
composto por dois pares de células denominadas em solendcitos, ou células flama, que se
ligam a tubos coletores e se exteriorizam nas paredes laterais do corpo. Na sua porc¢ao
posterior, os miracidios apresentam numerosas células germinativas que entrardo na sua fase
ativa e dardo origem a proxima fase evolutiva: os esporocistos (SILVA; NEVES; GOMES,
2008; NEVES, 2012).

Ao penetrar nos tecidos do Biomphalaria spp. os miracidios passam por diversas
modificacdes estruturais. Perdem seus anexos como as glandulas de adesdo e penetragdo, os
cilios, o sistema excretor e por fim o terebratorium, resultando em uma estrutura sacular
contendo as cé€lulas germinativas que iniciam a sua intensa atividade mitotica (Figura 6C).
Alguns dias depois, apresenta-se medindo cerca de 1,5mm de comprimento por 150um de
largura, sem formato definido e, a medida que as células se dividem, uma nova membrana
superficial ¢ formada envolvendo o tegumento, formando os esporicistos primarios. Essa nova
membrana contém microvilosidades e sdo formadas por ribossomos, mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, glicogénio e lipidios, os quais estdo envolvidos nas trocas de metabolitos
essenciais para a nutricdo dos esporocistos (SILVA; NEVES; GOMES, 2008; NEVES, 2012;
BRASIL, 2014).

Os esporocistos secundarios sao formados a partir da formagao de septos ou camadas
contendo as células germinativas que continuam se dividindo assexuadamente. Esses septos
sdo constituidos por novas membranas que envolvem os esporocistos primarios e 150 a 200

camadas, sendo considerados assim, os esporocistos secundarios. Em seguida, os esporocistos
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secundarios se deslocam para o hepatopancreas, os tubos digestivos, e para o ovotéstis dos
caramujos. Neste local, os esporocistos secundarios amadurecem ocorrendo alteracdes
morfologicas que irdo formar uma nova fase evolutiva do S. mansoni, as cercarias (Figura
6C). Vale ressaltar, que um miracidio dard origem a cercarias de um tUnico sexo (SILVA;
NEVES; GOMES, 2008; NEVES, 2012).

A cercaria representa a segunda fase larval de vida livre no meio aquatico. Ao serem
liberadas dos caramujos, necessitam ter alta resisténcia ao meio externo e alta locomogao para
encontrar e penetrar no hospedeiro definitivo (Figura 6D). As cercérias sao envolvidas por
uma membrana sincicial de regido citoplasmatica anucleada. O tegumento externo ¢ composto
por duas membranas trilaminadas, sendo uma plasmatica e outra basal coberta pelo glicocalix,
a qual, dentre outras fungdes, contribui para a permeabilidade da cercaria no momento da
infec¢ao (SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

As larvas cercarianas podem chegar a atingir 500 um de comprimento e sao divididas
em duas porcdes: a cefalica, que representa o corpo cercariano € seus anexos, ¢ a caudal,
formada por uma cauda bifurcada que auxilia na motilidade aquatica. O corpo cercariano
representa 200um do comprimento total e possui na extremidade anterior uma ventosa oral e
na regido posterior uma ventosa ventral ou acetabulo, e as glandulas de penetrag¢do e adesao.
Nessa mesma regido, estdo presentes células do sistema nervoso, do sistema digestivo, células
germinativas que irdo diferenciar os 6rgaos sexuais, células musculares e as papilas sensoriais
que irdo responder aos estimulos quimicos e térmicos, refletindo no comportamento
cercariano (DORSEY et al.,, 2002). A cauda das cercarias tem fun¢do primordial na
locomogdo em meio aquatico e que também participa do processo de invasdo da pele do
hospedeiro. No paréquima tecidual sdo observados miocitos, neuronios e células de suporte e
osmorregulatorias. As células pequenas de suporte sdo envolvidas por células musculares e
possuem um citoplasma denso, contendo escassas mitocondrias e reticulo endoplasmatico
ruguso. A principal fungdo dessas c€lulas pequenas estd em impedir a morte das células
musculares, mantendo a locomocao e posicao de estruturas anexas das cercarias (DORSEY et
al., 2002; SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

Ao penetrar na pele dos hospedeiros definitivos, as cercarias perdem rapidamente a
sua estrutura caudal. De fato, apenas o corpo cercariano tem sucesso na invasao, passando a
ser denominado nesta fase de esquistossomulo (Figura 6E). O seu tubo digestivo torna-se
ativo e o tegumento passa a ter um maior potencial de absor¢do e secre¢do associado ao
escape do sistema imunolégico do hospedeiro definitivo (SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

Da epiderme, o esquistossomulo precisa migrar para a derme e atingir a circulacdo sanguinea.
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Para tal efeito, os esquistossomulos sdo atraidos por sinalizadores quimicos como
aminoacidos (L-arginina), peptidios e células endoteliais. Apdés 4 a 5 dias, os
esquistossomulos chegam na pequena circulagdo e atingem o pulmao. Nessa etapa, os
esquistossomulos antes denominados de pele, passam a ser chamados de esquistossomulos
pulmonares. Os vermes coletados em cerca de 14 dias ja apresentam um maior comprimento
atingindo 400 pm e apresentam o ceco pigmentado, indicando a digestdo das hemoglobinas
(PINTO et al., 1990).

Do pulmao, os esquistossomulos ganham a grande circulagdo com destino ao figado.
Ao chegarem no figado os vermes jovens de 21 dias (Figura 6F) iniciam o processo de
organogénese. O verme macho apresenta dois lobos testiculares, uma curvatura dorsoventral e
o canal ginec6foro em formagdo. A fémea apresenta seu utero ainda primitivo e tegumento
com estrias largas. Nos machos, na por¢ao dorsal surgem protuberancias, conhecidas como
tubérculos com espinhos. Nas fémeas, surge um ovario ¢ inicia o desenvolvimento do odtipo.
Apbs 35 dias, os vermes ja s3o considerados adultos e as alteracdes descritas acima
permanecem inalteradas (SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

O verme macho adulto (Figura 6G) apresenta um tegumento de aspecto leitoso de
comprimento médio de 1 cm e na sua regido anterior estdo presentes as ventosas oral e ventral
(acetabulo). O sistema digestivo dos trematdédeos € incompleto, iniciando-se pela boca,
seguido por um ceco que se bifurcam um nivel de acetdbulo, percorrem as laterais do corpo e,
na porg¢ao final do corpo, unem-se em um unico ceco novamente. Portanto, devido a auséncia
de anus, a ventosa oral tem a funcdo de ingerir o alimento e excretar o material digerido
(SILVA; NEVES; GOMES, 2008). O sistema reprodutor dos machos ¢ constituido de 6 a 10
l6bulos testiculares localizados abaixo do acetabulo. De cada l6bulo sai um vaso eferente que
se une em um canal deferente tendo o destino final no canal seminal e poro genital do canal
ginecoforo; onde a fémea ¢ albergada e fecundada (NEVES, 2012).

As fémeas adultas (Figura 6G) possuem um comprimento de cerca de 1,5 cm,
apresentam ventosas oral e ventral mais discretos e um corpo filiforme. Tem uma coloragdo
mais escura que os machos devido a uma maior ingestdo de hemoglobina. Seu tegumento tem
um aspecto liso. O sistema reprodutor ¢ constituido por um tnico ovario formados por células
de tamanhos distintos, os ovocitos ou oocitos. Possuem um oviduto conectado a um esfincter
denominado de ovicaptor que regula a saida dos ovocitos. Oviduto se dirige ao odtipo,
formando uma passagem larga, resultando em um receptaculo seminal, sendo responsavel
pelo armazenamento dos espermatozoides (NEVES, 2012). Dois terg¢os posteriores do corpo

da fémea sdo ocupados pelas glandulas vitelinicas, que estdo envolvidas na formagdao do
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material precursor da casca do ovo. O canal uterino geralmente apresenta um unico ovo que
alcanga o exterior por meio do poro genital. O acasalamento entre os vermes machos e fémeas
¢ essencial para producdo do ovo e continuidade do ciclo biologico (SILVA; NEVES;
GOMES, 2008).

Figura 6. Estagios evolutivos do Schistosoma mansoni.

A- Ovo (Fonte: Araujo et al., 2020a) B- Miracidio (Fonte: www.coceducacao.com.br); C-
Espordcitos I e 11 (Fonte: www.geocities.ws); D- Cercaria (Fonte: Aratjo et al., 2018); E-
Esquitossomulos (Fonte: Araujo et al., 2020b); F- Vermes Jovens (Fonte: Aragjo et al.,

2020b) e G -Vermes Adultos, F: Fémea e M: Macho (Fonte: Araugjo et al., 2019a).

2.2.1 Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni

A transmissao da esquistossomose estd intimamente ligada as fontes locais de agua
doce, que servem como habitat importante para os caramujos, hospedeiros intermediarios. A
implementa¢do de esquemas de desenvolvimento industrial, agricola e hidrico nas Ultimas
décadas tém sido associadas ao aumento do risco de infec¢do nas areas endémicas da
esquistossomose (WEBER et al, 2019). Os agentes etiologicos da esquistossomose

apresentam um ciclo de vida complexo e heteroxénico, o que lhe caracteriza na Subclasse
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Digenea, em que obrigatoriamente o verme passa por dois ciclos de vida envolvendo um
molusco aquatico (da classe dos gastropodes), os hospedeiros intermediarios Biomphalaria
spp. no Brasil, Bullinus spp. na Africa, oriente do Mediterraneo, Asia, India e Turquia, e
Oncomelania spp. no Leste e Sudeste asiatico, com o hospedeiro vertebrado definitivo, o
homem (COLLEY et al., 2014; LEE et al., 2014; McMANUS et al., 2018).

Ovos do parasito sdo excretados junto com as fezes dos hospedeiros mamiferos
infectados no ambiente externo. Em contato com a agua, os miracidios eclodem, que nadam
livres e ativamente (larvas ciliadas primeira fase do parasita), por até 8 h, buscando penetrar
em espécies especificas de caramujos de 4dgua doce que servem como hospedeiro
intermediario do parasita. Ao penetrar no molusco, o miracidio perde progressivamente seus
anexos, restando apenas as células germinativas, em numero de 50 a 100, que dardo
continuidade ao ciclo no caramujo, e se encontram na parte anterior do corpo da larva,
denominando-se nessa fase de esporocistos primarios ou mde (COELHO, 1995). Os
esporocistos  primdrios entram em atividade mitotica intensa, multiplicando-se
assexuadamente ou por poliembrionia para dar origem aos esporocistos II e consequentemente
a formacao e liberagdo das cercarias, € o processo pode levar de 4 a 6 semanas. A infecgdo
ocorre quando as cercarias livres (segunda fase larval do parasita) sdo liberadas dos caramujos
no ambiente de dgua doce e, por sua vez, penetram na pele de um hospedeiro mamifero
(definitivo) (COLLEY et al., 2014; LEE et al., 2014; McMANUS et al., 2018). E importante
ressaltar que o S. mansoni também pode infectar, no ambiente natural ou silvestre, outras
espécies como primatas, ruminantes, roedores, marsupiais (Gambd), estes considerados
hospedeiros permissivos. Epidemiologicamente sd3o muito importantes, tornando-se
responsaveis pela manutencao do ciclo do parasita no ambiente (CARVALHO; ANDRADE;
CORTES, 1976; REY, 1993; GENTILE et al., 2012).

Apods a penetracdo, as cercarias transformam-se em esquistossomulos, que migram
para os pulmdes via vasos sanguineos ou linfaticos. Dentro dos pulmdes, os esquistossomulos
continuam a se desenvolver e sao chamados de esquistossomulos pulmonares. Posteriormente
migram para o sistema venoso portal, onde amadurecem sexualmente e se acasalam. Estes
pares de vermes saem do sistema porta (contra o fluxo sanguineo com auxilios das suas
ventosas e espinhos presentes no dorso do verme macho), até o seu destino final, que sdo as
veias mesentéricas superiores do intestino. Os ovos produzidos pelos vermes fémeas (em
torno de 300 unidades por dia), apds quatro a seis semanas da infec¢do, passam por 5 estadios
de maturagdo, e esse processo ocorre a medida que o ovo migra pela submucosa. Eles tém

sucesso na passagem para o lumen intestinal por meio da secrecdo de enzimas liberadas pelo
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miracidio e, pelo fato da casca do ovo ser porosa, essas enzimas sdo facilmente transferidas
para o meio externo, chegando no limen intestinal, onde sdo langados fora junto com as fezes
(COLLEY etal., 2014; LEE et al., 2014; McMANUS et al., 2018). Ainda assim, os ovos que
ndo sdo liberados junto as fezes (aproximadamente 50%) ficam alojados nos 6rgdos do
hospedeiro tais como figado, bago e intestinos induzindo a formagdo de granulomas, o que
contribui para a patologia da doenga ou mesmo podem ocasionar formas ectopicas da

esquistossomose (LIMA et al., 2017) (Figura 7).

Figura 7 - Ciclo biologico do Schistosoma mansoni.

Fonte: Adaptado de McManaus et al. (2018).

2.3 PATOGENIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A patogenia da esquistossomose ¢ resultante da resposta imune granulomatosa

mediada por células do hospedeiro definitivo ao antigeno SEA do S. mansoni, que progride
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para fibrose e, consequentemente, para hipertensdo portal grave (SCHWARTZ; FALLON,
2018). Os ovos dos parasitas permanecem vidveis no figado por cerca de 3 semanas.
Primeiramente, os ovos causam uma resposta moderada do tipo Thl aos antigenos do ovo. No
entanto, geralmente essa resposta evolui de moderada para uma resposta imune do tipo Th2
com o recrutamento de eosindfilos, formagao de granuloma e fibrogénese do figado (WYNN
et al., 2004; WILSON et al., 2007, SCHWARTZ; FALLON, 2018).

Embora a formagdo do granuloma seja de uma certa forma favordvel para o
hospedeiro, porque bloqueia os efeitos hepatotdoxicos do SEA liberado pelos ovos do parasita
retidos no 6rgdo, esse processo pode levar a fibrose com acimulo excessivo de proteinas do
colageno e da matriz extracelular no espaco periportal (MORALIS et al., 2008). A formagao de
granuloma ¢ uma reag¢do de hipersensibilidade tardia mediada por linfocitos T auxiliada por
citocinas, como interleucina-4 (IL-4) e IL-13, enquanto IL-10, IFN-y e um subconjunto de
células T reguladoras podem limitar a patogenia induzida. O equilibrio entre as citocinas do
tipo Thl e Th2 influencia a extensdo da patologia e o desenvolvimento da fibrose
(GRYSEELS; STRICKLAND, 2012; SCHWARTZ; FALLON, 2018). Os ovos sdo
detectaveis dentro dos granulomas com a subsequente formacgdo de fibrose periportal e
perilobular acentuada, que ¢ mais pronunciada nas espécies de parasitos S. mansoni e S.
japonicum (ELBAZ; ESMAT, 2013).

As manifestagdes clinicas da patogenia da esquistossomose passam por fases aguda e
cronica que espelham a resposta imune a infec¢do. Alguns pacientes também podem
desenvolver complicagdes tardias ou sofrer sequelas de co-infeccdo com outros parasitas,
bactérias ou mesmo com virus (BARSOUM et al., 2013), que pode acometer varios 6rgaos
durante suas fases, variando desde casos leves, até formas graves irreversiveis que podem
culminar com a morte dos pacientes. Os achados clinicos fazem com que a sintomatologia da
doenca diversifique nas seguintes fases: aguda e cronica (LAMBERTUCCI, 2010; SARVEL,
2011; GRYSEELS; STRICKLAND, 2012; McMANAUS et al., 2018).

Os sintomas e a morbidade da esquistossomose mansonica dependem do nimero de
ovos depositados pelo parasito. Desde que o ovo € colocado, até que atinja a luz intestinal,
decorre um periodo minimo de seis dias, tempo necessario para a maturagdo do ovo. Se,
decorridos cerca de 20 dias, os ovos ndo conseguirem atingir a luz intestinal, ocorrera a morte
dos miracidios. Os ovos podem ficar presos na mucosa intestinal ou serem embolizados para

o figado (NEVES, 2012; SCHWARTZ; FALLON, 2018).

2.3.1 Forma aguda ou inicial
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Essa forma pode, didaticamente, ser dividida em duas fases: a primeira fase (fase pré-
postural) vai desde a penetragcdo da cercaria até um periodo que antecede a sua postura. Esta
fase pode-se manifestar como dermatite cercariana, forma inaparente ou assintomatica e
forma sintomatica leve e a segunda (fase postural ou pos-postural) coincide com a postura dos

ovos (LAMBERTUCCI, 2010; FERRARI; MOREIRA, 2011).

2.3.2 Dermatite cercariana

O infectado pode relatar prurido e o aparecimento de uma erupcao papulo-eritrematosa
no local da penetragdo da cercéria. Esta manifestagdo dermatologica pode durar de 12 a 48
horas no individuo ndo sensibilizado (fendmeno de hipersensibilidade). As cercarias sao
detidas e destruidas na pele, o que provoca uma reacdo imunoinflamatoria aguda, causa do
prurido observado nessas situacdes (GRYSEELS; STRICKLAND, 2012; McMANAUS et al.,
2018).

2.3.3 Forma inaparente

Acomete geralmente criancas de d4reas endémicas, que sdo “‘imunes’’, pois a
exposicao a cercarias do Schistosoma spp. ocorrem precocemente em suas vidas. O quadro ¢
assintomatico ou geralmente passa despercebido, com uma clinica semelhante a outras
doencas infecciosas, evoluindo para a fase cronica silenciosamente (McMANAUS et al.,

2018).

2.3.4 Forma sintomatica leve

Aparece geralmente durante a migracao pulmonar e hepéatica dos esquistossdmulos
que, respectivamente, ocorrem entre o sexto e o vigésimo dias de contaminagdo. O infectado
apresenta febre, inapeténcia, tosse seca, dor abdominal, nauseas, hepatomegalia dolorosa e
leve esplenomegalia. Os exames parasitoldgicos de fezes sdo negativos e, nessa fase pode ser
observada uma elevada eosinofilia periférica. Os sinais e sintomas tém duracdo de uma a trés
semanas, havendo nitida progressdo para uma sensacdo de uma cura espontinea

(LAMBERTUCCI, 2010; GRYSEELS; STRICKLAND, 2012).

2.3.5 Fase postural ou pos-postural

2.3.5.1 Formas cronicas
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A fase cronica ou tardia inicia-se seis meses apos a infec¢do, podendo durar varios
anos, com capacidade de surgir sinais de comprometimento de diversos 6rgaos, com graus
extremos de severidade. As manifestagdes clinicas variam, a depender da localizagdo do
parasito, da intensidade da carga parasitaria e da capacidade de resposta do individuo ou do
tratamento estabelecido, podendo apresentar as formas intestinal, hepatointestinal,

hepatoesplénica (compensada e descompensada) (BRASIL, 2010; LAMBERTUCCI, 2010).

2.3.5.2 Forma intestinal

Coincide com a elimina¢do de ovos nas fezes. O paciente apresenta manifestacdes
digestivas (surtos de diarreia intercalados por periodos de constipagdo). O estado geral do
paciente ¢ bom, ndo apresentando febre nem hepatoesplenomegalia. (GRYSEELS;

STRICKLAND, 2012).

2.3.5.3 Forma hepatointestinal

O paciente apresenta 0 mesmo quadro clinico da forma intestinal. Ao exame fisico, o

paciente apresenta do figado palpavel a custa do lobo esquerdo (BRASIL, 2010).

2.3.5.4 Forma hepatica

A apresentacdo clinica dos pacientes pode ser assintomatica ou com sintomas da forma
hepatointestinal. Ao exame fisico, o figado ¢ palpavel e endurecido, a semelhanca do que
acontece na forma hepatoesplénica. Na ultrassonografia, verifica-se a presenca de fibrose

hepatica, moderada ou intensa (BRASIL, 2010).

2.3.5.5 Hepatoesplénica compensada

A caracteristica fundamental desta forma € a presenca de hipertensdo portal, levando a
esplenomegalia e ao aparecimento de varizes no esdfago. Os pacientes costumam apresentar
sinais e sintomas gerais inespecificos, como dores abdominais atipicas, alteracdes das fungdes
intestinais e sensacao de peso, devido o crescimento do bago que € maior que o crescimento
do figado. Ao exame fisico, o figado encontra-se aumentado, com predominio do lobo
esquerdo, enquanto o baco aumentado mostra-se endurecido e indolor a palpacdo (BRASIL,

2010; McMANAUS et al., 2018).

2.3.5.6 Hepatoesplénica descompensada
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Inclui a forma mais grave da esquistossomose mansonica, responsavel pelo obito do
paciente. Caracteriza-se por manifestacdes de insuficiéncia hepatica severa, com provas
funcionais denunciando reduzida capacidade fisiologica do figado. E também nessa fase que o
risco de surtos de hemorragias digestiva ¢ alto, a isquemia hepatica ajuda ainda mais a sua
descompensac¢do, podendo também estar relacionada a a¢do de varios outros fatores, como
hepatite viral e alcoolismo. A ascite aparece na fase avancada da doenca e/ou quando ha
associacao com hepatopatias virais (LAMBERTUCCI, 2010; BRASIL, 2010; REY, 2011;
McMANAUS et al., 2018).

2.4 TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE

No que diz respeito a prevencao da evolugdo da doenca para formas clinicas graves e
morte, vale a pena notar que a droga eficaz para o tratamento especifico da esquistossomose
atualmente encontra-se disponivel. Os estudos clinicos realizados tanto no passado quanto os
mais recentes tém enfatizado que os tratamentos tém por objetivo evitar a evolugdo para
formas hepatoesplénicas e causar a regressao de tais formas quando eles ja se estabeleceram
(SILVA; LEAL; DOMINGUES, 2013; BARBOSA et al., 2016).

Desde 1918, diversas drogas foram indicadas para o tratamento clinico das
esquistossomoses, 0s primeiros tratamentos para a esquistossomose foram realizados com
tartarato de potassio e antimonio, tartaro emético, seguido por dimercaptosuccinato de sédio e
antimonio e di-(pirocatecol-2,4-dissulfonato) de so6dio e antimoénio, conhecido como
estibofeno (NOVAES; SOUZA; ARAUIJO, 1999; KATZ; COELHO, 2008). Anos mais tarde,
outros sais de antimonio foram introduzidos em clinicas médicas, tais como
antimonilgluconato (Triostib®), antimonio-bis-pirocatransulfato de sodio (Stibofen®),
antimonio tiomelato de sdédio (Anthiomaline®) e gluconato de antimonio (Triostan®), sempre
administrados por via parenteral (KATZ; COELHO, 2008). Os sais de antimdnio, apesar de
atuarem efetivamente contra as trés principais espécies S. mansoni, S. haematobium e S.
Jjaponicum, ndo sdao mais utilizados no tratamento deste helminto, pois causam inimeros
efeitos colaterais, como deficiéncia ou baixo numero de plaquetas e outras displasias
sanguineas (NOVAES; SOUZA; ARAUJO, 1999). O cloridrato de 1-N-dietilamino-etil-
amino-4-metil-9-tioxantona, a lucantona e o seu principal metabdlito, o 1-Nb-
dietilaminoetilamino-  (Hidroximetil) -9-tioxantono, o hicantona, sdo eficazes,
especificamente contra S. mansoni e S. haematobium, e também o farmaco 1- (5-nitro-2-
tiazolil) imidazolidina-2-ona, oniridazol, ¢ eficaz contra S. haematobium e S. japonicum.

Esses medicamentos ndo sdo mais utilizados atualmente na terapia medicamentosa para a
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esquistossomose, pois apresentam reagdes adversas muito criticas tais como: danos hepaticos
e renais, convulsdes, psicoses, alucinagdes visuais e auditivas, estados confusionais e outros
efeitos indesejaveis no sistema nervoso central (NOVAES; SOUZA; ARAUJO, 1999).

Richards e Foster (1969) e Baxter e Richards (1971), trabalhando na Pfizer
Laboratories (Sandwich, Inglaterra), descreveram uma nova série de derivados de 2-amino-
metiltetraidroquinolina, que mostraram marcada atividade esquistossomicida (KATZ et al.,
2008) e o uso de oxamniquina (OXA), OXA-1,2,3,4-tetra-hidro-2 (isopropilamino) metil (-)
metanol 7-nitro-6-nitro-quinolina. A OXA ¢ ativada no Schistosoma por meio do mecanismo
da sulfotransferase, apos o que a OXA se liga ao DNA (ALBONICO et al., 2015). Esta droga
foi comercialmente referida como Mansil®, que ¢ uma combinagao das palavras “mansoni” e
“Brazil” onde os primeiros ensaios clinicos com esta droga foram realizados (KATZ;
COELHO, 2008). A principal limitacio de OXA ¢ que ndo ¢ ativa contra S. haematobium ou
S. japonicum, fato que desencorajou seu uso fora da América do Sul, o tnico local onde o S.
mansoni ¢ prevalente (KATZ, 2008). Alguns casos de resisténcia ao farmaco OXA tém sido
relatados, levando a estudos sobre sua causa, isolando cepas de S. mansoni, altamente
refratarias. Cruzamentos genéticos entre esquistossomos sensiveis e resistentes levaram a
conclusdo de que a resisténcia a OXA ocorre por meio de tragos recessivos controlados por
um simples sistema gene autossOmico. Assim, sugere a existéncia de um fator
esquistossomotico essencial para converter o pro-farmaco OXA no composto ativo. Varios
outros dados bioquimicos confirmam essa hipotese e preveem que uma sulfotransferase
parasitaria € o ativador da enzima e que a perda de sua funcdo ¢ a causa da resisténcia ao
OXA (EL RIDI; TALLIMA, 2013; CIOLI et al., 2014).

Esta hipdtese foi recentemente confirmada através de um mapeamento de ligacdo que
identificou o gene da Sulfotransferase de S. mansoni e permitiu cristalografia, analise
enzimdtica e analise de sua interagdo com o farmaco, representando uma elucidacdo de seu
mecanismo de a¢do (EL RIDI; TALLIMA, 2013; CIOLI et al., 2014). Segundo Katz e Coelho
(2008), a OXA mostrou um mecanismo de agdo relacionado ao efeito anticolinérgico, o que
aumenta a motilidade do parasita, bem como a inibi¢do da sintese de 4acidos nucleicos.
Quando administrado por via oral, ¢ mais eficaz contra vermes machos do que em vermes
fémeas (CIOLI et al., 2014).

Praziquantel (PZQ) foi descoberto em 1972, inicialmente desenvolvido para uso
veterinario contra cestodeos. O PZQ ¢ um derivado pirazina-isoquinolina, um composto quiral
com um centro de carbono quiral praticamente insoluvel em dgua, moderadamente soluvel em

etanol, mas muito solivel em cloroférmio e dimetilsulféxido (EL RIDI; TALLIMA, 2013;
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OTHMAN; SOLIMAN, 2015; MALHADO et al., 2016). Posteriormente a sua primeira
sintese, foi estudado o seu espectro de acdo contra vdarias infecgdes por trematodeos e
cestddeos, sendo o objetivo principal obter a dose efetiva para tratamento (40 mg/kg) de todas
as espécies conhecidas de esquistossomose e algumas espécies de cestoides (KUMAR;
GRYSEELS, 1994; DAYAN, 2003; OLDS, 2003; DINORA et al., 2005; CHENG et al, 2009;
JAUREGUIBERRY; CAUMES, 2010; OTHMAN; SOLIMAN, 2015).

Na época de sua introducdo, como alternativa a terapia medicamentosa com OXA, o
custo do PZQ era um grande obstaculo a sua distribuicdo em massa, mas em 1983 a empresa
coreana Shin Poong entrou no mercado com um novo processo € causou uma consideravel
reducdo de prego (OLDS, 2003; CIOLI et al.,, 2014; OTHMAN; SOLIMAN, 2015).
Atualmente, o custo médio do PZQ ¢é de cerca de US $ 0,20 por tratamento, enquanto
aproximadamente o mesmo montante ¢ gasto para a distribuicdo de medicamentos (CIOLI et
al., 2014). Atualmente, o PQZ esta disponivel comercialmente em sua forma racémica, ou
seja, misturas iguais de dois enantiomeros de uma molécula quiral (CIOLI et al., 2014;
MEISTER et al., 2016). A conformag¢do (R)-PZQ ¢ o que tem atividade anti-helmintica,
enquanto o enantidmero (S)-PZQ ¢ ineficaz (CAMPOS et al., 2013). Nos ultimos 20 anos, o
PZQ e o albendazol também té€m sido usados no tratamento de doengas comuns de helmintos
do sistema nervoso, neurocisticercose, em paises em desenvolvimento da América Latina,
Asia e Africa (DOLAR et al., 2012).

As drogas anti-helminticas atualmente comercializadas tém alta eficacia, boas margens
de seguranca e versatilidade de administracio (REDMAN et al., 1996; DOLAR et al., 2012;
CIOLI et al., 2014, OTHMAN; SOLIMAN, 2015). No entanto, apesar de seguro e eficaz
contra vermes adultos de todas as espécies de Schistosoma spp. com importancia na medicina
humana, PZQ ndo possui efeito profilatico, nas doses recomendadas ndo possui agdo contra
estagios imaturos (esquistossomulos de pele e pulmonar e vermes jovens) e ainda ha relatos
do surgimento de cepas de Schistosoma spp resistentes e/ou tolerantes ao PZQ (SABAH et al.,
1986; DINIZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; ARAUJO et al., 2020b). Assim, limitacao
do PZQ pode ser evidenciada através dos registros de falha terapéutica e de baixas taxas de
cura parasitaria, em decorréncia de pacientes tratados e que albergam simultaneamente
vermes em estagios imaturos e adultos. Esse cendrio € preocupante, uma vez que em areas
endémicas ¢ comum a infeccdo e/ou reinfeccao, e dias apOs o tratamento o paciente pode
apresentar morbidade recorrente, sendo pratica comum o retratamento contra vermes adultos
que amadureceram, colocando em risco a eficacia terapéutica do PZQ (UTZINGER et al.,

2003; OLIVEIRA et al., 2014).
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Apo6s administragdo oral, o PZQ sofre um grande metabolismo de primeira passagem
no figado, aproximadamente 15 minutos ap6s a administragao oral (DAY AN, 2003; DINORA
et al., 2005; MEISTER et al., 2016). Uma situagao delicada relacionada ao tratamento com o
PZQ ¢ a sua efetividade diminuida até o 28° dia, aumentando na sexta a sétima semanas apds
a infec¢do. Assim, justifica-se uma baixa atividade no tratamento de individuos com a
presenca das diferentes fases evolutivas do parasita (JAUREGUIBERRY; CAUMES, 2010;
CIOLI et al., 2014). A agdo anti-helmintica do PZQ ainda nao foi totalmente elucidada; no
entanto, estudos presumem que sua atividade ¢ devido a agdo no tecido tegumentar e
muscular, causando contragdes no parasita que sdo seguidas por sua morte (DAYAN, 2003;
EL RIDI; TALLIMA, 2013; CIOLI et al., 2014). Alguns autores referem-se a agao do PZQ na
inibicdo da bomba Na'/K' dos parasitas, envolvendo principalmente Ca?* (NOVAES;
SOUZA; ARAUJO, 1999; EL RIDI; TALLIMA, 2013). Como resultado, aumenta a
permeabilidade da membrana do helminto a cations monovalentes e bivalentes,
principalmente o calcio (influxo de céalcio em todos os parasitas), o que leva a intensificacao
da atividade muscular, seguida de contragdo e paralisia (espasmo). Como consequéncia, 0s
helmintos desprenden-se dos tecidos do hospedeiro (NOVAES; SOUZA; ARAUJO, 1999;
CIOLI et al., 2014).

As alteragdes estruturais induzidas por PZQ no tegumento dos vermes ocorrem na
seguinte sequéncia: despolarizacdo da rede microtrabecular, seguida de vacuolizagdo e,
posteriormente, erosdo superficial (REDMAN et al., 1996; MENDONCA et al., 2016;
ARAUJO et al., 2019a). Estes efeitos danificam a fungdo muscular e a estrutura do
tegumento, resultando na morte do parasita. O PZQ também inibe, em baixas concentragdes, a
produgdo de ovos pelas fémeas do parasita (ARAUJO et al., 2020a).

O tratamento padrdo da esquistossomose no Brasil ¢ feito com uma dose oral Unica de
50 mg/Kg de peso corporal que € eficaz contra S. mansoni (BRASIL et al., 2014). Os efeitos
colaterais do PZQ sdo de baixa intensidade e tempordrios, incluindo mulheres gravidas e
lactantes como dor abdominal, cefaleia e sonoléncia (OLDS, 2003). Para o tratamento da
esquistossomose em criangas (até 15 anos), a dose habitual ¢ 60 mg/Kg; no entanto, devido a
diferenga de peso (crianca/adulto), a dosagem correta geralmente nao ¢ atendida, pois ha
poucas variacdes de dosagem no mercado. Outro ponto negativo da forma de dosagem do
comprimido para administracdo a criancas, além da adaptag¢do da dose, ¢ o sabor amargo do
medicamento. No entanto, o desenvolvimento de formas farmacéuticas contendo o PZQ como
principio ativo torna-se um desafio devido a hidrofobicidade do farmaco (BRASIL, 2014;
MALHADO et al., 2016).
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Quando o sistema nervoso central (SNC) sofre danos, alguns especialistas
recomendam o PZQ com corticosteroides simultaneamente para o tratamento de sequelas
neuroinflamatérias causadas pela esquistossomose. Recomenda-se também quando o
tratamento antiparasitario induz alguma reagdo de hipersensibilidade, apresentando
caracteristicas que incluem cefaleia, hemiparesia, encefalopatia, convulsdes e sinais
cerebelares (JAUREGUIBERRY; CAUMES, 2010; BERKOWITZ et al., 2015).

Atualmente o praziquantel ¢ somente produzido no Brasil pelo Instituto de Tecnologia
e Farmacos (Farmanguinhos/Fundagdao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ) em comprimidos de 600
mg, nas instalagdes do Complexo Tecnologico de Medicamentos (CTM) e na fabrica do
campus de Manguinhos (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2014). A
distribuicdo do PZQ ¢ gratuita e repassada para as secretarias estaduais de satide (SES), pela
secretaria de vigilancia em saude (SVS), ficando disponivel na rede da atengdo bésica a satde
dos municipios ou nas unidades de referéncia para tratamento da esquistossomose (BRASIL,
2010).

Por fim, a quimioterapia com PZQ ¢ e continuard sendo a espinha dorsal dos
programas de controle destinados a prevenir a morbidade e diminuir tanto a prevaléncia
quanto a intensidade da esquistossomose (MING-GANG, 2005; GOUVRAS et al., 2013). A
abordagem com melhor relagdo custo-beneficio continuara beneficiando as populacdes em
areas endémicas, a medida que o tratamento se torna mais difundido e a pesquisa operacional
fornece respostas para uma melhor distribuicdo de medicamentos (WHO, 2016, 2019). No
entanto, sem outras medidas adicionais como estratégias de controle, apenas o tratamento sera
incapaz de quebrar o ciclo de transmissdao da esquistossomose, necessitando, assim, de
vigilancia continua e quimioterapia continuada, com poucas perspectivas de atingir um ponto

final (UTZINGER et al., 2013, 2015, BERGQUIST et al., 2017).

2.5 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE

As estratégias de controle da esquistossomose consistem de métodos e aplicagdes
corretos, exigindo um estudo prévio, buscando dados epidemiologicos e da ecologia da
doenga, respeitando as particularidades de cada localidade, a consolidagdao desses resultados
permitira o fortalecimento para a realiza¢do das estratégias de controle das doengas em etapas
posteriores (FRENCH et al., 2018).

Segundo Rey (1987), segue abaixo algumas metodologias e/ou estratégias

operacionais que buscam o controle da esquistossomose.
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e Reconhecimento geografico da area;

e Inquéritos malacoldgicos;

e Inquéritos epidemiologicos sobre a populagao humana (geralmente por amostragem);

e Em certas areas, inquéritos sobre outros hospedeiros vertebrados, além do homem.

e As taxas de prevaléncia da esquistossomose, por grupos etarios, ¢ eventualmente a
carga parasitaria média desses mesmos grupos;

e As condigOes sanitarias locais;

e Identificagdo dos pontos de contato da populacdo com as colecdes de aguas
superficiais;

e Presencga, distribuicdo e densidade dos moluscos hospedeiros de Schistosoma spp.
nessas aguas (identificagdo dos focos de transmissdo local), bem como suas variagdes
temporais;

e Os habitos da populacdo em relagdo ao uso da 4gua e outros costumes que propiciem a
transmissao da doenga;

e Evolu¢do das condicdes epidemiologicas e da utilizagdo humana desses focos ao longo
do ano;

e Identificacdao dos periodos de alta e de baixa transmissao da esquistossomose, na area,
associada as variagoes periddicas das populagdes de moluscos vetores;

e Presenga e significacdo de outros reservatorios vertebrados da endemia.

Os métodos e/ou estratégias acima mencionados variam segundo as circunstancias,
havendo, em geral, necessidade de combind-los em um programa integrado e adaptado as
condi¢gdes locais. Existem também outros recursos muito favoraveis e promissores que
favorecem a luta contra a esquistossomose, sdo eles; saneamento ambiental, educagdo
sanitaria, controle do(s) hospedeiro(s) intermediario(s) e tratamento em massa das populacdes
que apresentam percentuais altos ou muito significativos de infeccdo (GOMES et al., 2012,
2014).

No requisito saneamento ambiental, pode-se esperar que a transmissdo da
esquistossomose seja passivel de controle por meio de um saneamento adequado (GOMES et
al., 2014). E primordial que os servigos de infraestrutura ou saneamento basico contenham
local apropriado para suportar as fezes e urinas dos humanos, uma vez que os ovos das
pessoas parasitadas sdo eliminados nos mesmos. Assim, impedir que os ovos langados nos

excretas entrem em contato com os corpos de 4gua doce habitados pelos hospedeiros
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intermedidrios. Uma redugdo nas infeccdes dos moluscos, por sua vez, pode reduzir a
concentragdo de cercdrias e, consequentemente, um menor risco de infec¢do humana.
Outras atividades correlacionadas ao saneamento ambiental também se tornam
favoraveis no controle da esquistossomose. Rey, (1987) orienta para algumas delas, que sao:
e Abastecimento de 4gua para pequenas comunidades;
e Obras de drenagem e construgdo de um sistema de canaliza¢des para dguas pluviais;
e Duchas e lavanderias publicas que nao distem muito das casas, mas afastem os
moradores dos focos;
e Sistemas de irrigacdo com canalizacdes fechadas e mediante aspersdo (evitar
infestagdo por moluscos);
e Construcdo de pequenas pontes para travessia, sem risco, nos corregos e riachos
contaminados;
e Drenagem de depressdes naturais, brejos e pantanos e
e Construgdes de locais destinados a recreagdo (parques infantis junto as lavanderias;

campos de esporte e locais para natacdo, situados longe dos focos de transmissao).

A educacdo sanitdria ou mesmo educagdo em saude deve focar especialmente o
publico escolar, para que os mesmos tornen-se multiplicadores do conhecimento, enfatizando
0s riscos iminentes no contato com aguas com a presenca de cercarias. No entanto, um
pensamento cuidadoso deve considerar os fatores socioldgicos do local, sendo necessario o
estabelecimento de agdes mitigadoras ou basicas, como agua canalizada nas residéncias ou
locais alternativos, para que as pessoas que necessitem lavar, nadar, banhar-se etc. tenham um
novo recurso a disposi¢do. Este cendrio ¢ muito importante na concep¢do de qualquer
intervengdo de controle da esquistossomose, no entanto, sabe-se que essas questdes sdo muito
mais desafiadoras do que simplesmente realizar novas instalacdes de lavagem, banho ou
canalizagdo de dguas nas residéncias (ZHOU et al., 2013; MWANGA; LWAMBO, 2013;
MUSUVA et al., 2014). Por exemplo, Secor (2014) relata que durante os estudos de controle
da esquistossomose apoiados pela Fundacdo Rockefeller em Santa Lucia, os pesquisadores
descobriram que, apesar do fornecimento de agua para uso doméstico, as mulheres ainda
preferiam lavar suas roupas no rio, porque proporcionavam a oportunidade de interagdes
sociais. Apesar do fracasso dessa iniciativa, a d4gua fornecida nas residéncias individuais era
prontamente aceita para fins domésticos e para banho, tendo também os beneficios colaterais

da 4agua limpa para a prevengao de outras doencgas transmitidas por vinculacao hidrica.
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O controle dos hospedeiros intermediarios tem como objetivo central interromper o
ciclo de vida dos parasitas. Isso tem sido mais comumente feito com o uso de moluscicida
quimico em areas onde ainda existem altos percentuais de prevaléncia, sendo entdo aplicada a
niclosamida (WHO, 2017). No entanto, as desvantagens desse método (aplicacdo do
moluscicida), s3o que o mesmo além de matar os hospedeiros intermediarios dos parasitas sao
altamente toxicos para outros animais da fauna aquatica (peixes, anfibios, insetos, répteis,
crustaceos) (COELHO; CALDEIRA, 2016; WHO, 2017). A toxicidade para os peixes € o
amarelecimento da agua tratada pela niclosamida diminuem a aceitabilidade da aplicacdo do
moluscicida nas comunidades endémicas. Apesar desses contratempos, a aplicagdo de
moluscicida ¢ uma das medidas mais eficazes para o controle da esquistossomose (LI;
WANG, 2017).

Segundo King et al. (2015) ao realizaram uma revisao sistematica e meta-analise para
resumir as experiéncias de controle baseado na aplicacdo de moluscicida sobre as espécies
Bulinus spp. € Biomphalaria spp. e o seu impacto sobre a infecgdo humana pelas cercarias de
Schistosoma spp. concluiram que a aplicagdo do moluscicida em éareas endémicas contribuiu
significativamente para a elimina¢do da esquistossomose.

Em relagdo ao tratamento da populagdo em massa, a administragdo do medicamento
PZQ busca prevenir novas infec¢des, limitando a transmissdo por meio da reducdo da
prevaléncia geral na populacdo (MING-GANG, 2005; BYGOTT et al., 2009; FAVRE et al.,
2015; FACCHINI et al., 2018). No entanto, antes de ocorrer uma logistica de administracao
maciga com o PZQ em larga escala, ¢ necessiaria uma avaliacdo epidemioldgica da
comunidade, buscando saber de fato qual ¢ a prevaléncia da doenca e a presenga dos pontos
de transmissdo da infec¢do. A prevaléncia ¢ a base da estratégia recomendada para
quimioterapia preventiva. Em comunidades de alto risco, com prevaléncia < 50% detectada
pelos métodos parasitologicos ou prevaléncia < 30% pelos métodos urinarios (ou mais
baseada na histéria de hematuria), todas as criangcas em idade escolar e adultos
economicamente ativos sdo considerados de alto risco (pescadores, fazendeiros, trabalhadores
de irrigagdo e mulheres realizando tarefas domésticas) e devem realizar tratamento
preventivo. Comunidades onde a prevaléncia determinada pelos métodos parasitologicos ¢ de
pelo menos 10%, ou quando a esquistossomose urinaria detectada tem uma prevaléncia
inferior a 30%, ¢ classificada como tendo risco moderado. Nessas areas, as crian¢as em idade
escolar, assim como aquelas dos grupos de risco especiais (mencionados acima), devem
receber tratamento preventivo a cada dois anos. Apenas as criancas em idade escolar sdo

tratadas em areas classificadas como comunidades de baixo risco (prevaléncia < 10% por
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métodos parasitologicos). O tratamento deve ser administrado apenas duas vezes durante o
ensino fundamental. Ainda sobre a prevaléncia < 10% a considera um percentual limite
definido como baixo risco comunitario para a propagacao da esquistossomose (WHO, 2014).

O tratamento repetido durante a infancia e adolescéncia persiste na idade adulta,
reduzindo a evolugdo cronica da esquistossomose em areas hiperendémicas, aumentando a
qualidade de vida. Monitoramento preciso na proxima década é essencial para controlar ndo
apenas a morbidade, mas também a mortalidade e a gravidade da doenca, fortalecendo o
efeito da quimioterapia preventiva em regimes de larga escala (WHO, 2011).

Além do Brasil, com destaque para o estado de Pernambuco (OLLIARO et al., 2011;
FAVRE et al., 2015; FACCHINI et al., 2018), o tratamento em massa, foi realizado pelos
programas nacionais de controle da esquistossomose em varios outros paises como Mali e
Niger (GARBA et al., 2009), Serra Leoa (HODGES et al., 2012; SESAY et al., 2014), Kenia
(ONKANGA et al., 2016) e Tanzania (NGASALA; JUMA; MWAISWELOQO, 2020).

2.6 HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS DO Schistosoma mansoni NO BRASIL

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni pertencem ao Reino Animal, Filo
Mollusca, Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem Basommatophora, Familia
Planorbidae e Género Biomphalaria (LIMA, 1995).

Atualmente, 11 espécies e uma sub espécie de Biomphalaria spp. foram descritas no
Brasil (Figura 8). Entre estas espécies, as mais estudadas no Brasil sdo as hospedeiras naturais
B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea considerando a sua infecciosidade e
transmisibilidade da doenga no pais (SCHOLTE et al, 2012; BRASIL, 2014).
Morfologicamente, Biomphalaria spp. apresentam estruturas bem distintas, encobertas por
uma concha de composi¢ao calcéria (Figura 9).

A nutri¢do dos Biomphalaria spp. € bastante diversificada sdo considerados onivoros
(vegetais ou matéria organica lodo e a alimentacdo ¢ realizada por uma radula, estrutura que
se situa na base da boca dos moluscos (exceto no caso dos bivalves), com a qual estes raspam
o alimento. Eles s@0 monoicos ou também denominados de hermafroditas (apresentando
orgdes reprodutores masculino e feminino), no entanto alcancam a fase adulta e, estando em
grupos, preferem realizar fecundacao cruzada, realizando oviposi¢dao (oviparos) o ano todo

(PARENSE, 1972).



Figura 8 - Espécies de Biomphalaria spp.

Biomphalaria glabrata (Say, 1818)

Hospedeiras naturais

Biomphalaria tenagaphila (Orbigny, 1833)

Biomphalaria straminea (Dunker, 1848)

Hospedeiras potenciais

Biomphalaria amazonica Paraense, 1966

Biomphalavia peregring (Orbigny, 1833)

Biomphalaria intermedia (Paraense & Deslandes, 1962)

Biomphalaria kuhmiana (Clessin, 1883)

Nio hospedeiras

Biomphalaria schrmammi (Crosse, 1864)

Biomphalaria oligoza Paraense, 1975

Biomphalaria occidentalis Paraense, 1981

Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984

Fonte: Brasil, (2014).
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Figura 9. Biomphalaria spp. Concha e massa cefalopodal. (A), vista pela direita, (B) vistas

pela frente e (C) vista pela esquerda.

Fonte: Paraense, (2008) com modificacdes.
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Em relacdo aos sistemas respiratorio, digestivo e locomotor, os Biompharia spp.
apresentam algumas particularidades, cada um deles envolve 6rgdos que atuam de forma
favoravel para a realizagdo das fungdes vitais do organismo dos moluscos (BRUSKA;
BRUSKA, 2007).

O sistema digestorio ¢ constituido de esofago e estdbmago, subdivididos em quatros
porgdes: 1) papo, dilatagdo terminal do es6fago; 2) moela, 6rgio fortemente musculoso usado
para triturar os alimentos com o auxilio de graos de areia; 3) piloro, término do estdmago e 4)
ceco, que coleta e elimina para o intestino as particulas nao aproveitaveis. Entre o estomago e
0 anus encontra-se o reto. O sistema locomotor de Biompharia spp. constitui-se pela aderéncia
do pé ao substrato, e as contragdes musculares realizadas pelo molusco permitem a
propagacdo de uma movimentacdo que transcende no sentido posterior para o anterior,
apresentando-se numa forma de ondas continuas (PARAENSE 1961; 1972; BRUSKA;
BRUSKA, 2007). E, por fim, quanto ao sistema respiratorio, Biomphalaria spp. apresentam
uma cavidade pulmonar (respiracdo em periodo de anidrobiose) e uma pseudobranquia
altamente vascularizados, para facilitar a respiracdo do molusco dentro d"4gua (PARAENSE
1961; 1972; BRUSKA; BRUSKA, 2007).

Os caramujos B. tenagophila se encontram ao longo da faixa litoranea do Sul do
estado da Bahia até o Rio Grande do Sul. Nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e
Rio Grande do Sul, a espécie esta se movendo para o sentido oeste sendo considerada muito
importante na epidemiologia da esquistossomose nessas regides. B. tenagophila tem
importancia epidemioldgica no Vale do Paraiba, no estado de Sdo Paulo (CARVALHO et al.,
2018). Seu tamanho encontra-se entre 15mm a 35mm de didmetro, com cerca de 7 a 8 giros.
Apresentam uma baixa capacidade de resisténcia a dessecacdo do ambiente e por isso, a sua
densidade populacional € vista ou atribuida as 1aminas ou corpos d'dguas permanentes (Figura
10A) (MASSARA et al., 2012; PINTO; MATI; MELO, 2013; BRASIL, 2014).

A B. straminea ¢ a espécie melhor adaptada a todas as variedades de climas e
condi¢gdes ecologicas do territorio brasileiro suportando muito bem a dessecacdo dos
ambientes aquaticos, devido ao processo de estiva¢do, no entanto preferem aguas rasas de
poucas correntezas, permanentes ou temporarias (LEAL-NETO et al., 2012; BARBOSA et
al., 2014a). Estd espécie € a que apresentar uma maior distribui¢do geografica, estando
presente em quase todas as bacias hidrograficas das regides brasileiras que vao do Norte ao
Sul do pais. Este cenario de ampla distribuicdo favorece a espécie, tornando-a
epidemiologicamente a mais importante para a esquistossomose, principalmente na regido

Nordeste do Brasil. A sua maior representatividade encontra-se em areas rurais, no entanto
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recentemente espécimes foram encontrados em dareas litordnea, ocasionado uma maior
potencialidade de infec¢do (BARBOSA et al., 2014a; 2014b; 2015). Em rela¢do ao tamanho,
esta espécie ¢ a menor entre os hospedeiros naturalmente infectados com a concha medindo
entre 10mm a 16mm de diametro e cerca de 5 giros (Figura 10B) (BRASIL, 2014).

A B. glabrata ¢ o hospedeiro intermediario mais importante para a transmissao do S.
mansoni nas Américas em fun¢do da alta suscetibilidade a diversas cepas do parasita, ndo
morrer durante a infec¢do (com taxa de positividade de mais de 80% em ambiente natural),
liberar no ambiente aquatico em torno de 18 mil cercarias diariamente e apresentar ampla
distribui¢do geografica, em uma faixa continua em todos os estados brasileiros situados entre
o Rio Grande do Norte e o Parana, com ponto isolado no Rio Grande do Sul, estando presente
também em algumas areas do Pard, Maranhdo e Piaui. No Brasil, sua ocorréncia estd quase
sempre associada a presenca da esquistossomose mansOnica principalmente nas areas
endémicas (REY, 2011; BARBOSA et al., 2014b). B. glabrata ¢ o maior dos moluscos
pertencentes ao seu género, seu didmetro de concha pode atingir de 20 a 40 mm de didmetro e

08 a 11 mm de largura, com 6 a 7 giros arredondados (Figura 10C) (BRASIL, 2014).

Figura 10 - Distribuicao geografica e tamanhos de conchas da Biomphalaria tenagophila (A),

B. straminea (B) e B. glabrata (C).

Fonte: Adaptado de Paraense, (1970) e Brasil, (2014).
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2.6.1 Estagios embrionarios dos moluscos do género Biomphalaria spp

A embriologia ¢ o ramo da ciéncia que estuda o desenvolvimento embrionario dos
orgaos e sistemas dos organismos vivos a partir de uma célula (HINCKE et al., 2019). Em
relacdo a embriologia dos hospedeiros intermedidrios naturais (B. glabrata, B. tenagophila e
B. straminea) do S. mansoni, Kawono, Nakano e Watanabe (2008) afirmam que ndo existem
diferenciagdo embriondria para as respectivas espécies, sendo o0s estagios embrionarios
classificados em blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage.

Conforme Camey e Verdonk (1969), Kawano, Okazaki e Ré (1992) e Kawano;
Nakano e Watanabe, (2008) segue abaixo as principais caracteristicas embriondrias para cada
estagio embriondrio a partir do ovo.

O tamanho de cada ovo dos caramujos Biomphalaria spp. chega a medir em torno de
100 um de diametro, sendo que cada desova pode conter entre algumas dezenas ou mesmo
mais de 100 ovos. Os locais preferéncias para a oviposi¢do das desofas sdo proximo a
superficie ou lamina d'agua.

A partir da oviposig¢do, inicia as multiplas clivagens celulares até alcancar o primeiro
estdgio embrionario, denominado blastula, que ¢ alcancado de 0 a 15 horas ap6s a primeira
clivagem, em seguida ocorre uma pausa por aproximadamente 10 h (Figura 11A).

O segundo estagio embrionario denominado gastrula acontece entre a 24* a 39* h apos
a primeira clivagem do ovo, caracteriza-se pelo fim da clivagem e inicio do crescimento,
diferenciagdo e um pouco de movimentacao celular. O tipo de gastrulagdo neste caramujo
ocorre por invaginagdo. Inicialmente o embrido sofre uma mudanga na sua morfologia, da
forma arredondada para achatada no sentido do polo animal para o pdlo vegetativo. Na
medida que as células vao se invaginando ocorre um aumento da cavidade, formando
inicialmente uma abertura esférica que vai se fechando gradualmente. No final da gastrulagcdo
surgira um dos primeiros 6rgaos dos moluscos, a boca (Figura 11B).

Trocofora € o terceiro estdgio embrionario dos moluscos. Ocorre entre a 48* a 87* h
apos a primeira clivagem (Figura 11C). O que caracteriza o embrido neste estagio sdo as
regides pré-trocal e pds-trocal. Na regido pré-trocal encontra-se a futura regido cefalica, com a
presenca da placa apical, futura regido dos olhos e tentaculos e da vesicula cerebral. Enquanto
na regido pos-trocal encontra-se a boca, situada abaixo da placa apical e na regido oposta

encontra-se a glandula da concha.
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O estagio de véliger, ou o quarto estdgio embriondrios dos moluscos e caracterizado
pela alta movimentagdo embrionaria dentro do ovo e a formagdo quase completa de um
embrido (Figura 11D), este estagio acontece entre 96* a 111* h apds a primeira clivagem.

Por fim, temos o quinto e ultimo estagio embrionario chamado de hippo stage que
ocorre a partir das 120* h da primeira clivagem. Neste estagio ocorre a formagdo completa do
embrido. O hippo stage ¢ caracterizado por apresentar a formagao da concha que cobre parte
do corpo e do pé¢ do molusco, evidenciando o principio da assimetria pelo desvio da concha
para o lado direito, também neste ultimo estdgio onde sdo evidenciados os tentaculos
(completamente desenvolvidos) e os olhos em suas extremidades na regido das placas
cefalicas (Figura 11E).

Nas condi¢des favoraveis de temperaturas (25 °C) a partir das 168" apds a primeira
clivagem, os embrides podem eclodir das desovas, sendo entdo denominados caramujos

jovens (Figura 11F).

Figura 11. Embrides da Biomphalaria glabrata em diferentes estdgios evolutivos. (A)
blastula, (B) gastrula, (C) trocéfora, (D) véliger, (E) hippo stage e (F) caramujos

jovens.

Fonte: Araujo et al. (2018a).
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2.7 AGENTES MOLUSCICIDAS E ESQUISTOSSOMICIDAS PARA O CONTROLE
POPULACIONAL DOS HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS E DO AGENTE
ETIOLOGICO Schistosoma mansoni

O controle populacional dos Biomphalaria spp. ¢ uma alternativa importante para
reduzir ou eliminar a esquistossomose. Atualmente, o moluscicida recomendado pela
Organizagao Mundial da Satde ¢ o niclosamida apenas nos casos de alta prevaléncias, além
disto este produto apresenta alto custo e elevada toxicidade ambiental para os representantes
da fauna e flora local (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000; YT et al., 2005; WHO,
2017).

Por essas razdes, novos agentes moluscicidas, na sua grande maioria derivados de
fontes naturais, estdo sendo investigados (BRACKENBURY; APPLETON, 1997; SCHALL
et al., 2001; RIBEIRO et al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2014; ARAUJO et al.,
2018a,b,c,d; SILVA et al., 2018;2019). Muitos extratos vegetais e moléculas isoladas ja foram
determinados quanto ao seu potencial embriotdxico. As amidas: pelitorina, piperlonguminina
e piperina ndo apresentaram toxicidade contra os estagios embrionarios de B. glabrata
(RAPADO et al., 2013), similarmente ocorreu com a fracdo aquosa ¢ com a halitoxina da
esponja marinha Axinella viridis, que sé foram efetivas no controle dos caramujos adultos da
B. glabrata (MIYASATO et al., 2012). Rapado et al. (2011) obtiveram resultados expressivos
quando testaram extratos de diclorometano: metanol (2: 1) de folhas de Piper cuyabanum
C.DC e P. hostmannianum RS nos estagios embrionarios da B. glabrata, com 100% de
inviabilidade a partir da concentragdo de 20 pg/mL. Oliveira-Filho et al. (2010) expuseram as
massas de ovos de B. glabrata por 96 h ao Euphobia milii latex e observaram significativas
malformagdes embrionarias a partir da concentracao de 5.000 pg/mL.

Compostos de origem liquénico também j& foram avaliados quanto agdo moluscicida
sobre B. glabrata. Por exemplo, Recentemente, Aratjo et al. (2018b,c) relataram efeitos
toxicos e teratogénicos do 4cido Usnico isolado de Cladonia substellata sobre os quatros
primeiros estagios embrionarios de B. glabrata (blastula, gastrula, trochoforo e veliger) em
concentragodes inferiores as recomendadas pela Organizacdo Mundial de Satde apds 24 h de
exposicdo. Além disso, as concentracdes letas 50% (CLso) € 90% (CLoo) dos estagios
embrionarios foram observados em 1,38 e 1,62, 3,47 e 4,45, 5,11 € 5,36 e, finalmente, 2,93 ¢
4,49 pg/mL, respectivamente. O extrato etéreo de Ramalina aspera demonstrou atividade
moluscicida tanto para embrides (CLoo de 22,78, 24,23, 16,63 ¢ 16,03 png/mL para as fases de

gastrula, blastula, trocofora e véliger, respectivamente), como para caramujos adultos (CLoo
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de 8.66 pg/mL) apos 24 h de exposicdo. As doses subletais causaram a diminuicdo da
fertilidade nos caramujos adultos e alteracdes quantitativas e morfologicas em seus
hemocitos. O extrato etéreo de R. aspera também exibiu efeito cercaricida a partir de 5.0
ng/mL (SILVA et al., 2019).

O extrato etéreo do liquen Cladia agregata exerceu efeitos embriotdxicos (para o
estagio de blastula) a 50 e 100 pg/mL e efeitos moluscicidas (caramujos adultos) a 20 e 25
ug/mL. Enquanto o 4cido barbatico nao exibiu embriotoxicidade para o estagio de blastula, a
concentracdo para apresentar percentuais significativos para caramujos adultos foi igual as
concentragdes do extrato etéreo para embrides. Entretanto, apés 60 min de exposi¢do, a
concentragdo de 1 pg/mL do acido barbatico apresentou atividade cercaricida (MARTINS et
al., 2017).

Por fim, também foram avaliados o extrato etéreo de Parmotrema praesorediosum e
os seus metabdlitos isolados, os 4cidos atranorina e praesoredidsico. A embriotoxicidade (para
o estagio de blastula) do extrato etéreo e do acido praesoredidsico apresentaram valores de
CLso de 363,07 pg/mL e 213,79 pg/mL, respectivamente. A CLso estimada para os moluscos
adultos tratados com o extrato etéreo foi de 102,32 pg/mL. Enquanto a atranorina ndo
apresentou toxicidade sobre embrides e moluscos adultos (CARVALHO, 2015).

Substancias que apresentam efeitos embriotoéxicos sobre o(s) hospedeiro(s)
intermediario(s) dentro de um intervalo curto de exposi¢do sdo consideradas muito
promissoras, uma vez que os Biomphalaria spp. possuem um curto ciclo embriondrio
(ARAUJO et al., 2018a,b,c,d). Um unico molusco atinge rapidamente a sua fase adulta e,
devido as suas caracteristicas fisioldgicas (mondico), repovoa rapidamente os habitats
aquaticos. Em apenas trés meses, sdo capazes de produzir cerca de 10 milhdes de novos
descendentes (BRASIL, 2014). Especialmente no litoral do estado de Pernambuco, areas
endémicas com a presenga da espécie B. glabrata ja foram observados, moluscos desta
espécie com uma taxa de infectividade superior a 80% para S. mansoni, percentuais estes
considerados altissimos e de grande importancia epidemioldgica, uma vez que a B. glabrata e
uma espécie que adapta-se facilmente as condi¢des dos ambientes costeiros, a taxas de
salinidade bem acima daquelas referenciadas na literatura (SILVA et al., 2006; LEAL-NETO
etal., 2013).

A busca por novos compostos bioativos que possam ser utilizados como agentes
esquistossomicida tem recebido mais atencdo. Diversos estudos (in vitro, in vivo, pré-clinico e

clinico) com novos agentes esquistossomicidas ou mesmo farmacos utilizados para outros fins
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jé& foram ou serdo avaliados e relatados para espécies de Schistosoma spp. (CIOLI et al., 2014;
MORAES, 2015; PANIC; KEISER, 2018; LAGO et al., 2019).

No que diz respeito a atividade esquistossomicida do acido usnico, Salloum et al.
(2012) relataram que a mortalidade de 100% dos vermes de S. mansoni apenas ocorreu na
concentragdo de 200 uM apos 120 h de exposicdo, com alteracdes no tegumento
(aparecimento de bolhas e descamacdo). Outras moléculas de origem natural, como a
plumbagin (5- hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona), a B-lapachona (3,4-di-hidro-2, 2-dimetil-
2H-naftol [1,2- b] piran-5,6-diona) e o fosfato de artemisinina-naftoquina foram capazes de
causar alteragdes profundas do tegumento, caracterizadas por descamagdo do tegumento,
formag¢do e ruptura de bolhas, aparéncia de buracos, inchago, perda de espiculas, contragao
dorsoventral, lesdo e desintegragdao dos tubérculos, exposicdo da ldmina basal e destruicao do
tegumento (LORSUWANNARAT et al., 2013; AIRES et al., 2014; EL-BESHBISHI et al.,
2015). Alteragdes na motilidade e mortalidade decorrente das alteragdes tegumentares
também foram relatados nos estudos de Moraes et al. (2011) e Oliveira et al. (2012) ao avaliar
piplatina (Piper tuberculatum), e Baccharis trimera (less) DC, o0leo essencial,
respectivamente. O tegumento de S. mansoni ¢ um importante alvo no desenvolvimento de
novos farmacos esquistossomicidas, pois faz o primeiro contato do parasita com os candidatos
a farmacos, além de ser responsavel por fungdes vitais para os parasitas, entre elas, a protecao
contra ataques do sistema imunoldgico do hospedeiro, absor¢ao de nutrientes, metabolismo
lipidico e colesterol e na sintese de algumas proteinas (SKELLY et al., 2014; SOTILLO et al.,
2015).

Sabe-se que as alteragdes na motilidade/viabilidade (que antecede a morte), dos
vermes de S. mansoni expostos aos derivados naturais, semi naturais ou sintético, foram em
sua maioria dose dependente do tempo (dose-resposta), estando esses relatos associados as
alteracdes nos neurotransmissores e/ou neuromoduladores como serotonina, dopamina,
acetilcolina, epinefrina, neuropeptideos, glutamato e acetilcolinesterase (SANGSTER;
SONG; DEMELER, 2005; NOEL, 2008; MARKS; MAULE, 2010).

Em um estudo que envolveu a incubagdo de vermes de S. mansoni com a curcumina
nas concentragcdes de 50 e 100 uM, Magalhdes et al. (2009) observaram uma reducdo na
motilidade/viabilidade e separagdao de vermes individuais machos e fémeas apds 24 h de
incubacdo, com mortalidade de 100% e alteragdes tegumentares apenas na concentracao de
100 uM, enquanto a exposi¢do continua por 120 h a 50 uM foi necessario para alcangar o
mesmo porcentual de mortalidade. Estudos de Moraes et al. (2011) e Salloum et al. (2012)

também demonstraram além das alteracdes na motilidade/viabilidade uma reducdo da
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oviposicdo das fémeas de S. mansoni expostas a piplatina e ao 4acido usnico, nas
concentragdes subletais de 9,5 e 100 pM, respectivamente. Sabe-se que os casais de vermes
permanecem emparelhados no sistema sanguineo do hospedeiro definitivo pelo resto de suas
vidas (décadas), portanto, drogas que mesmo em concentragdes subletais alteram a oviposi¢ao
dos vermes de S. mansoni sdo extremamente importantes, considerando que os sintomas da
doenca nos individuos parasitados estdo intimamente relacionados ao processo de retengdo
dos ovos de S. mansoni nos tecidos do hospedeiros definitivo, acometendo principalmente o
figado e o intestino, e nas respostas imunopatologicas do hospedeiro a eles (CIOLI et al.,
2014). No aspecto epidemioldgico da esquistossomose, o ovo ¢ fundamental para o ciclo
bioldgico do parasita, pois dentro de cada ovo existe um Unico miracidio, responsavel por

gerar até 300.000 cercarias (BRASIL, 2014).

2.8 LIQUENS: CONCEITO GERAL, ASPECTOS MORFOLOGICOS E USO DOS
LIQUENS NA MEDICINA POPULAR

Os liquens ou fungos liquenizados sd3o definidos por serem simbiose, cuja associ¢ao
ocorre entre um micobionte (parceiro fingico) ¢ um fotobionte (parceiro fotoautotrofico)
(Figura 12), tornando-se complexos conjuntos de microrganismos que constituem uma fonte

amplamente inexplorada de metabdlitos secundarios e bioativos (CALCOTT et al., 2018).
Figura 12. Filamento do micobionte (Parmotrema trictorum) envolvendo células do

fotobionte (7Trebouxia) visto do microscopio (A). Fungo e alga na visdo

simbiotica (B).

Fonte: Spielmann (2006).
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Essa simbiose produz uma entidade taxondmica estavel que tem um passado
evolucionario. De fato, acredita-se que as simbioses semelhantes a liquens sejam uma das
primeiras existentes no mundo multicelular a emergir € comecar a colonizar a terra
(HONEGGER, 2008). Por exemplo, hifas filamentosas associadas a cianobactérias ou algas
coccoides foram encontradas preservadas no fosforito marinho da formag¢ao Doushantuo em
Weng'an, sul da China entre 551 e 635 milhdes de anos antepassados, sendo muito anterior a
mais antiga planta terrestre conhecida, 475 milhdes de anos atras (BUDEL; SCHEIDEGGER,
2008). Assim, a persisténcia dos liquens ao longo da evolugao fala da eficacia da associagdo
simbiotica.

Atualmente, os liquens existem em uma enorme diversidade de formas, sendo a
estrutura morfologica do corpo (talo) dos liquens determinados pelo parceiro fungico, cujo
principal objetivo ¢ a adaptacdo de maneiras diferentes para exibir o parceiro fotobionte a
realizar a captura efetiva de luz para produzir os metabdlitos oriundos dessa simbiose, sendo
caracterizados em intracelular (primdrios) e extracelular (secundarios) (SANDERS; DE LOS
RIOS, 2016). Os trés principais tipos de crescimento sdo descritos em termos de sua
morfologia, sendo eles; talos fruticosos, talos foliosos e talos crostosos (CALCOTT et al.,
2018).

¢ Os talos fruticosos: semelhante a arbustos e frequentemente ramificada (Figura 13A),
e Os talos foliosos: semelhante a uma folha, com lobulos achatados (Figura 13B),

e Os talos crostosos: formando uma crosta achatada sobre o substrato (Figura 13C).

Figura 13. Classificacdo dos talos liquénicos. Talos fruticoso de Teloschistes (A), talos

folioso de Parmotrema tinctorum (B) e talos crostoso de Caloplaca (C).

Fonte: Spielmann (2006).
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Na superficie da Terra estima-se que a flora liquénica domine cerca de 8% do total da
vegetacdo, fazendo parte de diferentes culturas entre os continentes (GUO et al., 2008). No
entanto, ja foram descritos cerca de 1.000 metabolitos oriundos dos liquens, dos quais mais de
80% sao exclusivos das classes mononucleares, aromaticas, depsidona, difenil éter e
dibenzofurano (YOUSUF et al.,, 2014; CALCOTT et al., 2018). As regides tropicais
apresentam a maior diversidade de espécies, com até 600 espécies por hectare registradas na
Costa Rica (LUCKING et al., 2014). No entanto, as regides temperadas também podem ser
ricas em liquens, por exemplo, apesar de representar apenas 0,18% da massa terrestre do
mundo, a ampla extensdo geografica, altitudinal e ecoldgica dos habitats da Nova Zelandia
abriga cerca de 10% das espécies de liquens da Terra (KNIGHT, 2014).

Acredita-se que certos metabolitos secundarios (representados pelas substancias
liquénicas, tais como: acidos protocetrarico, lecanorico, salazinico, atranorina, picroliquénico,
fumarprotocetarico, liquesterinico, divaricatico, usnico e outros conferem tolerancia ao
estresse oxidativo e & exposicio a poluentes (HONDA; VILEGAS, 1998; MOLNAR;
FARKAS, 2010; VAN DER WAT; FORBES, 2015). Observa-se que os policetideos
fenodlicos presentes nos liquens tém fortes propriedades antioxidantes, e podem ser
encontrados em niveis mais altos em liquens que experimentam maior estresse oxidativo
(HIDALGO et al., 1994; WHITE et al., 2014). Esse beneficios alcangados pelos metabolitos
liquénicos tém despertado interesse por possuirem diversos usos econdmicos, por exemplo, o
tingimento das roupas na industria téxtil, industria farmacéutica e cosméticos (desodorantes,
cremes, xampus) e seus metabolitos secundarios apresentam propriedades medicinais
(MORALES; LUCKING; ANZE, 2009)

Pesquisas etnofarmacologicas enumeraram o uso de liquens e dos seus derivados na
medicina popular para um amplo espectro de atividades farmacoldgicas, demonstrando
propriedades adstringentes, laxantes, anticonvulsivantes, antieméticas, antiasmaticas, anti-
inflamatoérias, antibidticas, antidiarreia, doengas de pele, antiepilépticas, contra dores de
garganta e de dentes e também para o tratamento de doengas cardiovasculares, respiratorias e
gastricas (SHUKLA et al., 2010; YOUSUF et al., 2014). Este comportamento em captar
recursos naturais estd diretamente associado aos altos custos dos medicamentos sintéticos, que
limitam principalmente as populacdes menos favorecidas economicamente sendo as mais
necessitadas de atencdo primaria nos paises pobres ou ascendestes (BALUNAS;

KINGHORN, 2005).
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2.8.1 Cladonia substellata Vanio

As Cladoniaceae sao uma familia de fungos formados por liquens (Ascomycotina:
Lecanorales, subordem Cladoniinae), que inclui mais de 400 espécies. As cladonias sdo
amplamente distribuidas nos paises tropicais e subtropicais, reforcando que ndo encontradas
em todos os continentes do globo Terra (AHTI, 2000; AHTI et al., 2002, 2016; PEREZ-
VARGAS et al., 2015). As espécies sao facilmente reconhecidas pelas cores (por exemplo,
escarlate ou branco). Algumas espécies sao abundantes em certas comunidades de plantas,
como aquelas nas areias brancas da Amazonia, os paramos andinos e as florestas rochosas de
Pinus occidentalis Swartz nas montanhas da Republica Dominicana (AHTI, 2000; AHTTI et
al., 2016). Quanto a sua morfologia, apresentam talos dimorficos (uma estrutura com a
combinagdo de dois tipos de talos crostoso-fruticoso ou escamoso-fruticoso). Normalmente os
talos das Cladoniaceae crescem até 15 cm de altura, sendo que em algumas espécies podem
atingir talos entre 35 a 48 cm (AHTI;, STENROOS; XAVIER FILHO, 1993; AHTI, 2000;
SPIELMANN, 2006).

Nos Neotropicos, muitas espécies sao difundidas, mas outras sao bastante endémicas
nestes locais a exemplo da espécie Cladonia subtellata Vanio (1887) que encontra-se presente
em diferentes regides do Brasil, sendo elas; Sul, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, com
destaque para o Estado da Paraiba (Nordeste), mais precisamente na cidade de Mamanguape

(Figura 15), onde a espécie C. substellata cresce particularmente em areias expostas € nuas

(AHTT; STENROOS; XAVIER FILHO, 1993; AHTI, 2000).

Figura 15 - Cladonia substellata na cidade de Mamanguape (Paraiba, Brasil)

Fonte: Adaptado de Aragjo et al. (2019a).



57

Em relacdo aos produtos quimicos produzidos decorrente do metabolismo secundario
do liquen C. subtellata temos os acidos: connorstictico, constistico, estistico, norstictico,
criptostictic e usnico (AHTI et al., 1993). Dentre os seis acidos mencionados, o &cido Usnico
apresenta-se como 0 composto majoritario para a respectiva espécie, € at¢ mesmo para outros
géneros como Usnea, Lecanora, Ramalina e Parmelia e Evernia, voltando para a espécie C.
substellata o &cido usnico ap6s o processo de extracdo, isolamento e purificagdo corresponde

a quase 10% do peso do talo liquénico (PROKSA et al., 1994; COCCHIETTO et al., 2002).

2.8.2 Atividades biologicas, toxicidade do acido usnico e aplicacoes do sal de potassio do

acido usnico

Dentre os metabolitos secundarios de liquens, o acido usnico (2,6-diacetil-7,9-
dihidroxi-8-9b-dimetil-1,3(2H,90/BH) - dibenzofuranos; C 13 H 16 O 7 de cor amarela. O acido
usnico ¢ encontrado naturalmente em duas formas racémicas (-) e (+), diferenciados na
orientacdo do grupo metil angular localizado na posi¢ao 9b, sendo também atribuido ao acido
usnico um enorme potencial farmacoldgico, tais como atividades gastroprotetora,
imunoestimulatoria, antiviral, antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antiprotozodria e
antitumoral (GUO et al., 2008; WHITE et al., 2014; ARAUIJO et al., 2015). No entanto, o
acido tsnico tem a desvantagem por apresentar baixa solubilidade aquosa e alta toxicidade
decorrente de suas caracteristicas hidrofobicas relacionados com as suas propriedades fisico-
quimicas decorrente da presenca dos quatros grupos funcionais cetonicos e do anel furano que
une os dois anéis aromaticos presente na estrutura molecular (COCCHIETTO et al., 2002;
INGOLFSDOTTIR, 2002), recorrendo sempre aos solventes organicos para alcancar uma boa
solubilidade (KRISTMUNDSDOTTIR et al., 2005; JIN et al., 2013).

Em relagdo a toxicidade aguda oral do 4cido usnico € reportado pela empresa Sigma-
Aldrich (2018) que o mesmo apresenta uma DLso de 838 mg/kg para camundongos. Embora o
mecanismo de toxicidade do acido Usnico ainda ndo tenha sido completamente elucidado. No
entanto, Han et al. (2004), Pramyothin et al. (2004) e Joseph et al. (2009) j4 sinalizaram que o
acido usnico atua alterando a integridade da membrana celular (caracteristica lipofilica da
droga), permitindo a liberagdo de enzimas hepatoespecificas, principalmente as
transaminases. Além disso, causa a destruicao da fun¢do mitocondrial (complexo I a IV da
cadeia de transporte de elétrons), exibindo a perda de controle da respiragdo celular e da
sintese de adenosina trifosfato (ATP). Esses estudos indicaram que o 4cido usnico propicia a

formacgao de radicais livres, o que resulta em lesdes nas membranas celulares e mitocondriais,
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expressdo de genes associados a peroxidagao lipidica, ciclo de Krebs e apoptose, aumentando
a producao de oxigénio reativo através da cadeia de transporte de elétrons, levando a morte
celular.

Nos EUA, esses danos hepatocelulares foram confirmados apdés o uso do
LipoKinetix®, um suplemento alimentar contendo 4cido tisnico. Os usudrios que consumiram
este suplemento, apresentaram colapso agudo do figado, necessitando de um deles, um
transplante hepatico. O outro paciente, apdés 8 semanas, recuperou-se devido a
acompanhamento especializado (NEFF et al., 2004). Da mesma forma, dois outros usuarios
que consumiram trés capsulas por dia de UDP-1 (suplemento dietético com 150 mg de acido
usnico, 525 mg de carnitina ¢ 1050 mg de piruvato de calcio por capsula), desenvolveram
hepatotoxicidade grave apoOs trés meses de uso. Eles exibiram insuficiéncia hepatica
fulminante. Em um dos casos, o transplante de figado foi necessario. A analise
histopatologica mostrou infiltrados linfociticos citoplasmaticos e dreas com necrose no figado
de pacientes que usaram UDP-1 (SANCHEZ et al., 2006).

Assim, diante deste cendrio varios estudos objetivaram melhorar as propriedades
hidrofobica e toxica do acido usnico, tais como; preparagdes dos complexos acido usnico B-
ciclodextrinas (LIRA et al., 2009), acido usnico-poliacrilamida (FRANCOLINI et al., 2013),
nanoparticulas lipidicas soélidas (SANTOS et al., 2006), encapsulado em microesferas de
PLGA (RIBEIRO-COSTA et al., 2004), acido ftusnico incorporado em poliuretanos
(FRANCOLINI et al., 2004; LABIB et al., 2016) e em lipossomas (SIQUEIRA-MOURA et
al., 2008).

Embora as substancias liquénicas sejam bastante mencionadas na medicina popular,
conforme reportado a cima, estudos com suas moléculas bioativas quimicamente modificadas
sdo poucos. No caso do acido usnico na forma de sal de potassio do é4cido tusnico foi
demonstrada a sua eficiéncia sobre caramujos adultos da B. glabrata (MARTINS et al., 2014),
e uma maior biodisponibilidade quando comparado com sua molécula parental (4cido Gsnico),
quanto também uma maior inibicdo da invasao de metastase no cancer colorretal em modelo
murino com redu¢do macroscépica do tecido hepético e diminuigdo significativa do aspartato
aminotransferase nas concentracdes 10 e 20 mg/kg com o sal de potdssio do 4cido Usnico
(YANG et al., 2018).

Portanto, ¢ importante introduzir novos métodos eficazes para aumentar a taxa de
solubilidade e dissolu¢do dos candidatos a farmacos, visando melhorar sua biodisponibilidade

oral, aumentando a previsibilidade da resposta e/ou reduzindo a dose (GOKE et al., 2018;
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POECHEIM et al., 2018; YANG et al., 2018; ZANOLLA et al., 2018; ARAUJO et al.,
2019b).

Assim, consideracdo o alto potencial bioldgico do sal de potassio do acido usnico,
(mesmo com poucos estudos reportados na literatura) e a necessidade da busca de novas
drogas esquistossomicidas e agentes moluscicidas, diantes dos dados epidemiologicos
referente a doenga e ampla distribui¢do dos hospedeiros intermediarios este estudo objetiva
encontrar possiveis alternativas para o controle da esquistossomose através do combate ao
agente etioldgico da esquistossomose, o S. mansoni, € ao seu hospedeiro intermediario, o
molusco B. glabrata, utilizando como objeto de estudo o sal de potéssio do acido tsnico.

A seguir serdo apresentados seis artigos cientificos que representam os resultados

oriundos do desenvolvimento dos objetivos proprostos.
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3. RESULTADOS

3.1 ARTIGO 1

POTASSIUM USNATE TOXICITY AGAINST EMBRYONIC STAGES OF THE SNAIL
Biomphalaria glabrata AND Schistosoma mansoni CERCARIAE
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et al., 2001; Ribeiro et al., 2009; Albuguerque et al., 2014; Silva et al.,
2018). Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of the
petassium usnate obtained from Cladonia substellata Vainio (1887)
(Lichen) on the embryonic stages of B. glabreta and cercariae of S.
mansoni.

2. Material and methods
2.1. Collection of lichen material

C. substellata Vainio samples were collected at the municipality of
Mamanguape, in the state of Paraiba, Prazil (6°42°1.5" §/35°8'3.3"W)
in February 2015. A sample (voucher n? 77.474) was deposited in the
UFP herbarium Geraldo Mariz. Dept. of Botany of the Federal
University of Pernambuco, Recife/PE, Brazil.

2.2. Preparation of the ether exiract and purification of the usnic acid

Samples (60 g) of C. substellata Vainic were subjected to successive
extractions using diethyl ether (150 mL) in the Soxhlet apparatus at
40 °C until exhaustion (5x). Then, the extract was completely evapo-
rated at 40 °C in a rotavaporator (Buchler Instruments, Fort Lee, NI,
USA) coupled to a 37 °C water bath (Aratjo et al., 2018a).

Subsequently, isolation and purification of the single acid were
performed by a chromatographic procedure: a silica gel column
(70-203 mesh). The mobile phase was composed of chloroform/n-
hexane (80:20 v/v) and evaporated until dryness. Identification and
purity { > 98%) were evaluated through Chemical and Physicochemical
analysis.

2.3. Chemicel and physicochemical analysis

2.3.1. Thin layer chromatography (TLC) ond high performance liquid
chromatography (HPLC)

TLC: 0.1 mg samples of the organic extracts were dissolved in
acetone {0.5mL}. Then 1 pL of the solution was applied to a silica gel
plate (Gel 60 F254 + 366 Merck® Darmstadt, Germany) measuring
20x 20 cm. TLC assays were run under increasing polarity conditions
using the solvent system A (toluene/dioxane/acetic acid, 36: 9: 1, v/v/
v) for the usnic acid. The spots were observed under ultraviolet light
(256-366nm) and visualized on the plate (Fisatom model 509) after
spraying of 10% sulfuric acid and heated at 50°C for 20min. The
composition was evaluated by the determination of the retention factor
(Rf) and comparison with the standard single acid (Culberson, 1972).

HPLC: A Hitachi chromategraph (655 A-11, Tokyo, Japan) was
coupled to a UV detector (655 A-11, Tokyo, Japan} at 254 nm and a
reverse phase column (RP 18 MicroPack MCH-18, 300-4 mm, Berlin,
Germany). The usnic acid was disselved in methanol 0.1 g dm-3 and
injected into the column 0.1 mgmL-1. The mobile phase consisted of
methanol/deionized water/acetic acid (80:19.5:0.5 v/v/v) with flow of
1.0mL min~?, 0.04 attenuation at room temperature (28 * 3°C). The
substance was identified based on its retenticn time (RT) and peak area
when compared to standard usnic acid (Legaz and Vicente, 183}.

2.4. 'H nuctear magnetic resonance (1H NMR) and infrared (IR)

The molecular structure was confirmed by proton nuclear magnetic
resonance ("H NMR), obtained at 300 MHz in CDCI3 (Varian UNITY
spectrometer) and infrared {(IR) speciroscopy were performed in a
Bruker Fourier spectrometer (model IFS 66) with KBr pellets. The usnic
acid standard was obtained from Sigma-Aldrich.

2.5. Synthesis of the potassium usnate

To obtain the potassium usnate, 500 mg of usnic acid was dissolved
in distilled water at 40°C, 10% potassium hydroxide was added until
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the solubilization of the sample at pH 11, then the sample was lyo-
philized (Martins et al., 2014). The structure of the potassium usnate
molecule was confirmed by IR spectroscopy and proton “H NMR.

2.6. Bioassays

2.6.1. Potassium usnate toxicity assay on B. Glabrata embryos at different
stages of development

Groups of 100 embryos were selected using a stereoscopic micro-
scope {(Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland), according to the identifi-
cation of Kawano et al. (1992), blastula (0-15h Fig. 2A), gastrula
(24-39h Fig. 2B), trochophore {48-87h Fig. 2C), veliger stages
(96-111 h Fig. 2D) and hippo stage (144-168 h Fig. 2E) were placed in
Petri dishes with 10 mL of potassium usnate solutions at concentrations
ranging from (1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5; 4; 4.5; 5; 5.5; and 6 pg/mL) blastula
stage, (1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5 and 4 pg/mL) gastrula stage, (1; 1.5; 2; 2.5;
3; 3.5; 4 and 4.5 yg/mL) trochophore and veliger stage (1; 1.5; 2; 2.5; 3;
3.5 and 4 pg/mL) hippo stage. A negative control group was used with
only filtered and dechlorinated water (Ctrl), and a positive control
group with 1.0 ug/mL niclosamide (NCL) for each embryo stage. All
groups were exposed for 24 h, then embryos were washed and placed in
clean plates with filtered and dechlorinated water, and observed using
microscope during 8 consecutive days, in order to check their positive
(hatch) or negative (death or malformation) viability (Araijo et al.,
2018a). Twe independent experiments were performed in triplicate,
totaling 25.800 embryos.

2.6.2. Toxicity assay with S. Mansoni cercarioe

S. mansoni infected B. glabrata adult snails (strain BH) were placed
in a 400 mL beaker, submerged in 100 mL of distilled water and ex-
posed to artificial light (60 W) for 2 h until the elimination of cercariae.
The test was performed according to the description of Silva et al.
(2018), with the aid of an inverted microscope (Leica DM IL Wetzlar,
Germany). An estimated 100 cercariae per mL suspension was placed in
a glass container and exposed to a solution of potassium usnate at
concentrations of 0.5, 1, 1.5, 2.5, 5, 10, and 100 pg/mL. For the ne-
gative contral, filtered and dechlorinated water was used, for the po-
sitive control a solution of niclosamide, at a concentration of 1 pg/mL.
The observations of cercariae occurred at intervals of 15, 30, 60, 90 and
120 min of exposure. During exposure, the cercariae were evaluated by
means of the foliowing parameters: 100% mortality of cercariae (+ + +
+), mertality equal or greater than 90% (+ + +), greater than 50% (+
+), less than 50% (+) and absence of mortality (-). Two independent
experiments were performed in triplicate.

2.7. Statistical analysis

Standard deviations (SD) were expressed as replicate means + SD
and the significant differences between the treatments groups were
analysed using the Student’s t-test (significance at p < 0.05), and were
calculated using GraphPad Prism version 5.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). The lethal concentrations (LC)
required to kill 10%, 50% and 90% embryos of B. glabrata and S.
mansoni cercariae were calculated by the Probit analysis with a con-
fidence interval of 95% using the StatPlus® 2009 software (Soft Analyst,
Vancouver, BC, Canada).

3. Results and discussion
3.1. Chemical analysis

The molecular structure of the usnic acid was confirmed by IR
spectroscopy and "H NMR and by the similarity of the spectra reported
by Martins et al. (2014). Subsequently, the synthesis of the potassium
usnate was carried out and its confirmation was by IR spectroscopy and
'H NMR, and the following data were obtained: IR {KBr): 3456 (»
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3.2 ARTIGO 2

DATASET ON SCHISTOSOMIASIS CONTROL USING POTASSIUM
ACIDO USNICO ATE AGAINST Biomphalaria glabrata AT DIFFERENT
DEVELOPMENTAL STAGE AND Schistosoma mansoni CERCARIAE
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viability and S. mansoni cercariae mortality etiologic agent of the
disease.
© 2018 Published by Elsevier In¢. This is an open access article
under the CC BY license
(http:/{creativecommons.org/licenses/byf4.0/).

Specifications table

Subject area Chemistry, Biology
More specific subject area Natural products biochemistry
Type of data Tables

How data was acquired Stereoscopic microscope (Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland) and an
inverted microscope (Leica DM IL)

Data format Analyzed

Experimental factors Usnic acid purification from Cladonia substellata lichen and subse-
quently synthesis of the potassium usnate

Experimental features Embryonic stages B. glabrata unviability and mortality tests and S.

mansoni cercariae mortality assay over potassium usnate treatments
were evaluated

Data source location Recife, Brazil

Data accessibility Data found in this article

Related research article H.D.A. Aratijo, AM.M.A. Melo, W.N. Siqueira, M.C.B. Martins, A.L. Aires,
M.C.P.A. Albuquerque, N.H. Silva, V.L.M. Lima, Potassium usnate toxi-
city against embryonic stages of the snail Biomphalaria glabrata and
Schistosoma mansoni cercariae. Acta Tropica [1]

Value of the data

® The data detail the embryotoxic activity of potassium usnate on the evolutionary stages (blastula,
gastrula, trophorora, veliger, and hippo stage) of B. glabrata, correlating the different concentra-
tions applied to the respective stages,

# Data report a more detailed view of the malformations and death, express in LC,q, LCsq, and LCgq, of
the different stages of development of B. glabrata embryos, of the original article as to their
minimum concentration to reach the LCqq40 of the embryos.

® The data of different times {15, 30, 60, 90 and 120 min} allow us to infer possible time intervals to
obtain effective results (LCyg, LCso and LCgp) on S. mansoni cercariae.

1. Data

The data presented in this work provide results related to the unviability, (malformations and
death) of embryos in the stages of blastula, gastrula, trophorora, veliger, and hippo stage of the
Biomphalaria glabrata after different treatments with the potassium usnate (Table 1), as well as the
potassium usnate activity on cercariae of Schistosoma mansoni (Table 2).
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Table 2
Lethal concentration (LC) for S. mansoni cercariae exposed to potassium usnate concentration 0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 5, 10 and
100 pg/ml during 120 min.

Exposure time {min) Lethal concentration (pg/mL)
LG LCso LCgq

15 1.59 [1.44-1,74] 422 [4.07-4,37] 8.38 [823-8.53]
30 1.07 [0.95-1.19] 329 [3.17-341] 5.98 [5.86-6.10]
60 059 [0.48-0.70] 1.98 [1.87-2.09] 4.93 [4.82-5.04]
90 0.31 [0.28-0.34) 1.16 [1.13-1.19] 3.37[3.34-3.40]
120 019 [0.15-0.23] 0.71 |0.67-0.75] 241 |2.37-2.45]
Niclosamide 1.0 pgfmL nc nc nc

nc=not calculated. [] 95% confidence interval.
2. Experimental design, materials and methods
2.1. B. glabrata embryotoxicity assay

The embryotoxicity assay was performed according to the methodology described by Aradjo et al.
[2]. B. glabrata embryos were collected by depositing polyethylene sheets (10 x 10cm?) in aquarius.
Subsequently, the embryos were packed in Petri dishes (10 mL) then, stereoscopic microscopes (Wild
M3B, Heerbrugg, Switzerland) was used to evaluate and classify the embryos according to their stage
of development following the methodology described by Kawano et al. [3]. The classification of the
embryonic stages was determined after the first cleavage, as previously reported [4]: blastula
(0-15 h), gastrula (24-39 h), troechophore {48-87 h), veliger (96-111 h) and hippo stage {144-168 h).
Subsequently, groups of 100 embryos at each embryonic stage were exposed to 10 mL of potassium
usnate in Petri dishes for 24 h at different concentrations as follows: blastula (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4,
4.5, 5,55 and 6 pg/mL); gastrula (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 and 4 pg/mL); trocophore (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5,
4 and 4.5 pg/mL); veliger (1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 and 4.5 pg/mL); and hippo stage (1,1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 and
4 pgfmL), Only filtered and dechlorinated water (pH 7.0) was used for the negative control (CTRL)
groups. The positive group was prepared to consist of 1 pg/mL niclosamide (NCL} (Bayluscide, Bayer)
in filtered and dechlorinated water. After 24 h of exposure, all embryos were washed with filtered and
dechlorinated water and placed in new Petri dishes containing only filtered and dechlorinated water.
After 8 days the embryos were analyzed daily and classified into viable (hatching) and unviable
(malformed and dead). Two independent experiments were perfermed in triplicate.

2.2. Toxicity assay with S. mansoni cercariae

Cercariae of S. mansoni (Strain - BH) were obtained from of B. glabrata adults (n = 15) previously
infected in a laboratory with miracidia (n = 6). After 35 days of infection, the snails were placed in a
beaker of 400 mL and submerged in 100 mL of filtered and dechlorinated water and exposed to
artificial light (60 W) for 2 h until the cercariae were eliminated to obtain the cercaria suspension. The
assay was performed as described in a previous work [5]. the estimation of cercariae was calculated
by means of an inverted microscope (Leica DM IL Wetzlar. Germany) and an aliquot of 100
cercariae/mL was transferred to a concave glass container and exposed to solutions of the potassium
usnate in final concentrations of 100, 10, 5.0, 2.5, 1.5, 1.0 and 0.5 pgfmL. Cercariae from the negative
and positive control groups were exposed in filtered and dechlorinated water and to niclosamide at a
concentration of 1 pgfmL, respectively. The cercariae were evaluated at intervals of 15, 30, 60, 90 and
120 min after exposure. The following parameters were used for the cercaricidal evaluation: mortality
of 10% (LCyp), 50% (LCsp), and 90% (LCgp) at different times after exposure. Two independent
experiments were performed in triplicate.
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3.3 ARTIGO 3

POTASSIUM USNATE, A WATER-SOLUBLE USNIC ACID SALT,
SHOWS ENHANCED ACTIVITY AGAINST Schistosoma mansoni IN VITRO
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3.4 ARTIGO 4

USNIC ACID POTASSIUM SALT FROM Cladonia substellata (LICHEN):
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2.3. Etheric extract preparation, isolation and purification of usnic acid

C. substellata samples (100 g) were cleaned, dried, and ground to a
powder, which was subsequently subjected to successive extractions
with diethy] ether (150mL) in a Soxhlet apparatus at 40°C until ex-
haustion of the thallus (6x). After each extraction, organic extracts were
kept at 4 °C (24 h) and filtered. Then, the extracts were dried in a rotary
evaporator coupled to a water bath at 37 °C. The usnic acid was isolated
and purified as previously described (Araiijo et al.,, 2018a). Briefly,
230 mg of the dry extract was fractionated on a silica gel column
(70-230 mesh), eluted in the solvent chloroform hexane system (80:20
v/v), and evaporated until dry. The fractions cbtained were monitored
by thin-layer chromatography (TLC) and high-performance liquid
chromatography (HPLC). Those samples that showed only one band
were combined. The fractionation and monitoring processes were re-
peated until highly pure usnic acid (> 98%) was obtained, and the
molecular structure analyzed by the spectra of proton nuclear magnetic
resonance (*H NMR) and Carbon (**C NMR) obtained at 400 MHz in
CDCl; (Varian UNITY spectrometer), while infrared spectroscopy (IR)
analyses were performed in a Bruker Fourier spectrometer {model IFS
66) with KBr disks.

2.4, Synthesis of PS-UA

To obtaln PS-UA, usnic acid was placed in a glass beaker and milli-Q
water was added at 40°C, then 5% potassium hydroxide was added
until the solubilization of the sample at pH 11. Finally, the sample was
lyophilized (Araijo et al., 2018b). The structure of PS-UA molecule was
confirmed by IR spectroscopy and *H NMR.

2.5, Ethical considerations, animals and infection

After approval of the Ethics Gommittee in Animal Experimentation
of the Bioscience Center, UFPE (Proc. N® 23076015163/2017-65), fe-
male Swiss mice, weighing 28 * 2g, were percutancously infected
(Olivier and Stirewalt, 1952), with about 120 cercariae of S. marnsoni
(BH strain), maintained at the Schistosomiasis Experimental Laboratory
of the Keizo Asami Immuncpathology Laboratory - LIKA/UFPE. Mice
were obtained and kept in the LIKA vivarium, in a controlled en-
vironment (20 = 2°G, 12h daylight cycle) with free access to food
(Labitum/Purina, Sao Paule-SP) and water.

2.6. In vitro studies with S, mesoni

Sixty days after infection, the mice were euthanized by cervical
dislocation and the worms were aseptically recovered by perfusion of
the portal system and mesenteric veins with sterile saline (0.9% NaCl
w/¥) (Smithers and Terry, 1965). Only intact worm couples were im-
mediately transferred to an RPMI 1640 medium supplemented with
20 mM HEPES, 100 pg/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 10%
fetal bovine serum, being rinsed four times with this medium. Then, the
worms were distributed in 24-well culture plates with 2mL of this
medium (two worm couples per well), and incubated at 37°C in a
humid atmosphere containing 5% CO.. After two hours of exposure, to
enable the adaptation of the worms, PS-UA (solubilized in RPMI 1640
culture medium) was added to a final concentration of 12.5, 25, 5¢ or
100 pM. The control worms were assayed in RPMI 1640 medium as a
negative control group and in 10 uM PZQ as a positive control group.
Two independent experiments (16 pairs of worms per concentration),
were performed in quadruplicate (El-Beshbishi et al., 2015).

2.7. Antischistosomal evaluation criteria
2.7.1. Modility end survival

An inverted microscope (Leica Microsystems, DM IL Wetzlar,
Germany) was used to evaluate the motility and survival of worm
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couples monitored after 3, 6, 12 and 24 h of exposure. Motility and
survival of worms were assessed according to the criteria and scored in
a viability scale of 3-0 as proposed by Silva et al. (2018}, being: score 3,
worms that present typical movements, exhibiting peristalsis of the
internal organs, suckers in movement, adhering to the bottom or sides
of the culture plate; typical deseriptions of worms of the negative
control; score 2, reduced movements throughout the body, peristalsis of
internal organs and suckers; score 1, movements only at the extremities
or at only one of the extremities (anterior and/or posterior regions),
with absence of peristalsis of the internal organs and not adhered
suckers; score 0, complete absence of motions and tegument with or
without changes in coloration. The treatment was considered lethal
when it was not possible to observe parasite movements for up to 2 min.

2.7.2. Cell viability assay of couples of S, mansoni worms

The cell viability of worm couples $. mansoni after exposure to PS-
UA for 24 h was determined by cytotoxicity assay based on 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide {MTT), according
to conditions previously reported by Aires et al. (2014). Briefly, two
worm couples were placed in individual wells on 96-well plates con-
taining 100 L of MTT (Smg/mL in phosphate-buffered saline - PBS)
and incubated at 37°C for 30 min, Thereafter, the MTT solution was
replaced by 200 pL dimethyl suifoxide (DMSO), with the purpose of
dissolving the purple formazan crystals, and the optical density mea-
sured at 550 nm, in a microplate reader (M680, Bio-Rad Laboratories,
Inc.). Again, as control groups, two worm couples were incubated in
RPMI 1640 (negative control), and exposed to 10 yM PZQ (positive
control) for the same time intervals and experimental conditions. Two
independent experiments were performed in quadruplicate.

2.7.3. Scarming electron microscopy

For ultrastructural analysis of PS-UA activity against adult 5. man-
soni worms, scanning electron microscopy (SEM) was used. Worm
couples incubated in 50 or 100 uM PS-UA for 3, 6, 12 or 24 h were
sampled and fixed with 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde
in a 0.1 M sedium cacodylate buffer (pH 7.2} for 12h at room tem-
perature. Thereafter, samples were washed in the same buffer and post-
fixed with 1% (w/v) 050, in a 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2)
for 1h at room temperature. Specimens were then dehydrated with
increasing concentrations of ethanol (30, 50, 70, 90 and 100%) for
10 min each step. After dehydration, the critical point for the sub-
stitution of ethanol with carbon dioxide was obtained, drying the ma-
terial and mouting it on metallic stubs using double-sided carbon tape.
Metallization was then performed by covering the material with a thin
layer of gold for visualization and analysis on the scanning electron
microscope JEOL JSM-5600 LV.

2.8. Cytotoxicity assay using human normal cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from
heparinized blood from healthy individuals (n = 5). The assay was
petformed according to the methodology described by Albuquerque
et al. (2014). Cells were only used when viability was > 98%. PBMC
(10° cells/mL) were incubated for a period of 72h with PS-UA at
concentrations ranging from 1.56 to 200 pM. After the exposure period,
MTT was added at 5.0 mg/mL. After 4h, the MTT metabolism product
was dissolved in DMSO, the absorbance measurement was performed at
450 nm. Negative and positive controls corresponded to the cells not
treated with PA-UA or treated with etoposide phosphate (0.625-10 mg/
mL}), respectively. The assays were performed in quadruplicate in three
independent experiments. All donors signed an informed consent form
and the study was approved by Resolution 466/12 of the National
Health Council (CAAE) 62919816.2.0000,5208.
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2.9. Statistical analysis

Numerical data were analyzed with Graphpad Prism 5 software
(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, USA) and are expressed as
mean * standard devlation (SD). Statistical differences were de-
termined by using one-way analysis of variance (ANOVA) in conjunc-
tion with Tukey’s test for post-hoc multiple comparisons. The sig-
nificant differences were taken as p < 0.05.

3. Results
3.1, Chemical analysis

The TLC analysis demonstrated the presence of a single band with
crystals of usnic acid with a retention factor (Rf} 0.84 compatible with
the band of the standard of the acid Rf 0.84. This result was confirmed
by HPLC with Rf (20.49) of the standard single acid with the Rf (20.46)
of our samples, The following spectra of 'H NMR, '*C NMR and IR were
obtained: 'H NMR: {400 MHz, Acetone-dg) 8y (H; mult,; int.): 1.76 (3H;
s, CH3-13), 2.15 (3H; 5, CHy-16), 2.66 (3H; 5, CH3-15), 2.68 (3H; s, CH3-
18}, 5.98 (1H; s, C-4-H), 11.02 (1H; 5, C-10-OH), 13.31 (1H; s, C-
8—OH), 18.85 (1H; s, C-3— OH). '3C NMR: (400 MHz, Acetone-dg) S¢:
(C; mudt; int.): C-1: 198.05; C-2: 191.70; C-3: 157.50; C-4: 98.32; C-5:
101.52; C-6: 76.99; C-7: 155.20; C-8: 163.86; C-9: 103.94; C-10:
179.38; C-11: 109.34; C-12: 59.06; C-13: 27.87; C-14: 200.30; C-15:
32.10; C-16: 7.52; C-17: 201.76; C-18: 31.25. IR (KBr): 3090 (v C-H Ar);
3005 (v, GHa); 2925 (v CHy); 1695 (v C = 0); 1635; 1550 {v C—=C Ar);
1446 (8, CHa); 1385 (8, CHa) cm ~ ! (Fig, 24).

Subsequently, the synthesis of PS-UA was carried out and confirmed
by 'H NMR and IR, from which the following data were obtained: 'H
NMR (400 MH_, acetone- d¢) §-h:1.62 (3H, s, CHz-13); 1.68 (3H, s, CH3-
16} 2.61 (3H, s, CH;-15); 2.82 (3H, s, CH3-18); 5.53 (1H, s, C-4-H);
13.44 (1H, s, C-10—0OH); 14.30 (1H, s, C-3 -OH). IR (KBr): 3455 (v
C—OH); 3096 (v C-H Ar)k 2989 (vos CHa); 2929 (v, CHj); 1697 (v
C = 0} 1638; 1572 (v C=C Ar); 1446 (8, CHa); 1380 (5, CHy); 1150-
1070 (v C—0—C) cm ™" (Fig. 2B).

3.2, PS-UA alters the motility and cellular viability of adult S. mansoni

Table 1 shows the mortality kinetics results of couples of adult S.
mansoni worms exposed to PS-UA at the intervals of 3, 6, 12, and 24 h.
After, 3 hs of exposure, 75% of the worms exposed to the concentration
of 100 pM did not present any movement along the body, showing also
darkened tegument {score 0) and writhing that made them smaller and
coiled. After 6 h, 75% of the worms exposed to a concentration of 50 uM
presented movements only at one or both extremities, with an absence
of peristalsis of the internal organs and were not adhered to the culture
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plate (score 1}. Also, in this interval, at the concentration of 25 uM, 75%
of the exposed worms presented reduced movement throughout the
body and peristalsis of the internal organs (score 2}. After 12h, mor-
tality at the 50 and 100 pM concentrations were 6.25 and 87.5%, re-
spectively. While after 24 h, those values were 50 and 100%, respec-
tively. Moreover, at 12h and 24 h, 93.75% worms exposed to 25pM
concentration showed reduced motility. At all time points worms ex-
posed to the concentration of 12.5 pM showed no alteration in motility.
This behavior was similar to the worms of the negative control group,
which showed typical movements, exhibiting peristalsis of the internal
organs, suckers in movement or adhering to the bottom or sides of the
culture plate (score 3). In contrast, all worms exposed to 10 uM of PZQ
(positive control group) were contracted, with blackened tegument and
their motor activities were significantly reduced in the first 3h, all
presented signs of score 1. After 12 and 24 h of exposure, PZQ caused
62.5 and 81.25% mortality, respectively.

PS-UA was able to significantly reduce mitochondrial viability, and
consequently cell viability, from the reduction of formation of formazan
crystals. PS-UA, reduced the cell viability to 22,32%, 27.36% and
52.82% when the worm couples were incubated at concentrations of
25, 50 and 100 uM respectively, when compared to the negative control
group. In addition, the concentration of 100pM of PS-UA caused
greater cell non-viability in couples of 8. mansoni adult worms when
compared to the positive control, worms exposed to PZQ (p < 0.05)
(Fig. 3).

3.3. Ulmastructural analysis of PS-UA-induced surface damage in S.
mansoni

For the ultrastructural analysis, worm couples were incubated in PS-
UA at concentrations of 50 and 100 pM for 3, 6, 12 and 24h, as
throughout this interval these concentrations resulted in alterations in
motility and caused death.

Worms incubated for 24 h in a supplemented RPMI 1640 medium
showed intact surface structure and topography (Fig. 4A-D). In Fig. 4A
we see couples S. mansoni worms with the female in the male gyneco-
logical channel. Fig. 4B shows the dorsal middle region of the male
worm, evidencing the presence of tubercles with spines, in addition to
ciliated papillae, dome-shaped papillae, folds between tubercles and
spines in the tubercles. The anterior portion of male worms (Fig. 4C)
and females (Fig. 4D) is characterized by an oral sucker or acetabulum
(08) and a ventral sucker or acetabulum (VS).

After 3h of exposure to PS-UA at a concentration of 50 pM, bent
adult worms were observed (Fig. 5B), while in males (Fig. 5A and D} it
was possible 1o observe an extensive area of the tegument with mbercle
deformation, areas with swellings, cracks and presence of bubbles, and
changes in the anterior region of the female (Fig. 5C). After 6 h, changes

I8
B Oy 1 CHy

4o°cﬂ "3,(2 "
H; H Hs

1§

Usnic acid potassium salf (PS-UA)

Fig. 2. Synthesis of usnic acid potassium salt - PS-UA.
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Table 1

Motility score of control worms, treated with Praziquantel (PQZ -10 M) and with PS-UA (100 - 12.5uM) after 3, 6, 12 and 24 h of incubation.

Mean = standard deviation (SD) and percent of worms (%o} in motility scores after incubation

Groups

24h

12h

6h

3h

16 £ 0.0
(100%)

16 £ 0.0
(100%)

16 £ 0.0
(100%)

16 £ 0.0
{100%)

Cirl Negat.

6t 141
{18.75%)

13 £ 1.41
(81.25%)

6+ 2.82
{37.5%)

10 = 2.82
(62.5%)

14 £ 1.41
(87.5%)

2+ 141
(12.5%)

16 £ Q.0
(100%)

<trl PZQ

10 yM

PS-UA

16 + 0.0
(10094)

2+ 28

14 + 2.82
(87.5%)

4 + 1.41
(25%)
12

12 *+ 4.24
(75%)

12 + 424 4 + 1.4

(75%)

100 yM

{12.5%)

(25%)

8 x 282
{50%)

8 + 282
(50%)

3+14
(18.75%)

12 + 2.82

{75%)

4 * 141
(25%)

* 282

2+ 00

8 = 282
(50%)

6 + 1.4]1
(37.5%)

50 uM

(6.25%)

(75%)

{12.5%)

1+ 141
(6.25%)

15 = 141

1141
(6.25%)

15 + 1.41
(93.75%)

4 £ 141
(25%)

12 + 2,82

(75%)

14 + 565
(87.5%)

2+141
(12.5%)

25 M

{93.75%)

16 = 0.0
(100%)

12.50M

(100%)

(100%)

(100%)

Note: percentage values of 32 worms (16 pairs of worms per concentration) per group. Two independent experiments.

Score 3 = present typical movements, exhibiting peristalsis of the internal organs, suckers in movement, adhering to the bottom or sides of the culture plate.

Score 2 = present reduced movements throughout the body, peristalsis of internal organs and suckers.

present movements only at the extremities or at only one of the extremities (anterior and/or posterior regions), with absence of peristalsis of the internal ergans and not adhered suckers.

Score O = complete absence of motions and integument with or without changes in coloration.

Score 1

Acta Trapica 192 {2019) 1-10

,g 0.4+
=
g b
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g
= 0.24 c,#a
%
&
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p
)
© 0.0
CTRL 125 25 5 100 PZQ

PS-UA (uM)

Fig. 3. In vitro effects of PS-UA (12.5, 25, 50 e 100 pM) on cell viability of
couples of 8. ransoni adult worms. Positive controls worms were treated with
Praziquantel (PQZ, 10 uM). The viability was expressed as mean * standard
deviation (SD) of the absorbance values from four experiments. ® = P < 0.05,%
=P < 0.0le=P < 0.001 compared to the control (CTRL). ** = P < 0.05
compared to positive conirol (PZQ).

were observed aleng the dorsal region of males {Fig. 5E-G) and con-
traction in the anterior region of the female with ventral sucker in-
vagination (Fig. 5H). At 12 h of exposure, changes were observed in the
anterior and dorsal regions of the male with loss of spicules and erosion
of tubercles (Fig. 51 and J), while in the female it was possible to ob-
serve subtegumentar tissue (Fig. 5 K and L). At 24 h the changes show a
strongly curved pair (Fig. 5N), with tegument erosion, loss of tubercles,
spicules, bubbles and extensive area of exposed subtegument tissue in
males (Fig. 5 O and P), while in the female there are peeling and holes
(Fig. 5M).

After 3h of exposure to PS-UA at the concentration of 100 M, in-
tense swelling (Fig. 6A) was observed in the male in the anterior region,
cracks in the ventral suction cup and tegument with tubercle dis-
placement (Fig. 6B-D). At 6 h, the anterior region of the male became
wrinkled with furrows and had a fibrous appearance, extensive tegu-
ment erosion with exposure of subtegumentar tissue and intense pre-
sence of blisters {(Fig. 6E-H}. After 12h of exposure, a coiled pair
(Fig. 6J) was observed, with severe damage to the lateral dorsal region
of the male tegnment (Fig. 61}, in the female, grooves and exposure of
the muscular layer were observed (Fig. 6 K and L}. After 24 h of ex-
posure, several changes became more intense and evident in the worms.
In the female, strong grooves with aspects of coalescing folds and deep
holes {Fig. 6 M and N) were observed. The males showed total dlsin-
tegration of the tegument with exposure of the subtegument tlssne
{Fig. 60 and P).

The effect of PZQ on S. mansonf worm pair shortly after 3h of ex-
posure left thern curved and short due to contraction of the longitudinal
muscles with many blisters (Fig. 7A). The effects after 6, 12 and 24h
(Fig. 7B-D) of exposure included numerous bubbles with swollen te-
guments, loss of spicules, juxtaposed tubercles and appearance of holes
in the tegument.

3.4. Effect of PS-UA on human cells
Regarding PS-UA cytotoxicity on human peripheral blood mono-

nuclear cells (PBMC), no toxicity was observed for conecentrations that
had a schistosomicidal effect (IC5p > 200 pM).
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with 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde ina 0.1 M sodium
cacodylate buffer (pH 7.2) for 12 h at room temperature. Thereafter,
samples were washed in the same buffer and post-fixed with 1% (w/v)
0s04 in a4 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2} for 1 h at room
temperature. Specimens were then dehydrated with increasing con-
centrations of ethanol (30, 50, 70, 90 and 100%) for 10 min each step.
After dehydration, the eritical point (HCP-2, Hitachi) was obtained for
the substitution of ethanol with carbon dioxide, drying the material and
mouting it on metallic stubs using double-sided carbon tape.
Metallization was then performed by covering the material with a thin
layer of gold for visualization and analysis with the scanning electron
microscope (JEOL JSM-5600 LV}).

2.9. Swtisdeal analysis

Numerical data were analyzed with Graphpad Prism 5 software
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) and are expressed as
mean * standard deviation (SD). Statistical differences were de-
termined by using one-way analysis of variance (ANCVA) in conjunc-
tion with Turkey's test for single-step multiple comparisons. Significant
differences were defined as p < 0.05.

3. Results
3.1, Chemical analysis

The purified usnic acid was analyzed by HPLC and shown to have
purity of 99%. Subsequently the synthesis of PS-UA was performed and
its molecular structure was confirmed by 'H NMR, IR and elemental
analysis according to data reported by Aradjo et al. (2018a; 2019a).

3.2, PS-UA and worms modlity and cell viability

Tables 1 and 2 show the results of kinetics and mortality of the
developmental phases of 5. mansoni schistosomule (5 h) and young
worms (21 days), respectively, exposed to PS-UA at 3, 6, 12 and 24 h
intervals.

Data on schistosomules at the first observation interval, 3 h, showed
concentrations of 100 and 50 uM PS-UA already caused 100% mor-
tality, L.e. there was a complete absence of movements throughout the
body (score (). While, schistosomules incubated at 25 and 12.5 pM
achieved 38% and 18% mortality, and 62% and 24% exhibited anterior
and/or posterior movement and no adhesion of suckers to the culture

Table 1

Acta Tropica 201 (2020) 105159

plate (score 1.5), respectively. In addition, 58% of the schistosomules
incubated at 12.5 yM exhibited movement at the anterior and posterior
extremities and ventral sucker adhesion at the bottom or lateral sides of
the plate {score 3). At 6 h, 90% of the schistosomules exposed to 25 pM
had a score of 0 and 100% mortality was reached at 12 h. For the
concentration of 12.5 uM the mortality of 68% and 100% was recorded
at 12 h and 24 h, respectively. The schistosomules exposed to PZQ did
not present any percentage of mortality at the observation intervals, all
(100%) had a score of 1.5.

Meanwhile, for young worms the mortality observed at the first 3-h
observation interval corresponded to 27% and 57% for the concentra-
tions 160 and 200 uM, respectively. Meanwhile, 12 and 90% and 60
and 100% mortality rate were observed after 12 and 24 h of exposure at
both concentrations, respectively. After 24 h, 40% of the worms in-
cubated in 50 pM showed movements in only one or both extremities,
with the absence of peristalsis of internal crgans and suckers not ad-
hering to the culture plate (score 1), and another 40% showed reduc-
tion of movement along the entire body and peristalsis of the internal
organs (score 2) with only 20% showed typical movements, showing
peristalsis of the internal organs, suction cups in movement or adhered
to the bottom or sides of the culture plate (score 3), behavior similar to
the worms of the negative control group. Concentrations of 25 and
12.5 uM showed no relevant motility changes. Meanwhile, all worms of
the positive control group exposed to PZQ maintained a score of 1 atall
other observation intervals.

PS-UA, at concentrations of 100 and 200 pM, significantly reduced
formation of formazan, 50.98% and 85.87%, respectively, when com-
pared to the negative control group. In addition, the concentrations of
100 and 200 uM of PS-UA caused greater cellular inviability of the
young worms of S. mansoni when compared to the positive control
group, worms exposed to PZQ (*»p < 0.01 and °p < 0.001). In addition,
the concentration of 200 pM of PS-UA caused greater cell mitochondrial
non-viability in S, mensori young worms when compared to the positive
control, worms exposed to PZQ (p < 0.001) (Fig. 2).

3.3. PS-UA and worms ultrastructural

A kinetic analysis of ultrastructural changes was performed on
schistosomules and young worms incubated at 12.5 pM and 200 pM PS-
UA concentrations, respectively. Both concentrations resulted in
changes in motility at all time intervals (3, 6, 12 and 24 h) and reached
100% lethaliry at the last observation period.

Schistosomules incubated for 24 h in supplemented RPMI1 1640

Motility score of control worms schistosomulae, treated with Praziquantel (PZQ) and with PS-UA after 3, 6, 12 and 24 h of incubation.

Groups Mean + standard deviation (SD) and percent of worms (%) in motility scores after incubation
3h 6h 12h 24h
0 1.5 3 0 1.5 3 [+ 1.5 3 o 1.5 3
Ctrl Negat. 50 = 0.0 50 = 0.0 50 = 0.0 50 = 0.0
(100%) (100%) (100%) {100%)
Ctrl PZQ 5000 50 £ 0.0 50 £ 0.0 50 £0.0
{100%) (100%) (100%) (1000%4)
10 pM
PS-UA
100 uM 50 + 0.0 50+ 0.0 50 + 0.0 50 + 0.0
(100%) (100%) (100%) {100%)
50 uM 50 £ 0.0 5000 50 £ 0.0 50+ 0.0
(100%) {100%) (100%) (100%)
25 uM 19+ 4.24 31 £5.65 45 + 2.82 5.0 +2.82 50 + 0.¢ 50 + 0.0
(38%) {62%) {90%) (10%) (100%) {10C%)
125 M 9+141 12+ 2.82 29 = 4.24 14 = 282 26 + 4.24 10 +2.82 34 + 5.65 16 + 1.41 B0+ 0.0
(18%4) {24%) (58%) {28%) (52%) (20%) (68%) {32%) (100%)

Note: percentage values of 400 worms (200 worms schistosomiiles per concentration} per group. Two independent experiments.

Score 3 = Presents movement in the anterior and posterior extremities and adhesion of suction cup in the bottom or the lateral of the plate.
Score 1.5 = Presents movements in the anterior and /or posterior extremity and absence of adhesion of the suckers.

core { = complete abserice of motions and integument with or without changes in coloration.
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at the concentration of 2000 mg/kg was the only dose that presented morphological changes in the
liver and kidney.

Keywords: lichen; Cladonin substellata; usnic acid derivatives; antinociceptive activity (phase I and
II); toxicological survey; soluble drug; histopathology

1. Introduction

The lichen biota constitutes about 8% of total vegetation and is used in different cultures around
the world [1]. Lichens present in their symbiotic structure at least one fungus t(heterotrophic
mycobiont) and one or more algae or cyanobacteria (autotrophic photobiont), which produce
secondary metabolites. About 1000 lichen metabolites have been described, of which more than 80%
are exclusive to the moncnuclear, aromatic, depsidone, diphenyl ether, and dibenzofuran classes [2].

Ethnopharmacological research has listed the use of lichens and their derivatives in folk
medicine for a wide range of pharmacological activities, demonstrating astringent, laxative,
anticonvulsant, antiemetic, antiasthmatic, anti-inflammatory, and antibiotic properties, as well as
uses against diarrheal diseases, skin diseases, epilepsy, convulsions, sore throats, and toothaches and
also for the treatment of cardiovascular, respiratory, and gastric diseases [2,3]. The great interest in
finding remedies from natural resources is directly associated with the high cost of synthetic drugs,
which mainly affect economically disadvantaged populations seeking primary care in poor or
developing countries [4].

Among the secondary metabolites of lichens, there is usnic acid (UA) (2,6-diacetyl-7,9-
dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3(2I1,9bII)-dibenzo-furandicne Cistis07), which has a yellow color and
is metabolized by several species widely distributed in tropical and subtropical countries [5]. UA is
naturally found in two enantiomeric forms, differentiated by the orientation of the methyl group
located at position 9b. UA is also attributed with a variety of pharmacological potential, having
gastroprotective, immunostimulatory, antiviral, antimicrobial, anti-inflammatory, antiprotozoal and
antitumor activities [1,6,7].

In addition, pharmacological studies have been carried out to test and develop natural
compounds isolated from lichens for human use related to pain, which is a neurological sign with
nociceptive perception due to unpleasant sensations stimulated by subjective and objective factors of
the system, Both factors are directly related to the mechanisms of pain response in stimulation to
peripheral nerve responses (pain in the first minutes) or more pronounced stimulation (pain lasting
2 10 min after injury) [8]. In this regard, Okuyama et al. [9] evaluated diffractaic acid and UA in a
murine pain model and observed that UA had a very considerable effect when using the acetic acid
contortion method. However, UA has the disadvantage of presenting low aqueous solubility and
high toxicity due to its hydrophobic characteristics related to its physico-chemical properties [10]. As
a result, several studies have aimed at improving the properties of UA, such as the inclusion of usnic
acid p-cyclodextrin [11], usnic acid-polyacrylamide [12], solid lipid nanoparticles [13], PLGA
microsphere encapsulation [14], and the incorporation in polyurethanes [15,16] and in liposomes [17].

Therefore, it is important to introduce new, effective methods to increase the solubility and
dissolution rate of drug candidates in order to improve their oral bioavailability, to increase the
predictability of responses, and/or to reduce the dose [18-20]. Thus, cne of the alternatives for
increasing the bioavailability of UA is to chemically modify it in the form of usnic acid potassium salt
{PS-UA), which optimizes not only its solubility but also its toxicity without decreasing its biological
potential [21-25]. Although lichen substances are widely mentioned in folk medicine, studies of their
chemically modified bioactive molecules are incipient. UA in the form of P5S-UA, inhibits invasion
and metastasis in colorectal cancer [21]; its efficiency against adult snails [22] and different embryonic
stages of Biomphalaria glabrata (vector of schistosomiasis) [23,24] has been demonstrated, as well as
good in vitro activity against adult couples worms of Schisfosoma mansoni at concentrations of 100
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2.2. Signs of Toxicity and Behavioral Analysis of Mice after PS-UA Treatment

The toxic effects of PS-UA through behavicral analyses in mice are shown in Table 1.

Table 1. The parameters related to toxic signs and the behavioral analysis in swiss female mice
assessed after the oral administration of the PS-UA in doses of 500, 1000, and 2000 mg/kg.

Treatments PS-UA (mg/kg)
Control 500 1000 2000

Parameters

Stimulants
Increased respiratory frequency - + +
Piloerection - ++ ++
Stereotyped movement - - +
Fine tremors - - -
Lifting upper train - + +
Depressant
Prostration - +++ ++
Lowering hind quarters - - -
Others
Photophobia - - -
Spasms - - -
Fecal excretion - - +
Abdominal distension - - -
Change: Depression x Shake
Death - - - +

- = no effect; + = low effect; ++ = moderate effect; and +++ = high effect.

T3 ++113

T+ + +

The acute toxicity assay is usually performed to safely determine the dose ranges of substances,
but it can also provide initial information on the mechanisms of toxicity or homeostatic changes [33].
The negative control group did not show behavioral changes, whereas all tested concentrations (500,
1000 and 2000 mg/kg of PS-UA) showed at least some effect, either stimulant, depressant or change
in depression versus agitation. According to Nascimento et al. [34], systemic toxicity is demonstrated
through alterations, emphasizing those that affect both the central and the autonomous nervous
system, as well as somatomotor activity. Moderate and high piloerection and prostration effects were
observed in the initial period after administration of PS-UA at 500, 1000, and 2000 mg/kg. On the
other hand, the reversion of these initial clinic signals after 1 h of administration was observed.

Mice treated with 2000 mg/kg showed the highest number of behavioral changes and were the
only ones with mortality at 48 and 72 h intervals, but this was only a 40% mortality rate. In this
context, we can observe that the PS-UA LDs (although it was not possible io calculate) was shown to
be higher than that of UA 838 mg/kg as reported by Sigma-Aldrich [35]. These results corroborate
with the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) technical specifications
[36], which indicate that substances with an LD= of more than 1000 mg/kg orally are considered safe
or slightly toxic. Thus, we can observe that after the transformation of UA into PS-UA, the result was
a drug with greater bioavailability and a much lower toxic effect.

The toxicity mechanism of UA has not yet been completely elucidated. However, Han et al. [37],
Pramyothin et al. [38], and Joseph et al. [39] have already signaled that UA acts by altering the
integrity of the cellular membrane (lipophlilic characteristic of the drug), allowing the liberation of
hepatospecific enzymes, mainly transaminases. In addition, it causes the destruction of mitochondrial
function (complex I to IV of electron transporting chain), exhibiting the loss of control of the cell
respiration and synthesis of ATP. These studies indicated that UA has a similar effect to that of carbon
tetrachloride, which evolves the generation of free radicals, which results in injuries in both cell and
mitochondrial membranes, expression of genes associated to lipid peroxidation, Krebs cycle, and
apoptosis, increasing the production of reactive oxygen through the electron transporting chain,
leading to cell death.

107



Molecules 2019, 24, 2042 6 of 17

In the USA, these aforementioned hepatocellular damages were confirmed after using
LipoKinetix®, a dietary supplement containing UA. The users who consumed this supplement
showed liver acute collapse, one needing a hepatic transplant. Another patient, after 8 weeks, had
recovered due to specialized accompaniment [40]. Similarly, two other users that had consumed three
capsules a day of UDP-1 (dietary supplement with 150 mg of UA, 525 mg of carnitine, and 1050 mg
of calcium pyruvate per capsule) developed severe hepatoxicity after three months of use and
exhibited fulminant hepatic failure. In one of the cases, liver transplant was necessary.
Histopathological analysis showed cytoplasmic lymphocytic infiltrates and areas with necrosis in the
liver of patients who had used UDP-1 [41].

No significant differences (p > 0.05) in body weight gain were observed for any treatment. In
relation to food and water consumption, it was observed that only the mice in the control group and
treated with 500 mg/kg did not present a significant difference. In contrast, mice treated with P5-UA
at 1000 and 2000 mg/kg showed a reduction {p < 0.001) in food consumption and less water
consumption than control mice Table 2. This may be directly related to the metabolic changes
observed during treatment.

Table 2. The water and food consumption of mice from the controls and those treated with P5-UA.

Treatments PS-UA {mg/kg)
Parameters Control 500 1000 2000
Water consumed (mL) 38.75+1.49 34.10+2.29 27.30£7.094 1940 +£6.114
Food consumed (g) 33.70+£1.29 30,20+ 3.56 2285+3404 1595 +£7.594
Weight gain (g) 3240+ 157 31.66 + 150 3160 £2.15 3188+ 1.84

Significantly different from the control: (p < 0.001) for the 1000 and 2000 mg/kg. Data are the means
+ standard deviations.

The evaluation of these parameters is of great importance, mainly for substances with
therapeutic purposes such as analgesics and anti-inflammatory agents, since adequate infake of
nutrients and water are essential for the potentiality of the drug and/or to avoid gastrointestinal
irritations mainly caused by the administration of these drugs over a prolonged period [42]. At
present, we already have in-depth studies with humans on these mechanisms where the objective
was to more precisely demonstrate drug nutrient interactions and their effects on the bicavailability
of the drugs [43,44).

2.3. Haematological and Biochemical Analyses

The hematopoietic system is one of the most sensitive targets for toxic compounds and serves as
an important indicator, being reliable to evaluate health and safety conditions and very well defined
for the pathophysiclogical changes of blood hemostasis in both humans and the murine model [33].
In this report, both the red blood cell and leukocyte profiles were analyzed as important toxicological
indices. The results described in Table 3 show that PS-UA did not cause severe alterations
(hyperchromic/hypochromic, microcytic/macrocytic and anemia) in the red series.

Table 3. The hematological parameters of the blood of mice treated with PS-UA.

Treatments PS-UA (mg/Kg)

Parameters Control 500 1000 2000

Erythrocytes (105/mm3) 8.81+081 8.88 £0.26 890+0.41 9.16+0.72
Hematocrit (%) 45.75 £3.97 4555+ 1.12 45.65£2.65 47.05+£3.74
Hemoglobin (g/dL) 15.81 £1.40 1553 +£0.36 15.37£0.71 15.76 £1.01
MCV (fL) 51.90+£2.23 51.25+ 146 52.10+£0.82 51.28+1.89

MCH (pg) 17.90 + 0.38 17.35+0.54 17.23+0.17 1715+ 0.41
MCHC (%) 34251095 33.25+0.50 33.25+0.50 33.00 = 0.81
Leukocytes (10/mm?) 221+049 299+0.52 3.65+£0.632 452+ 096"
Segmented (%) 40.75 £9.35 6650 +21.75 75.75:12.61° 7425+853¢2
Lymphocytes (%) 2103841 2670+ 4.67 28.65+8.93 20252214

Monocytes (%) 14.33 +4.93 12.33 + 4.04 16.67 + 2.88 14.83 =2.46
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Significantly different from the control: 2 (p < 0.05) and * (p < 8.001) from the 1000 and 2000 mg/kg
treatments. Data are the means + standard deviations. MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean
corpuscular hemoglobin; and MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration.

However, it stimulated the immune system, with an increase in segmented cells for treatments
of 1000 and 2000 mg/kg. This increase in the number of segmented leukocytes has also been reported
in other studies evaluating the acute toxicity of organic extracts [45,46]. Recently, a study by Oliveira
et al. [47], evaluating the acute toxicity of Pilosocereus gounellei saline extract on mice, observed a
significant increase in the number of segmented cells at a 2000 mg/kg treatment and total leukocytes
at 5,000 mg/kg. According to Kumar et al. [48], the leukogram is the part of the hemogram that
investigates quantitative and/or morphelegical alterations of the leukocyte series. Its quantitative
abnormalities are leukocytosis (increase) and leukopenia (decrease). Leukocytosis can be attributed
to physiological and/or pathological factors such as tissue damage (inflammation) in the example of
the recurrent liver of the exacerbated metabolism of substances which at very high concentrations
present toxicity.

The results of the biochemical analyses are described in Table 4. The treatments with PS-UA
revealed decreased serum levels of cholesterol and triglycerides in the 1000 and 2000 mg/kg
treatments, compared to the control group. This decrease can be directly related to the decrease of
foed intake and is not necessarily caused by metabolic changes (Table 2). Meanwhile, the values of
the biochemical levels of ALT (alanine aminotransferase), AST (aspartate aminotransferase), alkaline
phosphatase, and creatinine increased and varied significantly {p < 0.05) between the groups for the
1000 and 2000 mg/kg treatments (Table 4). These increased serum levels indicate liver hepatotoxicity
and impaired renal function for P5-UA.

Table 4, The biochemical parameters of the blood of mice treated with P5-UA.

Treatments PS-UA {mg/kg)

Parameter Control 500 1000 2000
Albumin (g/dL) 202+028 190019 175 £0.09 1.80+0.18

ALT (UML) 3946 = 2.94 63.39 £ 20.7 86.78.=7.74 " 207.6:+25.00<
AST(U/L) 115.8+6.03 1433£225 229442 45.1 2 3064+ 19.4

Total protein (g/dL) 522+ 0.05 5274013 48520.24" 4870120
Alkalm‘zllt’;ﬁphatase 15.04 2 2.65 19.80 + 4.55 31.0029.39¢ 33.65 £ 6.74

Urea (mg/dL) 45622254 4656217 47.65£1.27 4643 2.25
Creatinine (mg/dl) 041203006  041.600.06 053.40 % 0.02 064,60 £0.12 ¢
Total cholesterol (mg/dL) 9040 +11.95 92.60 + 15.59 6220+ 14.45° 60.50+3.10°
Triglycerides (mg/dL) 133422736 112.8:1182 54,50 £ 7.55¢ 51752813

Significantly different from the control: 2 (p <0.05), ® (p <0.01), and © (p < 0.001) from the 1000 and 2000
mg/kg treatments. Data are the means * standard deviations. ALT: alanine aminotransferase and AST:
aspartate aminotransferase.

2.4, Histopathological Analyses of the PS-UA Treatments

The P5-UA treatments did not show statistically significant differences {p > 0.5) for liver, kidney,
and spleen weights at doses of 500 and 1000 mg/kg compared to the control group: The control group
was 1.51 £0.14, 0.31 £ 0.03, and 0.12 + 0.25; PS-UA 500 mg/kg was 1.53 +0.19, 0.31 £0.01, and 0.11
0.01; and PS-UA 1000 mg/kg was 1.83 +0.22, 0.33 = 0.46, and 0.11 + 0.03. However, in the treatment
with 2000 mg/kg PS-UA, there were changes in the liver and kidney morphologies (increase in
size/weight) compared to the control group (3.06 + (.42 (p < 0.001) and 0.44 + 0.03 (p < 0.001)). Only
the spleen weight (0.12 + 0.02) remained similar to the control.

The histopathological analysis of liver, kidney, and spleen for the control group and the 500,
1000, and 2000 mg/kg treatments with PS-UA can be seen in Figure 3.
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herbarium Geraldo Mariz, Department of Botany of the Federal University of Pernambuco (UFPE),
Recife/PE, Brazil (voucher n® 77.474).

3.2. Extraction and Isolation of Usnic Acid and its Modification info Potassium Salt

C. substellata (120 g) was extracted with diethyl ether (5x) in a Soxhlet apparatus at 40 °C for 16
h. Each extraction was dried at room temperature (28 £ 3 °C). Subsequently, the extracts were filtered
and concentrated to dryness on a rota-evaporator coupled to a water bath at 37 °C. UA was isolated
and purified on a silica gel column (70-230 mesh) and eluted with chloroform-hexane (80:20 v/v). The
fractions obtained were monitored by thin-layer chromatography (TLC), TLC: 0.1 mg samples of the
fractions obtained were dissolved in acetone (0.5 mL). Then, 1 uL of the solution was applied to a
silica gel plate (Gel 60 F254+366 Merck®, Darmstadt, Germany) measuring 20 x 20 cm. TLC assays
were carried out under increasing polarity conditions using solvent system A (toluene/dioxane/acetic
acid, 36:9:1, v/v/v) for the UA. The spots were observed under ultraviolet light (256-366 nm) and
visualized on the plate (Fisatom model 509, Sdo Paulo, Brazil), after spraying of 10% sulfuric acid,
and heated at 50 °C for 20 min. The composition was evaluated by the determinaticn of the retention
factor (Rfy and comparison with the standard single acid [23]. High-performance liquid
chromatography (HPLC), HPLC: A Hitachi chromatograph (655 A-11, Tokyo, Japan) was coupled to
a UV detector (655 A-11, Tekyo, Japan) at 254 nm and a reverse phase column (RP 18 MicroPack
MCH-18, 300-4 mm, Berlin, Germany). The UA was dissolved in diethyl ether (Merk® KGaA,
Darmstadt, Germany) at a concentration of 1.0 mg mL! and injected. The mobile phase consisted of
methanol/deionized water/acetic acid (80:19.5:0.5 v/v/v) with a flow of 1.0 mL min?, 0.04 attenuation
at room temperature (28 = 3 °C). The substance was identified based on its retention time (RT) and
peak area when compared to standard TUJA [23]. The molecular structure was determined by proton
nuclear magnetic resonance ('H-NMR) and carbon (“C-NMR) obtained at 400 MHz in acetone d-6
(Varian UNITY spectrometer, Santa Clara, CA, USA), while infrared spectroscopy (IR) analyses were
performed in a Bruker Fourier spectrometer (model IFS 66, Ettlingen, Germany) with KBr disks
[23,25]. In addition, the optical rotation of UA was determined in a Jasco P2000 polarimeter (Jasco
Incorporated, Easton, MD, USA) at the Analytical Centre of Fundamental Chemistry Department of
Federal University of Pernambuco.

After chemical characterization and confirmation of the purity of UA, 1 g of the compound was
added to 800 mL of water milli-g, and 5 mL KOH (5%) solution was gently dropped until complete
solubilization of UA, until pH 11 was reached. The solution was frozen at —-80 °C, lyophilized
(reaction that give 100% yield), and stored in desiccator. The contirmation of the P5-UA structure was
done through 'H-NMR, and IR and elemental analysis (C, H) was performed using a Perkin Elmer
CHN-2400 (Waltham, MA, USA) at University of 5ao Paulo-USP [23,25].

3.3. Computational Methods

All the calculations where performed using the Gaussian 09 program (Gaussian Inc.,
Wallingford, CT, USA) [28]. The geometry optimization of tautomer UA, which is the most stable
according to previous theoretical studies [29,30], was performed with semi-empirical method AM1,
and the electronic part of equilibrium geometries was obtained in accordance with the ab initio
(DFT —density functional theory) level of theory, with the combination method/basis set being
B3LYP/6-31g+d,p). The same procedure was applied to the anions of UA, formed after each possible
deprotonation on carbons 1, 2 or 3 (Al, A2, and A3, respectively), with or without a previous proton
abstraction, The energies in the aqueous solution were obtained in accordance with the SMD (solvent
model density) implicit solvent model, from the ideal gas equilibrium geometries [56]. Calculation of
ESP charges of UA atoms was performed in accordance with the Breneman and Wiberg algorithm
implemented by the input line (FOP=CHELPG) [57], in both ideal gas and water.

3.4. Acute Toxicity Evaluation
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Acute toxicity experiments were carried out using Swiss webster mice (32 + 2 g) reared at the
Keizo Assami Immunopathology Laboratory (LIKA) of UFPE and kept under a controlled
environment (20 + 2 °C, 12 h light/dark cycle) {libitum/Purina, Sdo Paulo (SP)). All experimental
procedures were only carried out after approval by the Animal Experimentation Ethics Committee
(CEEA) of the Bioscience Center, Federal University of Pernambuco (UFPE) (Process Ne.
23076.015163/2017-65).

The acute toxicity effect of PS-UA was performed according to the guidelines of the Organization
for Economic Cooperation and Development [36]. Acute toxicity (mortality and behavioral changes)
was evaluated by oral administration. PS-UA was dissolved in distilled water to avoid the effect of
salting-out. Mice were divided into 4 groups (n = 5); a control group which received filtered water
and three groups that were treated with PS-UA at doses of 500, 1000 and 2000 mg/kg. Mice were
observed for 5 days. On the first day, behavioral changes were observed every 10 min for 4 h,
followed by two observations one day after administration in order to record toxicity-related
behaviorial signs through the parameters: respiratory frequency, piloerection, stereotyped
movement, fine tremors, lifting upper train, spasms, prostation, lowering hind quarters,
photophobia, fecal excretions, abdominal distension, and death [58]. From the time of treatment,
variations in body weight were determined, as well as the daily consumption of water and food, On
the 5th day after the start of treatment, peripheral blood was collected, then the mice were euthanized,
and the liver, kidney and spleen were removed, weighed macroscopically and processed for
histological evaluation.

3.5. Haematological and Biochemical Analyses

The blood collected was used to evaluate hematological and biochemical alterations. The
following hematologic parameters were analyzed using an automatic analyzer (CELL-DYN Ruby,
Lake Bluff, IL, USA) and optical microscopy (Olympus BX 41, Olympus Corporation of the Americas,
Center Valley, PA, USA.): erythrocytes, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume (MCV),
mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), and
total and differentiated analyses of leukocytes. For the biochemical analysis, blood was evaluated for
albumin, alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase,
total cholesterol, triglycerides, urea, and creatinine using specific kits (Labtest Diagnostica, Lagoa
Santa, Brazil).

3.5. Histopathological Analysis

Histological analyses of the liver, kidney, and spleen of the control and PS-UA-treated animals
were performed by optical microscopy. Fragments of the organs were fixed in buffered formalin (10%
v/v), then dehydrated through a graduated series of ethanol (70, 80, 90, and 100%), diaphonized with
xylol, and embedded in paraffin, Histological sections (5 pm thick) were stained with hematoxylin-
eosin and fitted under coverslips with Entellan resin (Merck, Darmstadt, Germany). The slides were
observed under a Labomed Lx400 microscope coupled to a Moticam 1000 digital camera of 1.3 MP
USB 2.0 using Motic Images Plus 2.0 software (Motic Incorporation Ltd., Hong Kong, China).

3.6. Evaluation of Antinociceptive Activity

3.6.1. Acetic Acid-Induced Writhing Test

Female mice were separated into four groups (# = 6): Group [ treated with oral saline (control),
Group II intraperitoneal indomethacin (20 mg/kg), and Groups II and IV with PS-UA at
concentrations of 10 and 20 mg/kg, respectively. Saline or PS-UA were administered via an
esophageal catheter 1 h prior to acetic acid administration, while indomethacin was given 30 min
before. Each animal received an intraperitoneal injection of 0.85% (v/v) acetic acid in saline and was
then placed in a polyethylene box to record the latency period (time until the first writhing) and the
number of writhes in the interval corresponding to 515 min after the injection of acetic acid (CEEA
process No, 23076.015163/2017-65)[59].
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3.6.2. Formalin Test

The procedure used was similar to that described by Ping et al. [60]. Female mice were divided
into & groups (n = 6) and the following pretreatments were administered: Group [ Vehicle (100 pL of
water, v.o.); Group I Morphine (10 mg/kg}; Group III Indomethacin (20 mg/kg); and Groups IV and
V P5-UA 10 and 20 mg/kg, respectively (v.0.). All animals were treated through gavage. After 60 min,
20 uL of 2.5% (v/v) formalin in saline was injected into the subplantar region of the right hind paw of
each animal. The time spent by the mouse licking its paw was recorded during the first 5 min after
formalin injection (first phase neurogenic pain), as well as 15-30 min after the injection (second phase
inflammatory pain), In order to evaluate the involvement of opioid receptors and the PS-UA action
mechanism, naloxone (5 mg/kg, intraperitoneal) was administered 30 min earlier, morphine 10 mg/kg
+ naloxone for Group VI, and 10 and 20 mg/kg + naloxone for Groups VII and VIII P5-UA,
respectively [61].

3.7. Statistical Analysis

The results are expressed as the means of replicates + standard deviation {(SD). Analysis of
variance (ANOVA) was performed followed by Tukey’s test for multiple comparisons. A p value <
0.05 was adopted as the significance level.

4. Conclusion

PS-UA presented moderate oral toxicity to mice, since no animal death at a dose of 1000 mg/kg
was detected. However, PS-UA promoted hemaiological, biochemical, and histopathological changes
and death at the concentration of 2000 mg/kg. The 500 mg/kg treatment of P5-UA has been shown to
be an interesting dose for future pharmacological investigations without toxic effects. The results also
show that PS-UA had antinociceptive activity and was active against both noninflammatory and
inflammatory pain at the concentrations 10 and 20 mg/kg, being associated with interference of the
opioid receptor pathway. This work contributes to the knowledge of the acute toxicity of PS-UA and
to its pharmacological action for pain.

Supplementary Materials: The Supplementary Materials are available online.
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4., CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstraram efeitos toxicos e teratogénicos do sal de
potassio do acido usnico (SP-AU) nos estagios embrionarios do molusco B. glabrata. Esta
substancia também foi eficiente no combate as cercarias do S. mansoni. Portanto, sugere-se
que o SP-AU possa ser utilizado como alternativa no controle populacional do hospedeiro
intermidiario e sobre a forma infecciosa do patdgeno em concentragcdes ambientalmente

seguras.

Em relagdo aos resultados da avaliacdo esquistossomicida, o SP-AU apresentou uma
maior eficdcia sobre os estdgios evolutivos do S. mansoni do que ao praziquantel (PZQ),
medicamento adotado pela Organizagdo Mundial da Satide. Além disso, os resultados obtidos
pela microscopia eletronica de varredura demonstraram alteracdes ultraestruturais mas

pronunciadas nos tegumentos dos vermes expostos ao PS-UA, quando comparado ao PZQ.

O SP-AU apresentou toxicidade oral moderada em camundongos, uma vez que
nenhuma morte de animal na concentracdo de 1000 mg/kg foi observada. No entanto, o SP-
AU promoveu alteragdes hematologicas, bioquimicas, histopatolégicas e morte na
concentragdo de 2000 mg/kg. A concentragdo de 500 mg/kg do SP-AU demonstrou ser uma
dose interessante para futuras investigagdes farmacoldgicas envolvendo doencgas tropicais e

negligenciadas em modelo in vivo uma vez que ndo apresentou efeitos toxicos.

Portanto, considerando a necessidade urgente de novos moluscicidas e farmacos
esquistossomicidas o os efeitos apresentados pelo SP-AU, essa molécula pode representar um

novo composto para o futuro controle/combate da esquistossomose mansonica.
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ANEXO A — COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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ANEXO B - LINK DO GUIA DOS AUTORES DO PERIODICO ACTA TROPICA
EDITORIAL ELSEVIER

https://www.elsevier.com/journals/acta-tropica/0001-706x/guide-for-authors
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ANEXO C - LINK DO GUIA DOS AUTORES DO PERIODICO DATA IN
BRIEF EDITORIAL ELSEVIER

https://www.elsevier.com/journals/data-in-brief/2352-3409/guide-for-authors
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ANEXO D - LINK DO GUIA DOS AUTORES DO PERIODICO
PARASITOLOGY INTERNATIONAL EDITORIAL ELSEVIER

https://www.elsevier.com/journals/experimental-parasitology/0014-4894/guide-

for-authors
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ANEXOS E - LINK DO GUIA DOS AUTORES DO PERIODICO MOLECULES
EDITORIAL MULTIDISCIPLINARY DIGITAL PUBLISHING INSTITUTE

https://www.mdpi.com/journal/molecules/instructions
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