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RESUMO
A esquistossomose é uma doenca endémica que afeta mais de 200 milhdes de pessoas no
mundo. As principais estratégias de controle a doenca consistem no tratamento de pessoas
infectadas com Schistosoma mansoni e eliminacdo dos moluscos hospedeiros intermediarios
Biomphalaria glabrata. Por outro lado, o cancer é a segunda principal causa de morte no mundo
e para o tratamento e controle da doenca a Organizacdo mundial da satde preconiza a escolha
de mais de uma forma de terapéutica, cirurgia, radioterapia e terapia sistémica. O objetivo geral
deste trabalho foi avaliar a atividade moluscicida, esquistossomicida e antitumoral do extrato
bruto da casca de Schinus terebinthifolia (EB), da fracdo acetato de etila obtida de EB (FAE) e
das fracBes denominadas F3-7 e F8-16 obtidas apds cromatografia de FAE em Sephadex LH-
20®. Foram realizados ensaios com vermes de S. mansoni em diferentes fases evolutivas,
incubados por 120 horas com concentracfes do extrato bruto e suas fracdes. Também foi feito
ensaios de toxicidade e genotoxicidade com moluscos B. glabrata, além do ensaio
ecotoxicoldgico com Artemia salina e avaliacdo da atividade antitumoral in vitro. FAE e F8-16
da casca de S. terebinthifolia foram letais para os moluscos adultos de B. glabrata, apresentando
CLgo de 76,66 e 95,92 pg/mL apds 24 e 48 horas de exposi¢ao e ndo apresentaram toxicidade
ambiental. Para os esquistossomulos as concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL de EB e FAE
causaram 100% da perda de motilidade ao longo do corpo, enquanto a F8-16, apresentaram
100% da perda de motilidade ao longo do corpo nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL e
91,11% na concentracdo de 100 pg/mL, em 120 horas de incubacdo. Para vermes jovens (21
dias), EB e FAE causaram 100% da perda de motilidade ao longo do corpo nas concentracdes
de 200 e 400 pg/mL. Nessas mesmas concentracdes a F8-16, apds incubacdo, 96.67 e 100%
dos vermes jovens ndo apresentaram motilidade ao longo do corpo. E o EB causou 6,25 e
56,25% da perda de motilidade ao longo do corpo (score 0) nos vermes adultos expostos as
concentracdes de 200 e 400 pg/mL, respectivamente. Para as mesmas concentracles, FAE e
F8-16, apresentaram perda de motilidade em 100% dos vermes adultos. Para atividade
antitumoral, 0 EB, FAE, F3-7 e F8-16 apresentaram a CLso de 81,47, 89,22, 80,27 e 234,46 g
/ mL para as células de linhagem de tumor de céncer cervical (HeLa) e para a linhagem de
tumor de cancer de mama (MDA) expostos ao EB, FAE, F3-7 e F8-16 a CLsp foi de 30,38;
21,85; 35,88 e 212,48ug/mL, respectivamente. Portanto, pode-se concluir que o EB e suas
fracOes se mostraram vidveis como moluscicida e antitumoral. O EB, FAE da casca de S.

terebinthifolia mostraram-se viaveis como esquistossomicida de origem vegetal nas



concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL e para F8-16 nas concentracOes de 200 e 400 pg/mL
apos 120 horas de incubag&o.
Palavras-chave: Esquistossomose; moluscicida; Schistosoma; Biomphalaria; Antitumoral;

Antioxidante.



ABSTRACT

Schistosomiasis is an endemic disease that affects more than 200 million people worldwide.
The main strategies to control the disease consist in the treatment of people infected with
Schistosoma mansoni and elimination of the intermediate host mollusks Biomphalaria
glabrata. On the other hand, cancer is the second leading cause of death in the world and for
the treatment and control of the disease the World Health Organization recommends the choice
of more than one form of therapy, surgery, radiotherapy and systemic therapy. The general
objective of this work was to evaluate the molluscicidal, schistosomicidal and antitumor activity
of the crude extract of the bark of Schinus terebinthifolia (EB), of the ethyl acetate fraction
obtained from EB (FAE) and of the fractions denominated F3-7 and F8-16 obtained after
chromatography of FAE on Sephadex LH-20®. Tests were carried out with S. mansoni worms
in different evolutionary phases, incubated for 120 hours with concentrations of crude extract
and its fractions. Toxicity and genotoxicity tests were also carried out with B. glabrata
molluscs, in addition to the ecotoxicological assay with Artemia salina and evaluation of
antitumor activity in vitro. FAE and F8-16 from the shell of S. terebinthifolia were lethal to
adult molluscs of B. glabrata, presenting CL90 of 76.66 and 95.92 ug / mL after 24 and 48
hours of exposure and did not present environmental toxicity. For schistosomules the
concentrations of 100, 200 and 400 pg / mL of EB and FAE caused 100% of the loss of motility
throughout the body, while the F8-16, showed 100% of the loss of motility throughout the body
in the concentrations 200 and 400 pg / mL and 91.11% at a concentration of 100 pg / mL in
120 hours of incubation. For young worms (21 days), EB and FAE caused 100% loss of motility
throughout the body at concentrations of 200 and 400 pg / mL. At these same concentrations,
F8-16, after incubation, 96.67 and 100% of young worms did not show motility throughout the
body. And EB caused 6.25 and 56.25% of loss of motility throughout the body (score 0) in adult
worms exposed to concentrations of 200 and 400 pg / mL, respectively. For the same
concentrations, FAE and F8-16, showed loss of motility in 100% of adult worms. For antitumor
activity, EB, FAE, F3-7 and F8-16 had a LC50 of 81.47, 89.22, 80.27 and 234.46 pg / mL for
cervical cancer tumor cell lines (HeLa) and for the breast cancer tumor (MDA) lineage exposed
to EB, FAE, F3-7 and F8-16 the LC50 was 30.38; 21.85; 35.88 and 212.48jug / mL, respectively.
Therefore, it can be concluded that EB and its fractions proved to be viable as a molluscicide
and antitumor. EB, FAE of S. terebinthifolia bark proved viable as a schistosomicide of plant
origin at concentrations of 100, 200 and 400 pg / mL and for F8-16 at concentrations of 200
and 400 pg / mL after 120 hours of incubation.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria cronica, endémica e de grande
repercussdo social. Devido a alta prevaléncia, gravidade e complicacdo clinica, essa
doenca tem sido considerada um relevante problema de sadde publica em varios paises
tropicais e subtropicais (GRYSEELS et al., 2006; RASO et al., 2007; MORAES, 2011;
PEREIRA FILHO et al., 2014). Estima-se que mais de 261 milhdes de individuos estdo
infectados e cerca de 659 milhdes de individuos vivem em areas de risco consideradas
endémicas (OMS, 2018; SILVA et al., 2019). A doenca é encontrada em 78 paises entre
a Asia, Africa, América Central, do Sul e Oriente Médio (RASO et al., 2007; UTZINGER
et al. 2009; AIRES et al., 2014). Na América, o Brasil é considerado, o pais com maior
prevaléncia, estima-se que cerca de 30 milhdes de individuos vivem em locais com risco
de contaminacéo e dentre estes 6 a 8 milhdes de individuos estdo infectados (AMARAL
et al., 2006; LAMBERTUCCI, 2010; GOMES et al., 2014; SOUZA et al., 2017).

O ciclo da esquistossomose comega com a eliminacéo das fezes, juntamente com
ovos do parasito pelo individuo infectado, em local com agua parada e pouco poluida,
onde os caramujos vetores sdo encontrados (CASTRO, 2009). Os caramujos Sdo
infectados, pelo miracidio e apés 4 semanas no corpo do molusco transforma-se em
cercaria, um unico miracidio tem potencial de originar mais de 100.000 cercérias, que ao
serem liberadas na dgua nadam a procura dos seus hospedeiros definitivos, ou seja, 0
homem ou outros mamiferos (CIDDIO et al,. 2015; NEVES, 2016).

Para o tratamento quimioterapico da esquistossomose, tem sido utilizado o
Praziquantel (PZQ), esta droga tem se mostrado eficaz no controle da infeccdo em
humanos (OMS, 2014; AIRES et al., 2014; NEVES, 2016). Apesar da sua eficiéncia e
seguranca, o uso generalizado desse medicamento tem desenvolvido resisténcia de
algumas espécies de Schistosoma (ABDUL-GHANI et al., 2009; MORAES, 2011;
AIRES et al., 2014). E importante ressaltar que o PZQ ¢ eficaz apenas para as formas
adultas de Schistosoma, portanto, ndo atua sobre o esquistossémulos, formas jovens deste
verme (SABAH et al., 1986; UTZINGER et al., 2003, MORAES, 2011). Portanto, a
procura de novas alternativas terapéuticas, em especial 0 uso de compostos de origem
natural, tem se mostrado bastante promissora.

Varios programas de controle da esquistossomose estdo sendo implementado em
larga escala com intuito de erradicar essa parasitose (JATSA et al., 2015), porém
individuos que vivem nas areas de maior endemismo possuem um acesso ao suprimento

de 4gua muito precério, ou seja, a &gua é obtida de pocos, acudes e cacimbas, locais onde
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moluscos infectados pelo S. mansoni podem estar presentes (BARBOSA, 2015). No
Brasil, a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) juntamente com as Secretarias
de Vigilancia Sanitaria dos estados e municipios, trabalham para o controle desta doenca
(CANTANHEDE et al., 2010; KATZ, 2018), porém a endemia persiste.

A interrupcéo do ciclo de vida do parasita € essencial para impedir a transmissédo
da doenca. Além do tratamento quimioterapico de individuos infectados, faz-se
necessaria a utilizacdo de meios alternativos de interrupgdo da transmissdo através da
reducdo de hospedeiros intermediarios em locais endémicos e a implementacdo de
saneamento basico para evitar a contaminacao hidrica (KING; BERTSCH, 2015).

No Brasil ocorrem dez espécies do género Biomphalaria, sendo trés espécies
hospedeiras naturais do S. mansoni: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e
Biomphalaria tenagophila (MS, 2008). O controle quimico é utilizado para reduzir as
populacdes destes hospedeiros intermedidrio sendo a Niclosamida o moluscicida
recomendado pela OMS e ANVISA. Esta substancia sintética, € muito eficaz no combate
aos moluscos vetores, porém apresenta alto custo em sua aplicacao, se decompde sob luz
solar e apresenta elevado nivel de toxicidade para organismos ndo-alvo, como peixes,
anfibios e plantas (PARAENSE 1972; CARVALHO et al., 2008; REY, 2011; NEVES,
2016; FARIA et al., 2018). A procura por moluscicidas de origem natural, ndo toxico ao
meio ambiente e eficaz no combate aos moluscos adultos e a fase larval infectante do
parasita se faz necessaria, surgindo como alternativa aos compostos sintéticos
(SANDERSON; BERTLETT; WHITFIEKD, 2002; MOHAMED METWALLY;
MAHMOUD, 2005; SINGH et al., 2010; MORAES, 2011; FARIAS et al., 2018).

A busca por novos compostos para o controle da esquistossomose se intensificou
sobre os produtos de origem natural, sendo observados na literatura diversos trabalhos
que reportam o estudo da atividade anti-helmintica e moluscicida de produtos naturais
como plantas (SINGH et al., 2010; KIROS et al., 2014; MANDEFRO et al., 2017;
FARIAS et al., 2018) e liquens (SILVA et al., 2017; ARAUJO et al., 2018; SILVA et al.,
2019)

Neste contexto, o Schinus terebinthifolia Raddi pertencente a familia
Anacardiaceae, conhecido popularmente como e aroeira-da-praia com ampla distribuicéo
no Brasil e bastante encontrada no bioma caatinga tem sido investigado como uma
alternativa para o tratamento e controle da esquistossomose (ALBUQUERQUE e
OLIVEIRA 2007; BENDAOUD et al., 2010; NAPOLEAO et al., 2011; BARBIERI et
al., 2014).
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Outros estudos com extratos de origem natural também tém sido realizados no
combate a diferentes patologias, como por exemplo, o cancer. Estas pesquisas tém como
principal alvo, investigar a atividade antitumoral de produtos naturais oriundos de plantas.
Sabendo-se que o cancer é a segunda principal causa de morte no mundo, e que 0
tratamento convencional como a quimioterapia pode ocasionar diferentes efeitos
colaterais ao paciente, o desenvolvimento e descobertas de principios ativos de plantas
com fung&o de combater as células tumorais sem causar tantos efeitos colaterais passou a
ser importante para a terapéutica do cancer (MOLASSIOTIS et al. 2005; NEWMAN et
al., 2003; CRAGG et al.,, 2013; IYER et al., 2013; MARKMAN et al., 2013;
CHINEMBIRI et al., 2014; CORDOBA, 2017).

A espécie S. terebinthifolia, aroeira-da-praia, € utilizada popularmente como
analgeésico, antibacteriano, anti-inflamatorio, anti-ulcerativo, antioxidante, antifangico e
repelente térmita, podendo ser promissora como antitumoral (ALBUQUERQUE e
OLIVEIRA 2007; BENDAOUD et al., 2010; NAPOLEAO et al., 2011; BARBIERI et
al., 2014).

Considerando a diversidade de uso terapéutico poupular desta planta nativa nesse
trabalho se buscou avaliar a eficacia de preparacdes obtidas da casca de S. terebinthifolia
no tratamento da Schistosoma e em diferentes fases do seu ciclo bem como de sua

atividade antitumoralpara duas linhagens de células cancerigenas.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivos gerais

Avaliar acdo moluscicida, genotoxica, esquistossomicida, antitumoral e antioxidante

do extrato bruto da casca de S. terebinthifolia Raddi e suas fragdes.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar qualitativamente e quantitativamente, o perfil cromatogréafico do extrato
bruto da casca de S. terebinthifolia e suas fracdes por meio de CCD e HPLC.
Investigar atividade esquistossomicida do extrato bruto da casca de S. terebinthifoliae
suas fracOes e sobre vermes S. mansoni.

Analisar alteragdo no tegumento dos vermes de S. mansoni expostos ao extrato
brutoda casca de S. terebinthifolia e suas fraces por meio de microscopia eletronica;
Avaliar atividade moluscicida contra os moluscos adultos de B. glabrata expostos as
fragcOes da casca de S. terebinthifolia;

Verificar acdo genotoxica da casca de S. terebinthifolia e suas fracGes sobre os
hemdcitos B. glabrata por meio do teste do micronucleo e ensaio cometa.

Avaliar o0 mecanismo de agdo do extrato bruto da casca de S. terebinthifolia e suas
fracBes sobre os moluscos adultos B. glabrata por meio de teste de micronicleo e
ensaio de cometa.

Verificar a acdo ecotoxicoldgica das fraces da casca de S. terebinthifolia por meio

do bioensaio com o microcrustaceo, Artemia salina.

Identificar a atividade citotoxica “in vitro” do extrato bruto da casca de S.

terebinthifolia e suas frac6es sobre as linhagens de células tumorais e ndo tumorais
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Schistosoma mansoni

Parasitas do género Schistosoma fazem parte do Reino Animalia, filos
Platyhelminthes, pertencem a classe Trematoda, subclasse Digenea; ordem Strigeidida;
familia Schistosomatidae (FERNANDES, 2014). As espécies dessa familia possuem sexo
separado, com dimorfismo sexual bem definido e sdo considerados helmintos de vaso
sanguineo de mamiferos, aves e alguns répteis (SCELL, 1970; MORAES, 2011; NEVES,
2016).

As populagdes das regides tropicais e subtropicais, principalmente, de paises em
desenvolvimento, sdo frequentemente afetadas por varias espécies de trematddeos, ou
seja, sdo responsaveis por alta endemicidade da esquistossomose no mundo (CHITSULO
et al., 2000; STEINMANN et al., 2006; MORAES, 2011).

O helminto do género Schistosoma, foi descrito por Bilharz em 1852, durante uma
necropsia de um rapaz, chamando de Distomum haematobium. Mais tarde, weiland
chamou o género deste verme Schistosoma. A espécie Schistosoma mansoni foi descrito
por Sambon (1907) em Londres, ao analisar as amostras de fezes de individuos infectados.
Nesta mesma época e de forma independente, no estado da Bahia, Brasil, o Dr. Piraja da
Silva também descreveu uma espécie de Schistosoma e a denominou de Schistosoma
americanum (CARVALHO et al., 2008; NEVES, 2016).

De acordo com Neves (2016), a morfologia do género S. mansoni varia de acordo
com a fase evolutiva do parasito (Figura 1): ovos, miracidios, esporocistos, cercarias
vermes adultos (macho e fémea).

No ovo, na sua forma madura, nota-se a presenca de miracidios pela transparéncia
da casca. Ele possui um comprimento de 150 pum por 60 um de largura, tem formato oval
e ndo possui opérculo; na porcdo mais larga exibe um espinho.

O miracidio tem tamanho médio de 160 a 180 um de comprimento por 60 um de
largura, exibe formato redondo com células epidérmicas na qual os cilios séo
introduzidos, facilitando a motilidade dos miracidios no meio aquético.

As cercarias exibem um comprimento de aproximadamente 500 pm, cauda
bifurcada medindo 230 por 50 um e corpo cercariano com 190 por 70 pm. Apresentam
duas ventosas, uma oral que exibe as terminacGes denominadas de glandulas de
penetracdo e outra ventral (acetdbulo). Esta ultima é superior & ventosa oral e exibe
musculatura mais avancada (CARVALHO et al., 2008; MORAES, 2011; NEVES, 2016).
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Apds a entrada das cercarias no hospedeiro definitivo, transcorre algumas
modifica¢Oes estruturais, essas alteragdes ocorrem devido a mudanca do ambiente.
Ademais, depois da perda da cauda, rapidamente o verme de Schistosoma gera uma
camada de microvilosidade por cima de toda a extensdo do tegumento, alterando a
respiracdo, de aerdbica para anaerobica, no entanto, produz uma sensibilidade a dgua e
uma resisténcia ao sistema complemento, alterando o glicocélice e também alterando a
membrana trilaminar para a heptalaminar. As modificag0es estruturais acima relatadas
sdo necessarias para formar outra fase larval denominada de esquistossémulo, que se
mantém por dois a trés dias nos tecidos da derme. Apos esse periodo, caso nao sofram
acao do sistema imune do hospedeiro, e sejam eliminados, os vermes jovens atingem a
corrente sanguinea dos vasos cutaneos e percorrem em direcdo ao coragdo e pulmdes
através da circulacdo. Depois da segunda semana, 0s vermes podem ser encontrados no
sistema porta intra-hepatico, onde eles exibem pigmento hematico no intestino, crescem
e se tornam vermes maduros apos quarta semana (STIREWALT, 1974; REY, 2008, 2011,
NEVES, 2016).

O macho adulto de S. mansoni, possui cor esbranquicada, mede 1 cm de
comprimento e é revestido por minuscula projecdo denominada tubérculo. Exibe corpo
separado em duas partes: anterior, onde pode ser encontrada a ventosa oral e ventral
(acetébulo) e posterior na qual se encontra canal ginec6foro (dobras laterais do corpo no
sentido longitudinal para hospedar a fémea). A fémea adulta possui 1,5 cm de
comprimento, forma cilindrica, cor mais escura que a do macho e extremidades afiladas,
possuindo tegumento liso com discretas estrias paralelas. Na regido anterior se encontra
a ventosa oral e 0 acetdbulo e no inicio da porcéo posterior observa-se em sequéncia a
vulva, Gtero e o ovario. Toda porcao posterior é preenchida pelas glandulas vitelégénicas
(ou vitelinas) e o ceco (ERASMUS, 1973, 1986; MACHADO-SILVA et al., 2008;
MORAES, 2011; NEVES, 2016).
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Figura 1 - Morfologia das diferentes fases evolutivas, ovo, miracidio, cercaria e
verme adulto (maho e femea).

Fontes: http://www.biologia.seed.pr.gov.br;http://www.cdipd.org;

http://scan.myspecies.info; http://www.biologia.seed.pr.gov.br.
2.2 Esquistossomose

A esquistossomose ou bilharziose ¢ uma doenca de veiculacdo hidrica,
amplamente relacionada com a falta do saneamento basico e condic¢do socioeconémica,
ambiental, sendo classificada pela organizacdo mundial de salde como uma doenca
negligenciada. E uma infeccdo parasitéaria, considerada endémica em zonas rurais ou em
municipios com baixo poder aquisitivo, essencialmente em paises em desenvolvimento
(CANTANHEDE et al., 2010; SILVA, 2011; SILVA et al., 2012; PINTO, 2013). Esta
patologia tem como principais agentes etioldgicos para 0 homem, as espécies S. mansoni,
S. haematobium, S. japonicum, S. Intercalatum, S. mekongi e S. malayensis. (CHITSULO
et al., 2000; BROOKER, CLEMENTS, BUNDY, 2006; GRYSEELS et al., 2006;
CANTANHEDE et al., 2010; MORAES, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de 261 milhdes de
individuos estejam infectados e outras 659 milhdes vivam em &reas de risco de infecgdo
(OMS, 2018; SILVA et al., 2019). A doenca é encontrada em 78 paises entre a Asia,
Africa, América Central e do Sul e Oriente Médio (RASO et al., 2007; UTZINGER et al.,
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2009; AIRES et al., 2014). Na Ameérica Sul, a doenca é distribuida em regido do Caribe,
Venezuela e Brasil, na Africa e Mediterraneo incluem a regifo do Delta do Nilo entre
outros paises, como Egito e Suddo (MS, 2008; SILVA et al., 2011; MARTINS et al.,
2014). Foram reportadas que em 2016 cerca de 219,9 milhdes de pessoas necessitaram de
tratamento preventivo para esquistossomose e destas, 89 milhGes de pessoas foram
informadas e tratadas. Outro estudo realizado em 2017 mostra que 98,7 milhdes de
pessoas conseguiram o tratamento preventivo em mais de 50 paises, onde o indice da
transmisséo € reportado como moderado a alto (WHO, 2018; MENDES, 2019).

A Organizagdo Mundial de Salde considerou a esquistossomose como a terceira
doenca parasitéaria de alta frequéncia no mundo, e a segunda maior doenca tropical,
ficando atras apenas da malaria (FERREIRA et al., 1998; RAGHAVAN, 2003; LOPES
etal., 2011). De acordo com a estatistica da OMS (2010), em 2008 nas América, cerca de
7,1 milhdes de individuos estavam infectados pela doenca, destes 95% encontram-se no
territdrio brasileiro.

Vaérios relatos na literatura apontaram que a esquistossomose chegou ao Brasil no
periodo colonial trazidos pelos africanos escravizados, infectados pelo S. mansoni, sendo
detectado e descrito pela primeira vez pelo médico Augusto Piraja da Silva, no estado da
Bahia (KATZ, 2003). A expansdo e a permanéncia da doenga foram facilitadas pela
migracdo de pessoas infectadas, devido ao desenvolvimento de novas atividades
econbmicas e a producdo industrial, relacionada ao intenso processo de urbanizacéo,
precarias condi¢des socioecondmicas, as dificuldades de acesso aos servicos da saude, as
mas condicBes de tratamento da agua e esgoto e a falta de educacdo e salde, e além da
dispersdo dos moluscos vetores (COIMBRA JUNIOR, 1984, 1994; KATZ, 2000;
ARAUJO, 2004; MORAES et al., 2014).

No Brasil a esquistossomose mansodnica € considerada como importante problema
para a saude publica. Em 1907 no estado da Bahia, BrasH; a esquistossomose mansonica,
como ja mencionado, foi descoberta pela primeira vez pelo Piraja da Silva (AMARAL et
al., 2006; MORAES, 2011; FAVRE et al., 2015; NEVES, 2016). Conhecida
popularmente, no Brasil por xistossomose, xistosa, moléstia de Piraja da Silva, doenca
dos caramujos ou barriga-d'agua; sendo esta ultima expressdo escolhida por causa da
ascite que se desenvolve no individuo infectado (KATZ; PEIXOTO, 2000; AMARAL et
al., 2006; MORAES, 2011; NERES et al., 2011; REY, 2011).
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Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria/MS (2008) dos 27 estados
brasileiros, a transmissdo da esquistossomose ocorre em 19 unidades federativas:
Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande de Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e
Minas Gerais, enquanto os estados do Pard, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Santa Catarina, Parana, Rio Grande de Sul, Goias e Distrito Federal, sdo
consideradas &reas focais com menor nimero de prevaléncia (Figura 2) (MARTINS-
MELO et al., 2014). As regides litoraneas sdo consideradas areas de maior ocorréncia da
esquistossomose, abrangem desde a regido norte até o Sul, sendo endémica em varios
estados da regido Nordeste e Sudeste (ARAUJO, 2004; KATZ, 2018).

Figura 2 - Locais de prevalencia da Esquistossomose no Brasil.
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Fonte: http://bvsms.saude.qgov.br/bvs/publicacoes/vigilancia

esquistossome mansoni diretrizes tecnicas.pdf

Os estados do Nordeste s&o marcadamente endémicos, e Pernambuco destaca-se
como o de maior prevaléncia. Historicamente, a esquistossomose neste estado é
caracterizada como uma endemia rural. Dos 186 municipios do estado 102 sdo
considerados endémicos, e localizam-se predominantemente na Zona da Mata e Litoral.
Os municipios como Una, Sirinhaém, Ipojuca, Jaboatdo e Goiana sdo consideradas
municipios com alta prevaléncia da esquistossomose. Das 242,419 pessoas examinadas
em 2015 a prevaléncia média foi de 3,0% e o nUmero de dbito foi de 181 pessoas durante

0 periodo de 2005 a 2014. Pernambuco apresentou a maior taxa de mortalidade nesse
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mesmo periodo, ao comparar com a meédia nacional de outros estados do Nordeste
(PERNAMBUCO, 2015; COSTA et al., 2017). Desde 1992, a propagacdo da
esquistossomose vem sendo registrada nas areas litoraneas do estado, os casos agudo da
doenca em pessoas da classe média/alta tem sido detectado (GONCALVES et al., 1992;
BARBOSA et al., 2015). Os criadouros dos moluscos nas areas litoraneas podem ser
encontrados, principalmente ao redor das residéncias e no periodo chuvoso estes
criadouros transbordam causando aumento na infeccdo humana (PAREDES et al., 2010;
BARBOSA et al., 2010, 2011; NETO et al., 2013).

2.3 Ciclo da esquistossomose

A biologia de S. mansoni é bastante interessante, transita por diferentes fases
evolutivas e habita em hospedeiros de formas distintas, além de possuirem ampla
capacidade de aclimatacdo, reproducdo e resisténcia. As fases evolutivas do ciclo
bioldgico de S. mansoni contém duas etapas da vida parasitaria, uma que inicia no
hospedeiro intermediario e outra no hospedeiro definitivo. Durante o ciclo evolutivo, as
fases de miracidios e da cercéria possuem vidas livres em ambiente aquatico (ROSS et
al., 2002; BLANCHARD, 2004; GRYSEELS et al., 2006; MORAES, 2011, NEVES,
2016). Geralmente, o ciclo assexuado de S. mansoni é efetuado nos moluscos das
espécies B. glabrata, B. straminea, B. tenagofila (INOBAYA et al., 2014; BARBOSA et
al., 2012). A compatibilidade dos hospedeiros intermediarios a diferentes linhagens do
parasito e a sua distribuicdo geogréafica contribui para alta prevaléncia da esquistossomose
(HAGAN, GRYSEELS, 1994; MORAES, 2011; NEVES, 2016).

Os pares dos vermes adultos de S. mansoni albergam-se em vénulas terminais do
plexo mesenteérico inferior que drenam a parede intestinal. Em torno de 300 a 400 ovos,
sdo depositados pelas fémeas dentro das vénulas. De acordo com o padrdo experimental,
avalia-se que cerca da metade a um terco desses ovos chegam ao ambiente externo por
meio das fezes. A deposicao dos ovos pelas fémeas no hospedeiro ocasiona a inflamacao
e pode gerar uma abertura da parede da vénula liberando os ovos nos tecidos
perivasculares, que em seguida chegam a luz intestinal. Os vermes de S. mansoni tém
uma vida média de cinco anos, porém ha relatos que em alguns casais conseguiram viver
mais de 30 anos eliminando ovos. Os ovos eliminados podem durar uma semana até a sua
completa maturagéo, o miracidio formado (ROSS et al., 2002; GRYSEELS et al., 2006;
MORAES, 2011; NEVES, 2016).

Portanto, o ciclo comeca, com a eliminagéo das fezes, juntamente com ovos do

parasito pelo individuo infectado, em local com &gua parada e pouco poluida (Figura 3).
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Os ovos que conseguem alcancar ambiente externo, possuem uma vida média de 24 horas
em fezes liquidas e 5 dias em fezes sdlidas. No momento em que 0s ovos, alcangcam a
agua e ocorre a eclosdo, liberam os miracidios, que s&o o aspecto larval do parasito que
penetram no molusco vetor, em torno de 8 horas, com a influéncia da temperatura. O
desenvolvimento para sua forma larval depende da temperatura, intensidade da luz e da
oxigenagdo. Apo6s 3 a 5 dias transformam-se em cercérias no corpo do molusco, ou seja,
dentro do molusco os helmintos se reproduzem assexuadamente, originando as cercérias.
Apbs 30 dias as cercarias sao liberadas na agua e nadam a procura do seu hospedeiro
definitivo (ROSS et al., 2002; BLANCHARD, 2004; MS, 2005; GRYSEELS et al., 2006;
BARBOZA et al., 2012; MORAES, 2011; NEVES, 2016).

As cercarias entram em contato com hospedeiro definitivo através da pele; ao
penetrar, elas perdem a cauda tornando-se esquistossdmulo. Atingindo a circulacao
sistémica, os helmintos jovens transitam por meio de pulmdes e do figado. Em torno de
5 semanas depois da infeccdo, estando albergados nas veias mesentéricas, os helmintos
alcancam a maturidade sexual e as fémeas comegcam a ovoposicdo. Apds 40 dias da
penetracdo das cercarias, 0s ovos comecam a surgir nas fezes. De um modo geral, no
hospedeiro definitivo o helminto se transforma de cercaria para esquistossdmulo de pele,
esquistossomulo pulmonar, verme imaturo, e verme adulto macho ou fémea (ROSS et al.,
2002; BLANCHARD, 2004; GRYSEELS et al., 2006; MORAES, 2011; NEVES, 2016).
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Figura 3 - Ciclo biologico da Esqustossomose.
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2.4 Aspectos Clinicos da esquistossomose

Na maioria das pessoas, que habitam areas de maior endemismo, a infeccdo ocorre
na infancia e em muitos casos passa de forma despercebida sem diagndstico, devido a
auséncia de sintomas. A infec¢do por S. mansoni pode ocasionar manifestacGes clinicas
distintas que irdo depender da idade do paciente, estado nutricional, localizacdo do
parasito, intensidade do parasitismo, o tipo de linhagem do parasito, resposta imune a
infeccdo, além da reacdo do organismo do paciente a presenca do ovo de Schistosoma
(REY, 1991; KATZ; ALMEIDA, 2003; CARVALHO et al., 2008; CASTRO, 2009).

A esquistossomose pode ser classificada em fase aguda ou cronica, sendo que a
fase aguda se divide em duas fases distintas: fase pré-postural e pos-postural. A fase pré-
postural inicia-se com a penetracdo da cercéria através da pele do hospedeiro definitivo,
isso geralmente, acontece de 10 a 35 dias apds a infeccdo e pode apresentar diversos
sintomas clinicos como dermatite cercariana acompanhada de coceira e vermelhdo, além
de mal-estar com ou sem febre; ainda pode exibir sintomas, como febre, sudorese,
cefaleia, dores musculares, cansaco, inapeténcia, emagrecimento, tosse, dor abdominal e
um quadro de hepatite aguada (RASO; NEVES, 1965; CASTRO, 2009; NEVES, 2016).
No entanto, alguns individuos durante esta fase podem ser assintomaticos, isto vai
depender da carga parasitaria, caracteristicas dos pacientes e outros fatores citados
anteriormente. A fase pds-postural comegca com a postura do ovo no sistema porta-
hepético, ap6s a mobilizacdo e maturacdo dos vermes. Os sintomas dessa fase incluem

mal-estar, febre alta, ndusea, cefaleia, anorexia, calafrios, tosse, sudorese, fendmeno
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alérgico, diarreia, disenteria, colica, emagrecimento, eosinofilia, leucocitose,
hepatoesplenomegalia discreta e modificagcbes discretas das fungdes hepaticas
(CASTRO, 2009; NEVES, 2016). A fase aguda se desenvolve para a fase cronica em um
intervalo de 4 a 6 meses (NEVES, 2016).

A fase cronica pode ser caracterizada pelas quatro formas clinicas: intestinal,
hepatointestinal, hepatoesplénica compensada e hepatoesplénica descompensada. O
sintoma mais frequente na forma intestinal € a diarreia, dor abdominal, inapeténcia e
cansaco. A forma hepatointestinal apresenta sintomas semelhantes, as da forma intestinal,
porém o0s sintomas se encontram mais acentuados. Nesta fase o figado e o ba¢o também
apresentam volume aumentado denominada hepatoesplenomegalia. A forma
hepatoesplénica confere a caracteristica da doenca, ou seja, é considerada a forma mais
grave da esquistossomose mansénica (PORDEUS et al., 2008; CASTRO, 2009; NEVES,
2016).

O figado aumenta devido a reacdo inflamatdria granulomatosa, ocasionada pela
mobilizacdo de ovos do parasito nesse 6rgdo (WARREN, 1972; NEVES, 2016). A
manifestacdo clinica da esquistossomose hepatoesplénica pode ser classificada em
compensada e descompensada. A forma compensada exibe as manifestacGes, como
hepatoesplenomegalia e fibrose hepatica. Os individuos com a forma descompensada
podem exibir hipertensdo portal, desenvolvimento de circulagdo colateral, hematémese,
ascite, varizes do estomago, anemia acentuada, desnutricdo e quadro de hiperesplenismo
(BARBOSA; GOMES, 2008; NEVES, 2016).

2.5 Hospedeiros Intermediarios

Como foi citada anteriormente a esquistossomose é uma helmintiase humana que
utiliza o molusco do género Biomphalaria, Bulinus e Oncomelania, como hospedeiro
intermediario. (GRYSEELS et al., 2006; RASO et al., 2007; OMS, 2013, 2014;). Os
géneros Oncomelania e Neutricula sdo considerados hospedeiros intermediarios da
esquistossomose intestinal na Asia para dois tipos de trematddeo, S. japanicum e S.
mekongi, respectivamente. O género S. Intercalatum possui como hospedeiro
intermediario o género Bulinus, conhecido como causador da esquistossomose intestinal
na Africa (BRASIL, 2008; MUNIZ 2007; SERAPIAO et al, 2009; NALUGWA et al,
2010).

Na América latina, especialmente no Brasil, com maior endemicidade, o género

Biomphalaria € o vetor da transmissdo. Existem 10 espécies e uma subespécie deste
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género no territorio brasileiro, entre 0s quais somente trés espécies sdo hospedeiros
naturais do trematddeo S. mansoni: B. glabrata (SAY, 1818), B. tenagophila (ORBIGNY,
1835) e B. straminea (DUNKER, 1848), os restantes sdo considerados espécies ndo
hospedeiras, B. amazonia (PARAENSE, 1966), B. peregrina (ORBIGNY, 1835) e como
hospedeiros potenciais e B. intermédia (PARAENSE & DESLANDES, 1962), B.
kuhniana (CLESSIN, 1883), B. schrammi (CROSSE, 1864), B. oligoza (PARAENSE,
1975), B. occidentalis (PARAENSE, 1981) e B. tenagophila guaibensis (PARAENSE,
1984) (MS, 2007; CORREA; PARAENSE, 1971; PARAENSE; CORREA, 1973;
NEVES, 2016). Os moluscos, hospedeiros intermediarios da esquistossomose no Brasil,
fazem parte do filo Molusca, Classe Gastropoda, Subclasse Pulmonata, Ordem
Basommomatophora, Familia Planorbidae e Genero Biomphalaria (NEVES, 2016). Na
regido Nordeste, os moluscos hospedeiros intermediarios amplamente encontrados séo B.
glabrata e B. straminea (BARBOSA; GOMES, 2008; BARBOZA et al., 2012).

A espécie B. glabrata (Figura 4) ¢ amplamente encontrada ao longo da faixa
costeira do Nordeste e em algumas regides do norte, sudeste, centro-oeste e sul do Brasil.
Sdo espécimes hermafroditas, ou seja, capazes de se autofecundarem, vegetarianas,
habitam colecdes de &gua doce com étima insolacao, temperatura media da agua em torno
de 20e 26 °C, pH entre 6 a 8, salinidade de 3/1000, preferencialmente em &guas paradas
e rasas, pouco poluidas como lagoas, lagos, pocas, remansos de rio, riachos, canais de
irrigacdo, plantacédo de arroz ou, em qualquer local alagado. (BARBOSA; GOMES, 2008;
ALMEIDA, 2010; NEVES, 2016). Além dessas areas, também possuem a capacidade de
sobreviver em regides, onde ocorrem secas sazonais, produzindo mecanismos de
resisténcia a dessecacdo, ou seja, 0s moluscos permanecem em estado de estivacdo e ainda
podem hospedar formas imaturas de S. mansoni. Quando as condi¢fes ambientais voltam
a ser propicias, os moluscos saem do estado de estivacdo e se multiplicam rapidamente
repovoando o criadouro, um Unico espécime € capaz de gerar mais de 10 milhGes de
descendentes. No Brasil, o B. glabrata é considerado o hospedeiro mais eficaz, devido a
sua compatibilidade para diferentes linhagens do parasito, contribuindo pelo aumento de
infeccdo do molusco, dando mais sobrevida e liberando mais cercérias (BARBOSA,;
GOMES, 2008; NEVES, 2016).

O molusco B. glabrata adulto chega a medir de 20 e 40 mm de didmetro, com a
largura de 5 e 8 mm, podendo conter de seis a sete giros, exibem prepucio alongado com

numerosos ventriculos e ramificacdes, vagina igual a uma bolsa bem definida
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(denominada bolsa vaginal) e dilatacbes nas laterais (BARBOSA; GOMES, 2008;
NEVES, 2016). Além disso, os moluscos apresentam uma crista renal, que confere
caracteristica taxonémica exclusiva do hospedeiro (PARAENSE; DESLANDES, 1955;
NEVES, 2016). Segundo Barbosa e Gomes (2008), a espécie B. glabrata também pode
se reproduzir por fecundagdo cruzada, quando encontrados em grupos. Geralmente,
ovipdem massas ovigeras (desovas), a noite, principalmente em suportes solidos. As
desovas sdo cobertas por uma membrana gelatinosa, que recebe o nome de cépsula
ovigera. O desenvolvimento embrionario ocorre durante o periodo de 7 a 9 dias, passando
por diferentes fases larvais. (KAWANO, 1992, NEVES, 2016).

Portanto uma das estratégias de combate a esquistossomose ocorre por meio da
eliminagcdo do molusco B. glabrata. Atualmente sdo utilizados moluscicidas quimicos,
que apresentam eficacia na eliminacédo ou reducdo das formas adultas e embrionarias dos
moluscos, porém com baixa especificidade, danificando a fauna e flora do local de
aplicacdo (MCCULLOUGH et al., 1980; CANTANHEDE et al, 2010). Sendo assim,
varios produtos quimicos originarios de vegetais tém sido estudados no sentido de
descobrir substancias que visam combater os moluscos vetores da esquistossomose sem
causar tantos efeitos danosos ao ambiente aquatico (MCCULLOUGH et al., 1980;
MARSTON; HOSTETTMAN, 1985; CLARCK et al.,1994; NASCIMENTO, 2006;
CANTANHEDE et al, 2010; SILVA et al., 2017; ARAUJO et al., 2018; SILVA et al.,
2019)

Figura 4 - Foto do molusco da especie Biomphalaria glabrata
Say, 1818

Fonte: www.xenophora.org
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3 HISTORICO SOBRE ESTRATEGIAS PARA O CONTROLE DA
ESQUISTOSSOMOSE

As principais estratégias utilizadas, nos programas nacionais e internacionais de
controle a esquistossomose sao: tratamento de pessoas infectadas pelo uso de
quimioterapia em massa, por meio do Praziquantel (PZQ); eliminacdo de moluscos
hospedeiros intermediarios pelo controle quimico; prevencdo de contamina¢do humana,

educacdo e comunicacdo, saneamento basico e higiene (TLAMCANI; ER- RAMI, 2014).

O método utilizado para eliminacdo ou reducdo dos moluscos hospedeiros
intermediarios tém recebido mais atencdo em todo mundo pelos programas de controle &
esquistossomose. No entanto, os programas de controle a essa patologia, ainda continuam
a dar mais atengdo ao uso de quimioterapia em massa, utilizando Praziquantel (PZQ) para
reduzir o nimero de pessoas infectadas em todas as regides endémicas (OMS, 2006;
GURARIE et al, 2015).

No Brasil, em 1975 foi elaborado o Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE). Esse programa foi implantado e fez parte da principal
estratégia da campanha da Superintendéncia de Campanha da Saude Publica (SUCAM),
que visava controlar a esquistossomose em todas as regides endémicas do pais. Para
execucdo do programa foram tomadas as seguintes medidas: realizacdo de inquérito
coproscopico e malacolégico, feita para definir o perfil epidemiol6gico da doenca
(BARBOSA; GOMES, 2008; ROLLEMBERG et al, 2011; NEVES, 2016).

Para medidas de tratamento dos doentes e controle da doenca foi utilizado
tratamento quimioterapico em grande parte da populacdo. Para o controle dos moluscos
vetores foi usado a Niclosamida, moluscicida sintético, recomendado pela Organizacao
Mundial de Satde (OMS). Medidas de saneamento basico e educacdo em salde, além da
vigilancia epidemioldgica e tratamento das novas incidéncias, foram medidas adotadas
por este programa. Como resultados foram observados que mais de 12 milhdes de
tratamentos foram realizados, constatando-se reducdo de numero de portadores das
formas graves e da taxa de mortalidade. Porém, foram encontradas dificuldade no
processo seletivo para o tratamento dos doentes e também ocorreram muitos danos
ambientais, relacionado a utilizagdo da Niclosamida, durante esta campanha da SUCAM.
(BARBOSA; GOMES, 2008; ROLLEMBERG et al, 2011).

Em 1980, o PECE passou a fazer parte do programa regular do Ministério da Saude.

Com isso, 0 programa ganhou outra denominagao, chamada de Programa de Controle da
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Esquistossomose - PCE (BARBOSA; GOMES, 2008; NEVES, 2016). Os principios do
programa foram mantidos bem como a norma geral recomendada foi & realizagdo do
inquérito coproscdpico em criancas na idade escolar, 7 a 14 (AMARAL; PORTO, 1994).
Com essa mudanga, o PCE direcionou suas a¢des de controle a quimioterapia em massa,
estimulando outros 6rgdos da sadde publica a participar no diagndéstico e tratamento dos
individuos infectados, tais como, Fundagdo Servico Especial de Saude Publica - FSESP,
Instituto Nacional de Assisténcia Médica e Previdéncia Social - INAMPS e Secretéria
Estadual de Saude (CASTRO, 2009). Ambos os programas mostraram quedas na
prevaléncia dessa endemia. No final da década de 90 o PCE comegou a mostrar um
impacto negativo na prevaléncia, devido as irregularidades encontradas no plano
sistematico de tratamento quimioterapico da populacdo alvo (FAVRE et al, 2001;
BARBOSA; GOMES, 2008).

Com essas irregularidades do PCE, foi elaborado em 1996 o Programa de Sistema
de Controle da Esquistossomose - SISPCE com o propdsito de controlar as atividades
desenvolvidas pelo PCE. O sistema forneceu informacdes relacionadas as a¢des do PCE,
em todos os municipios, além da utilizacdo dos bancos de dados que ajuda a avaliar as
situacOes epidemioldgicas desses municipios. Entretanto, o sistema gerou 0s seguintes
dados: nimero de exames realizados, percentagens de positividade, carga parasitaria,
namero de pessoas em tratamento e 0s que ja estdo tratados, quantidades e espécies de
moluscos capturados. Esses dados gerados através do sistema foram fundamentais na
busca dos indicadores, com o propdsito de monitorar a extensdo da endemia e fornecer
informagdes que ajudaram no planejamento das acbes de controle dessa moléstia
(FAVRE et al, 2001; BARBOSA; GOMES, 2008).

Antes da descentralizacdo das acBes do controle da esquistossomose, a
coordenacao estadual do PCE se responsabilizava da recolha de todos os dados enviados
pelos municipios. Porém, com a descentralizagdo do programa, entre 1999 e 2000, a
responsabilidade passou a ser dos municipios. A capacitacdo dos municipios passou a ser
de responsabilidade das equipes estaduais. Todos os dados recolhidos pelos municipios
eram direcionados a Geréncia Técnica da Esquistossomose da Secretaria de Vigilancia
Sanitéria - MS (MS, 2005; FARIAS et al, 2007; BARBOSA; GOMES, 2008).

Apesar da sua existéncia por mais de uma década, o SISPCE néo conseguiu
direcionar as ac¢6es do PCE, partindo dos indicadores fornecidos pelo sistema, que era um

dos seus principais objetivos. Os estudos realizados por Farias et al, (2007), analisando
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os dados relacionados ao Estado de Pernambuco, entre 1999 - 2003, evidenciaram que
havia uma discrepancia dos dados do sistema com os do SISPCE para o ano 2001, onde
também foi constatado falhas na digitagdo. Segundo Barbosa e Gomes (2008), os
problemas enfrentados pelo PCE ao longo dos anos sdo as consequéncias de falta de
adaptacdo ao processo de descentralizacdo da saude em varios niveis do governo,
submetendo as normas da VIl Conferéncia Nacional de Saude em 1986. Esse fato foi o
marco na histéria da Reforma Sanitaria Brasileira. Em 1991, foi reconhecido com o
lancamento da primeira Norma Operacional Béasica (NOB), que prescreveu as diretrizes
para a criacio do Sistema Unico de Salde (SUS). Ainda segundo esses autores, o
principal objetivo da descentralizacdo foi transferir o poder publico-administrativo
concentrado no governo federal e estadual para os municipios, assegurando as

necessidades da populacdo na tomada de decisdo do poder publico.

O desenvolvimento das atencdes basicas, conforme as proposicdes da Norma
Operacional da Assisténcia a Satde (NOAS, 2001) e com a presente divulgacdo de pacto
pela satde, em 2001, se deu a condigdo de colocar em dias as atividades do controle da
esquistossomose nos municipios. Os municipios considerados endémicos devem
incorporar o Programa Pactuado Integral (PP1) como estratégia das acfes da salde a
cumprir. Os PSFs com a presente politica de atencéo basica foram transformados, como
estratégia para assegurar as atenc@es prestadas a populacdo, sendo responsabilizados em
desenvolverem as atividades do PCE, no que concerne o diagndstico e tratamento das
pessoas infectadas (MS, 2006; BARBOSA; GOMES, 2008).

Nos ultimos anos, varios programas de controle as endemias tém recebido
financiamento para o combate as doengas negligenciadas. De acordo com programa de
enfrentamento - SANAR, que € um programa langado no segundo semestre de 2011 pela
Secretaria Estadual de Saude do estado de Pernambuco, as doencas negligenciadas sdo
causadas por diferentes agentes, sendo endémicas em regides com populagdo mais
empobrecida. Ainda possuem indicadores inacreditaveis, com investimento muito
precario para pesquisa de medicamentos (WERNECK et al, 2011; Secretaria Estadual de
salde- Programa de Enfretamento das Doencas Negligenciadas do Estado de
Pernambuco, 2013).

No Brasil, as doengas consideradas negligenciadas séo: dengue, doenca de chagas,
esquistossomose, malaria e tuberculose (Ministerio da Saude, 2010). As estatisticas da
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OMS citado por MS (2010) e Virmond (2010) estima que mais de um milh&o de pessoas
estdo infectadas com mais de uma doenca negligenciada.

Em 2006, foi realizada a primeira oficina de prioridade em doencas negligenciadas
e 0 Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em doencas negligenciadas no Brasil, em
parceriacom MS e Ministério de Ciéncia e Tecnologia (MS, 2010). Em 2008 foi realizada
uma nova oficina, que visou o langamento do edital teméatico na &rea, a Secretaria de
Vigilancia em saude do MS, também faz parte da parceria do programa, dando a sua
contribuicdo no que concernem as defini¢bes das prioridades na area e para avaliacdo dos

resultados das pesquisas financiadas (MS, 2010).

A Secretaria Estadual de Saude do estado de Pernambuco langou em 2011 um
programa especifico de enfrentamento as doencas negligenciadas que tinha como objetivo
reduzir ou eliminar as essas doencas até 2014. O programa SANAR foi lancado no
primeiro semestre de 2011 com a proposta de implementar atividades de controle as
doencas em 108 municipios prioritarios. Entre todos os estados brasileiros, Pernambuco
foi o primeiro estado a estabelecer um programa especifico contra essas doencas. Para
Vigilancia Epidemioldgica foram investidos R$ 5,6 milhGes para fortalecer e capacitar as
equipes de atencdo basica a salde, que ajudaram na identificacdo e manejo clinico
adequado, ampliacdo de diagnoéstico e a melhoria do acesso a tratamento e medicamento
(Secretaria Estadual de satde- Programa de Enfretamento das Doencas Negligenciadas
do Estado de Pernambuco, 2013).

Dentre as doencas que fizeram parte do programa de enfrentamento estadual
destacamos: tracoma, doenca de chagas, hanseniase, filariose, esquistossomose,
helmintiase e tuberculose. Atualmente esse combate esta sendo realizado pela Secretaria
Estadual de Saude (SES) em colaboragdo com os municipios, secretaria de salude e
educacdo, Ministério de Saude, Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), OMS e
entre outras parcerias (Secretaria Estadual de Saude - Programa de Enfretamento das
Doengas Negligenciadas do Estado de Pernambuco, 2013)

4 ESQUISTOSSOMICIDAS E MOLUSCICIDAS

Os meétodos profilaticos baseados no fornecimento de &gua potavel, as
implantacGes dos sanitarios e direcionamento correto dos esgotos tém sido considerados
os melhores métodos para o controle e combate a esquistossomose em médio e longo
prazo. Porém, aplicacbes dessas medidas estdo longe de ser uma realidade em areas

endémicas, pois o0s recursos financeiros sdo insuficientes (BERQUIST, 2002;
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BROOKER; CLEMENTS; BUNDY, 2006; FENWICK et al., 2006; STEINMANN et al.,
2006; KING, 2009; MORAES, 2011; TLAMCANI; ER- RAMI, 2014; NEVES, 2016;
MENDES, 2019).

A guimioterapia em massa em comparacao aos outros meios de controle, continua
sendo o0 método mais eficaz no combate dessa enfermidade. Por outro lado, a literatura
mostra que, a terapéutica da esquistossomose ainda apresenta limitagdes pela dificuldade
de descoberta de novas drogas mais eficazes no combate dessa patologia (FENWICK et
al., 2003; HOTEZ et al., 2010; ZHANG et al., 2010; MORAES, 2011). Historicamente,
0 tratamento quimioterapico em larga escala comecou desde 1910, onde foi aplicada na
clinica o téartaro de emético (tartarato de antiménio e potassio). Posteriormente, varios
outros quimioterapicos como sais de antimonio foram incluidos para serem aplicada na
clinica por via intramuscular ou intravenosa, entre os quais podem ser citados:
dissulfanato-bis-pirocatecol de sodio e antiménio (Stibofen), gluconato de antiménio e
sodio (Tiostam) e tiomolato de antimdnio e sddio (Anthiomaline). Segundo os relatos
encontrados na literatura especializada, os quimioterdpicos provenientes de sais de
antiménio foram utilizados durante 50 anos para o tratamento da esquistossomose.
Embora essas drogas apresentassem acdo sobre as trés espécies do género Schistosoma,
envolvidas na transmisséo da doenca, passaram a ndo ser mais usadas no controle desses
parasitos, por apresentar diversos efeitos colaterais como toxicidade, modificagdes nas
células sanguineas, e até mesmo morte subita (CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER,
1995; CIOLI, 1998; MORAES, 2011).

A evolucdo do tratamento quimioterapico se iniciou na década de 60, quando
foram empregados alguns medicamentos antiparasitarios como o niridazol, hicantona,
oxamniquina e metrifonato. Posteriormente na década de 70 foram descobertos outros
quimioterapicos tais como amoscanato, oltipraz e Praziquantel, sendo este ultimo o mais
relevante até os dias atuais (ANDRADE et al., 1974; KATZ, 1977; CIOLI; PICA-
MATTOCCIA; ARCHER, 1995; CIOLI, 1998; PARISE FILHO; SILVEIRA, 2001,
MORAES, 2011; PADILHA, 2013, COSTA, 2018).

Portanto, no momento atual, o0 medicamento preconizado na clinica assim como
em campanhas de controle e combate a esquistossomose € o Praziquantel (PZQ) que é o
nome genérico para 2-(ciclohexilcarbonil)- 1,2,3,6,7,11b-hexahidro 4H-pirazino[2,1-
alisoquinolin- 4-ona. As pastilhas de PZQ comercializadas s&o normalmente alongadas,

contendo 600 mg do ingrediente ativo, além de possuir um sabor amargo. Sabe-se que 0
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mecanismo molecular de agdo do PZQ atua desestabilizando a homeostase do Ca’* e a
funcdo neuromuscular do verme através de canais de Ca?* voltagem-dependentes
(GREENBERG, 2005), causando um comprometimento da estrutura e funcdo do
tegumento, espasmo e paralisia dos musculos subjacentes, culminando na eventual morte
do parasita (LORSUWANNARAT et al. 2013).

Embora eficaz contra vermes adultos, e considerado biosseguro e de baixo custo
(BERTAO et al. 2012), o PZQ, nas doses recomendadas, ndo apresenta eficacia
terapéutica contra vermes jovens (3 a 4 semanas de desenvolvimento apés a infecgéo),
além de ndo prevenir a reinfeccdo. Sua formulacéo atual, na forma de racemato, contribui
para o grande tamanho do comprimido e seu sabor amargo, o que dificulta a adeséo ao
tratamento, principalmente em criancas (GOUVEIA et al., 2018). Além disso, devido a
sua utilizacdo massiva em regides endémicas para controlar a infeccao, alguns relatos,
tem surgidos na comunidade médica, sobre resisténcia de cepas de Schistosoma ao
Praziquantel (BOTROS; BENNETT, 2007; WANG; WANG; LIANG, 2012; VALE et
al. 2017).

Portanto, torna-se importante as pesquisas por novas drogas para efetivamente
combater a esquistossomose, doenca em expansao e que afeta milhGes de individuos em
todo o mundo. Diante deste cenario, as plantas medicinais podem representar uma
alternativa na aplicacédo de seus compostos ativos como drogas esquistossomicidas. No
comeco dos anos de 1980, os estudos revelam o uso da artemisina, uma lactona extraida
das folhas de Arthemisia annua, e seus derivados como droga esquistossomicida. Na
China essa droga foi aplicada sobre as espécies Schistosoma comprovando sua acdo
esquistossomicida principalmente sobre vermes jovens. O arteméter € um excelente
agente antimalarico que tem apresentado acdo contra 0s vermes jovens e tem sido usada
de forma restrita em locais considerados endémicos, para ndo ocasionar o surgimento de
resisténcia nos agentes etioldgicos da malaria (BOUT; DESLEE; CAPRON, 1984, 1986;
CHAMPELL et al., 1987; CIOLI, 1998; XIAO et al., 2002; UTZINGER et al., 2001,
2003; CHIPPAUX et al., 2003; FENWICK et al., 2003; KEISER et al., 2009; MORAES,
2011).

Nos paises africanos e asiaticos, relatos na literatura mostram que ha varios
indicios da eficacia dos extratos de diferentes partes da planta e de seus frutos preparados
por curandeiros sobre 0s vermes, o que simboliza a sabedoria empirica e cultural da

populacdo em vérias regides do mundo. Por esta razdo, a fitoterapia vem sendo
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considerada como um recurso alternativo e potencial para 0 combate as parasitoses.
Porém, ainda h& poucos estudos sobre os compostos responséaveis pela atividade
esquistossomicida e seus mecanismos de acao, ou seja, é preciso estudos mais detalhados
para comprovar os beneficios da utilizacdo de plantas na terapéutica das doencas
parasitarias (NDAMBA et al., 1994; CLARK; APLLETON; KVALSVIG, 1997; SPARG
et al., 2000; MOLGAARD et al., 2001; MORAES, 2011).

Moluscicidas séo substancias usadas para eliminagcdo ou redugéo de moluscos
encontrados em jardins, lavouras, estufas, campos e principalmente para controle e
combate dos moluscos vetores de patologias (OMS, 1991; LEYTON et al., 2005;
CANTANHEDE et al, 2010).

No controle e combate a esquistossomose varios métodos foram empregados para
eliminar ou reduzir a populacdo de moluscos B. glabrata, dentre os quais incluem o uso
de moluscicida quimicos (carbonato cuprico, niclosamida) e agentes bioldgicos (Thiara
granifera, Marisa carnuarietus e Helisomaduryi) no controle ambiental dos moluscos
(BARBOSA; GOMES, 2008).

De acordo com a organizacdo mundial de satde os moluscicidas sédo classificados
em moluscicidas sintéticos e naturais (CANTANHEDE et al, 2010; OMS, 1991). Os
moluscicidas sintéticos sao substancias quimicas, incluidas no programa de controle dos
moluscos vetores para erradicacao da esquistossomose, testados em larga escala. Dentre
0s mais de sete mil produtos quimicos testados podemos destacar o sulfato de cobre,
Frescon, Gramaxone, hidroxido de célcio, N- tritilmorfolina e a Niclosamida (REY, 2001;
2011; CANTANHEDE et al, 2010; NEVES, 2005; 2016). Esta ultima substancia,
Niclosamida, € a Unica preconizada pela OMS e comercialmente disponivel como

moluscicida sintético.

A Niclosamida apresenta uma toxicidade muito alta, na concentracdo de 1 mg/L,
isto é, em oito horas elimina 100% dos moluscos adultos B. glabrata e Bulinus
(CANTANHEDE et al, 2010; SELVA, 2010; NASCIMENTO, 2006; REY, 2001), no
entanto, apresenta baixa seletividade, custo elevado, dificultando sua chegada em locais
distantes, principalmente areas rurais ou paises em desenvolvimento, onde o foco é maior.
Relatos encontrados na literatura confirmam que algumas espécies de caramujos
desenvolveram mecanismo de resisténcia a essa substancia (MCCLLOUGH et al, 1980;
MARSTON; HOSTETTMANN, 1985 CANTANHEDE et al, 2010).
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No Brasil, o nico moluscicida utilizado no programa de controle a essa endemia
é o Niclosamida, mas devido aos prejuizos ecoldgicos causados, atualmente o seu uso é
recomendado somente em casos de extrema emergéncia. As desvantagens ou prejuizos
causados por moluscicidas sintéticos tem aumentado o interesse e impulsionando estudos
direcionados aos moluscicidas de origem vegetal, facilmente biodegradavel, facil
obtencgéo e com baixo custo (BARBOSA; GOMES, 2008).

Os primeiros estudos direcionados as substancias de origem vegetal como
moluscicidas aconteceram em 1930, com a planta nativa do deserto do Sudéo,
denominada Balaniteae gyptiaca L, sendo recomendado o plantio dessa planta, nos
arredores de um grande foco de transmissdo. Os seus frutos ao cairem na agua inibiam a
densidade populacional dos caramujos (ARCHIBALD, 1933).

As primeiras pesquisas realizadas no Brasil sobre moluscicidas de origem vegetal
foram com o extrato do caule de Serjania spp (cip6-timbo) e de Sapindus saponaria L.
(Sapindaceae) (saboneteira, sabdo), que demonstraram atividades frente ao molusco B.
glabrata (PINTO e ALMEIDA, 1994; NEVES, 2016). Logo, véarios pesquisadores
comecaram a direcionar suas pesquisas em busca de moluscicidas naturais com as plantas
regionais e muitos projetos estdo sendo desenvolvidos em laboratorios de pesquisas com
perspectivas futuras da sua utilizacdo no campo. (MENDES, et al 1999; LEYTON, et al.,
2005; BABILLI, et al., 2006).

A atividade moluscicida da planta nativa da Africa do Sul, Apoytes dimidiata,
apresentou a taxa de mortalidade de 50 a 90% em Bulinus africanus nas concentragdes
de 225 e 257 ppm. Os testes utilizados para avaliar a toxicidade aguda e subaguda em
mamiferos, consideraram a planta toxica e considera-se preliminarmente o extrato aquoso
dessa planta viavel e seguro para sua aplicacio em campo (CLARK, 1994 e
BRACKENBURY et al, 1997).

A avaliacdo do extrato aquoso das plantas chinesas, Rheum palmatum e Rheum
hupenis, foram ativas, ou seja, apresentaram atividades moluscicida contra B. glabrata,
Oncomelania hupensis e Bulinus globosus (L1U, et al, 1997). Foram testadas a¢oes de 66
espécies de plantas contra os adultos da B. glabrata, somente seis espécies apresentaram
atividades moluscicida: Achyrochne satureoide (Lam) D.C., Actinoseris angustifélia
(Gardin) (Carbr), Alonia myriadenia Baker; Piptocarpha rotundifolia Baker;
Vanillosmopsis erithropappa Sch. Bip. e Verbesina clausseni Sch. Bip. (MENDES et al.,
1999).
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Lopes e colaboradores, (2011) testaram atividade do extrato hidroalcodlico da
folha de Caryocar brasiliense quanto ao seu potencial moluscicida. Observaram uma
forte relacdo linear entre a concentragéo e a taxa de mortalidade, que alcancou a proporcgéo
de 100% na concentracdo de 0,17 mg/mL. Estes resultados demonstraram a presenca de
importantes metabolitos secundarios nas folhas de C. brasiliense e o potencial desta

planta para ser empregada como agente moluscicida.

Foram testados seis extratos brutos de Piperaceae em adultos e desovas de B.
glabrata. Os extratos que apresentaram efeito tdxico em adultos foram Peperomia
trineura a 100, 80 e 60 ppm e Piper caldense a 100, 80 e 50 ppm. Nas desovas 0s extratos
que demonstraram efeito toxico foram P. trineura a 100, 80, 60 e 50 ppm, Peperomia
rubricaulis a 100 e 80 ppm e Piper caldense a 100 ppm apenas para 0s estadios de
blastula, gastrula e trocéfora. Este ultimo extrato apresentou efeito tdxico a 80 ppm
também para as fases de blastula e gastrula (TAKAHASHI et al 2010).

Em Pernambuco, alguns trabalhos realizados por Figueiredo (2008) mostrraram a
atividade embriotdxica do extrato aquoso de folha da Indigofera suffruticosa sobre
embribes de B. glabrata, nas concentracfes de 5 e 10 mg/ml no periodo de 24 e 48 horas.
Sousa (2009) testou o extrato da casca do caule do Ziziphus joazeiro sobre embrides da
B. glabrata, e verificou que a concentracdo de 200 ppm apresentou maior toxicidade aos
embrides da B. glabrata.

S4, 2016, realizou experimento com extrato bruto de Anadenanthera colubrina
(Angico) sobre moluscos adultos e embrifes de B. glabrata e A. salina em diferentes
concentragcdes por 24 horas; 0s moluscos expostos ao extrato de A. colubrina, nas
concentragdes de 125 e 250 ppm apresentaram frequéncia de mortalidade de 26,6 e 80%.
Os caramujos expostos a concentracdo de 500 e 1000 ppm apresentaram 100% de
mortalidade e, a DLso estimada para moluscos adultos expostos ao extrato foi de 155,24
ppm. Para atividade embriotoxica, foram observados, que as concentragdes de 125, 250
e 500 ppm nédo apresentaram alteracGes na viabilidade embrionaria. No entanto, as
concentragfes de 600, 700 e 1000 ppm foram altamente toxicas aos embrides de B.
glabrata apresentando 46,7, 50,7 e 100% de inviabilidade, respectivamente. Foram
utilizadas as concentragdes de 125, 250, 500 e 100 ppm para o bioensaio com A. salina,
a mesma utilizada no teste com moluscos adultos de B. glabrata. A DLso estimada foi de
212,81 sendo a concentracdo de 125 ppm a menos toxica ao meio ambiente.
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Além dessas substancias (sintéticas ou naturais), existe outro tipo de controle,
denominado controle bioldgico, onde os caramujos competidores sdo introduzidos no
mesmo ambiente com moluscos vetores. Os caramujos competidores amplamente
estudados sdo: Thiara granifera, Marisa carnuarietus e Helisoma duryi (BARBOSA;
GOMES, 2008). No entanto, este tipo de controle ndo é mais recomendado desde década
de oitenta, devido ao risco de criar um desequilibrio ecoldgico.

Portanto, a busca de novos compostos de origem natural para o controle da
esquistossomose deve ser intensificada, principalmente utilizando os recursos naturais da
nossa flora nordestina. Com este foco apresenta-se a aroeira de praia (Schinus
terebinthifolia Raddi) como novo produto a ser testado como moluscicida,
esquistosomicida e outras atividades bioldgicas que seréd abordada posteriormente.

5 CANCER E FITOFARMACOS

O cancer é um dos principais responsavel pela morbidade e mortalidade das
pessoas no mundo, se tornando assim, um importante problema de salde publica em
paises desenvolvidos e subdesenvolvidos (TRAEBERT et al., 2013; CHINEMBIRI et al.,
2014; INCA, 2015). Em 2015, mais de 8,8 milhGes de pessoas morreram vitimas do
cancer, considerado a segunda causa de morte no mundo todo (WHO, 2017). Relatos na
literatura mostram que no ano de 2012 o projeto Globocan/larc indicou que, dos 14
milhdes de novos casos, mais de 60% aconteceram em paises subdesenvolvidos e dos 8
milhGes de mortes, 70% aconteceram nesses paises.

De acordo com os dados do projeto Globocan, em 2012, a ocorréncia foi de 1,1
milh&o de novos casos, na América Latina e no Caribe. Os tipos de cancer mais frequentes
sdo o de prostata em torno de 152 mil casos para 0s homens e o cancer de mama para as
mulheres, com mais de 15 mil casos. No entanto, at¢é 0 momento o céncer cervical
colabora de forma relevante pela quantidade de enfermidades em mulheres,
representando como a segunda mais incidente e como segunda causa de morte por cancer
em mulheres (INCA, 2015).

De acordo com Instituto Nacional de Cancer (INCA), 2018, no Brasil, a estimativa
feita para 2018-2019, indica cerca de 600 mil casos novos de cancer para cada ano.
Excluindo o cancer de pele ndo melanoma com a incidéncia de aproximadamente 180 mil
casos novos, ocorrerdo em torno de 420 mil casos novos de cancer. Enquanto, o calculo
global corrigido para sub-registro, indica a incidéncia de 640 mil de casos novos.

Portanto, segundo o INCA, 2018, os tipos de cancer que serdo mais incidentes sdo
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canceres de préostata em homens, cerca de 68 mil e mama em mulheres, em torno 60
mil novos casos.

A palavra neoplasia deriva do termo grego que significa crescimento novo (“neo”
= novo, “plasia” = formagdo) e ¢ descrita como a auséncia do equilibrio entre o
crescimento e morte celular que promove o surgimento da massa tumoral organizada ou
desorganizada. O termo tumor é empregado, devido a tumefacdo da inflamacdo. A
oncologia é a parte da ciéncia que estuda os tumores, portanto, classifica os tumores como
benignos ou malignos (LIOTTA; KOHN, 2001; KUMAR et al., 2010; AMARAL, 2014).

A palavra cancer deriva do termo grego carcinus, que significa caranguejo.
Portanto, o cancer € uma nomenclatura popular designado a centenas de enfermidades
heterogéneas do genoma que provoca modificacGes importantes na fisiologia das células.
Entretanto, podem ser destacadas as seguintes modificac@es: autossuficiéncia associada
aos fatores de crescimento; insensibilidade aos inibidores de crescimento; fuga a morte
celular programada; potencial ilimitado de replicacdo; aumento da angiogénese; invaséo
tecidual e metéstase (LUO, 2009; KUMMAR et al., 2010; YOU; JONES, 2012;
MOURA, 2012; AMARAL, 2014).

O processo na qual o cancer se desenvolve é chamado de carcinogénese e consiste
em um processo de varias fases bem definida como iniciacdo, promogéo e progressao,
normalmente ocorrem de forma lenta, associada a mutagénese, que podem durar muitos
anos para ser detectada como massa tumoral (ALMEIDA, 2005; AMARAL, 2014).

A carcinogénese é um processo que transcende o obstaculo posto por pontos de
regulacdo do ciclo celular, que asseguram a conservacdo da integridade do material
genético (DNA), da célula de origem para célula filha. Esse processo ocorre devido a
participacdo dos agentes carcinogénicos, que promove a modificacdo de uma célula
saudavel em célula tumoral, por meio de eventos mutagénicos e epigenéticos, em
decorréncia aos costumes ou habitos sociais, alimentares e ocupacionais. Os agentes
carcinogénicos sdo caracterizados como carcindgenos quimicos (alquilantes,
hidrocarbonetos policiclicos, benzopireno, aminas aromaticas e corantes azo), fisicos
(radiacdes ionizante e ultravioleta) e bioldgicos (Helicobacter pylori, virus Epstein-Barr
(HBV), Papiloma virus humano (HPV) e Herpesvirus humano 8 (HHV-8). E importante
salientar que as mutacdes sdo estimuladas ndo s6 pelos agentes externos, mas também por
erros de replicacdo do material genético (WROBLEWSKI; PEEK, 2013; ALIBEK;
KAKPENOVA,; BAIKEN, 2013; AMARAL, 2014).
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Para o tratamento de cancer, a OMS preconiza uma avaliacdo cautelosa das opcoes
fundamentadas nas evidéncias, que podem facilitar na escolha de mais de uma das formas
terapéutica: cirurgia, radioterapia e terapia sistémica (WHO, 2017). Outros estudos
relatam que, o tratamento para o cancer pode ser aplicado por terapia sistémica, como por
exemplo, a quimioterapia, terapia hormonal, terapia alvo e imunoterapia, ou local como
cirurgia, radioterapia e fototerapia (PALUMBO et al., 2013; RAMAKRISHNAN;
GABRILOVICH, 2013). De acordo com o INCA, a cirurgia, radioterapia, quimioterapia
ou transplante de medula 6ssea, sdo formas utilizadas para o tratamento do cancer, além
disso, em varios casos € indispensavel a combinacao de mais de uma forma de tratamento
(INCA, 2017). Portanto, a preferéncia para um determinado tipo de tratamento dependera
da extensdo e a intensidade da neoplasia. Evolugdes desses tratamentos resultam na
reducdo de mortalidade das pessoas com cancer em paises desenvolvidos, mesmo com
aumento da expectativa de vida (PALUMBO et al., 2013; RAMAKRISHNAN;
GABRILOVICH, 2013; AMARAL, 2014).

Estudos destacam que, na pratica clinica a quimioterapia, a radioterapia e a
cirurgia sdo as formas de tratamento mais escolhidas como recurso terapéutico para
tumores malignos. Atualmente, outros recursos terapéuticos como a fitoterapia e a
imunoterapia sao frequentemente aplicados em associacdo com outros trés métodos de
tratamento acima citados para auxiliar no tratamento de cancer (KUSUZAKI et al., 2007;
KATZUNG, 2010; AMARAL, 2014). Entretanto, estudos apontam que, 0 emprego de
mais de uma forma de tratamento, vem fornecendo resultados satisfatorios a depender do
tipo de cancer. Apesar desse avanco no campo da oncologia, muitas doencas cancerigenas
ainda exibem respostas fracas e discretas (KUMMAR et al., 2004; AMARAL, 2014).

O método cirurgico usado no tratamento de cancer se fundamenta na remocéo do
tumor promovendo a eliminacdo total, isto €, caso ndo haja metastase instalada. E com
proposito de erradicar as células cancerigenas e micrometastases, o tratamento cirdrgico
é acompanhado da quimioterapia (SAVAGE, 2007; MCLEOD, 2013; AMARAL, 2014).
Por outro lado, tem sido estimulada a busca de alternativas terapéuticas para o tratamento
dos tumores sem possibilidades de tratar com métodos cirargicos, que afeta a qualidade
de vida dos pacientes (GASPARINI; SARAIVA, 2004; AMARAL, 2014).

A radioterapia é usada pelo menos uma vez ao longo do tratamento em
aproximadamente metade dos pacientes. De acordo com a literatura, apds década de 60
tem sido utilizada como método indispensavel para o controle e combate do cancer,

principalmente com a criacdo de um acelerador linear. Porém, assim como 0 recurso
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cirurgico, ndo tem a capacidade de eliminar a metastase (CHABNER; ROBERTS, 2005;
AMARAL, 2014). O tratamento com radioterapia € baseado na emissdo de raio gama,
radio is6topo e raios X, que ao em contato com células cancerigenas provoca danos no
DNA dessas células, além disso, o tratamento com radioterapia também atinge as células
saudaveis, levando assim, as limitacdes rigorosas desse metodo de tratamento. Esse
método é frequentemente aplicado na etapa inicial do desenvolvimento do cancer em
associagdo com cirurgia ou quimioterapia como o propdésito de elevar a taxa de cura
(FRANCESCHINI et al., 2007; KATZUNG, 2010; LOMAX et al., 2013; AMARAL,
2014).

Os agentes citotoxicos, ou melhor, a quimioterapia convencional tem sido
aplicada desde 1940 e sdo considerados os primeiros métodos usados para o controle de
cancer. Segundo a literatura, ap0s os primeiros descobrimentos de agentes citotoxicos,
varios outros agentes foram descobertos, isolados, caracterizados e posteriormente
comercializados. Dentre varios agentes quimioterapicos citotoxicos podem ser citados 0s
seguintes: agentes alquilantes (ciclofosfamida, temozolamida, cisplatina e oxiplatina),
antimetabolicos (metotrexato, citarabina, fluorouracil e capecitabina), antibioticos
antitumorais (doxorrubicina, epirubicina e bleomicina), inibidores da topoisomerase
(etoposida e irinotecan) e estabilizadores de microtubulos (paclitacel e docetacel)
(PALUMBO et al., 2013; AMARAL, 2014). Entretanto, essas classes de agentes
quimioterapicos possuem a capacidade de atuar em todas as fases da carcinogénese tais
como iniciacdo, promocao e progressdo. De acordo com relatos na literatura, os alcaloides
da vinca, assim como taxanos e colcichina, sdo compostos antitumorais mais promissores
de utilizacdo na clinica para o tratamento de diversos tipos de cancer. Esses compostos
agem como bloqueadores de microtubulos celulares, comprometendo a atividade dos
microtUbulos durante a divisdo celular, causando a interrup¢éao do ciclo e a morte celular
por apoptose (BRADAO et al., 2010; TOPHAM; TAYLOR, 2013; AMARAL, 2014).

Por outro lado, os relatos na literatura mostram que, agentes antineoplasicos
utilizados atualmente, no tratamento de cancer possuem desvantagens como efeitos
colaterais e adversos, apresentam toxicidades criticas e producdo da resisténcia de muitos
farmacos. Além, dessas desvantagens, esses agentes possuem altos custos além de serem
s&e mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos (NEWMAN et al., 2003; IYER et al.,
2013; MARKMAN et al., 2013; CHINEMBIRI et al., 2014).

As desvantagens relacionadas ao tratamento convencional de doengas

cancerigenas vém aumentando o interesse dos pesquisadores a procura de novos
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medicamentos alternativos e complementares para serem aplicadas no tratamento das
doengas malignas (MOLASSIOTIS et al., 2005; CHINEMBIRI et al.,, 2014). Os
compostos bioativos extraidos de plantas medicinais tém mostrado atividades
promissoras como drogas antitumorais, bem como, podem auxiliar na sintese de novos
medicamentos (CHINEMBIRI et al., 2014).

Os produtos naturais originarios de plantas tém sido h4 muito tempo recursos
tradicionais para novos medicamentos (LI; VEDERAS, 2007; MOLINSKI et al., 2009).
O produto natural é um termo usado para se referir aos metabolitos secundarios. Esses
compostos, geralmente possuem baixo peso molecular e ttm como fungéo proteger e
garantir a sobrevivéncia das espécies atraindo ou repelindo outros microrganismos
(KINGHORN et al., 2009).

Os estudos com produtos naturais possuem dois aspectos diferentes a considerar:
estudos da parte da planta a ser usado como medicamento ou de misturas complexa como
extratos e chas. Segundo Suffredini e colaboradores (2006), essas pesquisas comegam a
partir de informacgdes acolhidas do conhecimento popular relacionadas ao uso tradicional
de plantas para o tratamento de varias enfermidades ou a partir do relato de sua toxidade.

A morfina é considerada o primeiro composto puro, farmacologicamente ativo
isolado a partir de planta Papaver somniferum e também é o primeiro disponivel
comercialmente em 1826 (LI; VEDERAS, 2007; JI et al., 2009). Essa descoberta abriu
novas perspectivas, onde 0s medicamentos originarios de plantas poderiam ser
purificados, estudados e administrados doses determinadas independente da origem ou a
idade do material (LI; VEDERAS, 2007).

Relatos na literatura apontam que, atualmente cerca de 60% dos medicamentos
sdo originarios de produtos naturais, tanto na sua forma natural, assim como analogos
sinteticamente modificados (LI; VEDERAS, 2007; JI et al., 2009; KINGHORN et al.,
2009).

Segundo Hartwel, 1982, as substéncias de origem natural sdo largamente
aplicadas no controle e tratamento de neoplasia maligna e tem sido fontes essenciais dos
compostos com propriedade antitumoral. Ferraz e colaboradores, 2005 relataram que no
mundo existem ao menos 250.000 espécies de planta no mundo, destes, mais de 1000
plantas exibem potencial antitumoral. Outros estudos apontam que, mais de 60% dos
medicamentos anticancerigenos aprovados desde 1983 até 1994 eram de produtos
naturais (NEWMAN et al., 2003; SILVA et al., 2009). Entre os quais podem ser

destacados os alcaloides da vinca, vimblastina e vincristina de Catharanthus roseus G
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Don. (Apocynaceae). Ademais, atividade do paclitaxel isolado da casca de Taxus
brevifilia Nutt. (Taxaceae) sobre o cancer ovario, mama no estagio avangado e cancer de
pulmdo também representam avancos importantes na pesquisa de medicamentos de
origem natural (ROWINSKY et al. 1992; NEWMAN, 2005). Outra substancia de origem
natural com potencial antitumoral é a epipodofililotoxina, isbmero da podofilotoxina
isolada das raizes das espécies do género Podophyllum, Podophyllum peltatum e
Podophyllum emodi (Berberidaceae) (STAHELIN). Por outro lado, dois derivados
semissintéticos da epipodofililotoxina sdo aplicados no tratamento de linfomas e cancer
brénquico e testicular (HARVEY, 1999; CRAGG; NEWMAN, 2005; SHOEB, 2006).
Outro derivado de origem natural, aplicado na clinica para o tratamento de leucemia
mieloide aguda e cronica, € um composto isolado de Cephalotaxus harrintonia
(Cephalotaxaceae), denominada de homoharringtinuna (KANTARJIAN et al., 1996;
CRAGG; NEWMAN, 2005; ITOKAWA; WANG; LEE, 2005). Sendo assim, é
importante salientar que o uso de compostos de origem natural na indudstria farmacéutica
tem sido essencial na producao de novos modelos molecular que auxiliam no tratamento
de neoplasias malignas (MOURA, 2012).

6 SCHINUS TEREBINTHIFOLIA (RADDI) - Aroeira da praia

Schinus terebinthifolia Raddi (Aroeira da praia) € uma planta nativa da América
do sul, encontrada no Brasil, Paraguai e Argentina, havendo relatos da sua distribuicédo
em regides tropicais e subtropicais da Africa e dos Estados Unidos. Entre as regides do
Brasil, S. terebinthifolia encontra-se distribuida, na regido Sul, Sudeste, Centro Oeste e
Nordeste, sendo amplamente encontrada entre Pernambuco ao Rio Grande do Sul
(DVORKIN-CAMIEL, 2008; LORENZI, 2008; GUERRA et al., 2000; DEGASPARI et
al., 2005; VIEIRA et al., 2015). (GILBERT; FAVORETO, 2011; CARVALHO et al.,
2013 ESTEVAO et al., 2015).

A classificacdo taxondmica da espécie S. terebinthifolia é: Reino Plantae;
Subreino Tracheobionta; Subclasse Rosidae; Ordem Sapindales; Familia Anacardeaceae
(USDA, 2017); sendo popularmente conhecido como aroeira de praia, aroeira-mansa,
aroeira-vermelha, aroeira pimenteira, aroeirinha e pimenta-rosa. (DEGASPARI et al.,
2005; VIEIRA et al., 2015)

A familia Anacardiaceae € constituida por mais de 600 espécies, disseminadas em
mais de 70 géneros, possuem a capacidade de se adaptar em varios meios, por isso, podem
ser achadas em ambientes: secos e Umidos; paises tropicais, subtropicais e temperados.

Entre as espécies da familia Anacardiaceae tipicamente comercializadas podem ser
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incluidas as seguintes: Mangifera indica L. (manga), Spondias tuberosa L. (umbu),
Spondias mombin L. (cajd), Anacardium occidentale L. (caju). Além do mais, alguns
géneros séo ornamentais ou sdo usados tradicionalmente na medicina popular como, por
exemplo, o género Schinus (SOUZA; LORENZI, 2012; GERHARDT, 2018). O género
Schinus possui em torno de 30 espécies, disseminadas, principalmente, em regides
tropicais e subtropicais. No Brasil a espécie S. terebinthifolia se destaca como espécie
nativa, devido a sua capacidade de adaptar em varios ambientes e pela sua larga
distribuicdo no territorio brasileiro (JUDD et al., 2009; GERHARDT, 2018).

Em Mata Atlantica, S. terebinthifolia (Figura 5) é comumente encontrada na
floresta estacional decidual, floresta estacional semidescidual, ombrofila densa e
ombréfila mista (CARVALHO, 2003; GERHARDT, 2018). A morfologia de S.
terebinthifolia, se altera conforme o meio, de arbustos a arboreas. Além disso, exibe
rapido crescimento e cresce em areas degradadas (LORENZI, 2002; GERHARDT, 2018).

A espécie S. terebinthifolia € uma angiosperma perenifélia que exibe uma
estrutura morfoldgica diferente, quando atinge 2 a 3 metros de altura é considerado
arbusto e arborescente ao alcancar mais de 4 metros de altura. O tronco dessa planta é
coberto com casca espessa, em geral tem formas curtas, tortuosas e redondas, onde os
ramos plagiotropicos (galhos) primérios se desenvolvem e posteriormente langam os
ramos secundarios, com desenvolvimento no horizontal em angulos de inclinacdo
distintos. A parte externa da casca do tronco possui cor escura, grossa, rugosa, sulcada,
escamosa e aspera e que se solta em placas disformes. Por outro lado, a casca interna tem
cor avermelhada, com estrutura fibrosa e cheiro com exsudacédo de terebintina, tipico da
espécie (NEVES, 2016; GERHARDT, 2018).

As flores de S. terebinthifolia, sdo formadas de pétalas brancas, elas séo
inflorescéncias paniculadas axilares e terminais, meliferas e pentdmeras, actinomorfas,
diclinas, com cinco sépalas verdes, cinco pétalas brancas e disco nectarifero amarelo ouro,
e contém duas épocas de floracdo concentrados de setembro a novembro e de janeiro a
marco (RUAS, 2016; GERHARDT, 2018). De acordo com Lorenzi (2002), o polen é
tricolporado, radiosimétrico, isopolar, e possui ornamentacao reticulada, em torno de 20
um de didmetro no eixo polar. As flores masculinas tém dez estames com anteras
dorsifixas amarelas e com gineceu diminuido, ndo possui 6vulo funcional no interior do
ovario. As flores femininas exibem gineceu com estigma trilobado, quase séssil, ovario

stpero, unilocular. Tém évulo Unico e androceu sem funcdo, contém dez estames



52

diminuidos, com suas anteras indeiscentes (LENZI; ORTH, 2004b; NEVES et al., 2016;
GERHARDT, 2018).

A espécie S. terebinthifolia, possui frutos, menores e medem 3 a 5 mm de diametro
de natureza drupas redondas indeiscentes e tém aspectos lustrosos, suavemente achatados
na parte do comprimento (GERHARDT, 2018). Pode ser encontrada em cachos
suspensos, imaturo tém coloracdo verde e quando maduro modificam para vermelho. O
exocarpo € constituido de camadas lignificadas de epiderme e hipoderme, exibem
aparéncia luminosa, aromatico, e com gosto adocicado e adstringente em razdo da
presenca de taninos (JUDD et al., 2009; GERHARDT, 2018). Figura 5.

Figura 5 - Foto de espécime de Schinus terebinthefolia (Aroeira de praia).

,Geddon L. Lopes

Fonte: http://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/7976-2/; bjaodesheng.com

Quanto a relevancia socioecondmica, atualmente, S. terebinthifolia tem sido alvo
de interesse no mercado nacional e internacional (LENZI; ORTH, 2004; PELA, 2014;
GERHARDT, 2018). No mercado dos alimentos, os frutos sdo consumidos como
especiaria, especialmente por seu gosto adocicado e suavemente apimentado
(CARVALHO, 2003; INCAPER, 2016; GERHARDT, 2018). Ademais, devido ao seu
potencial medicinal, o 6leo essencial do fruto também tem sido alvo de interesse no
mercado internacional. Porém, as técnicas de extracdo para a purificacdo do 6leo precisam
ser aprimoradas para atender as exigéncias do comercio internacional (NICOLINI;
PUGET; MAZZA, 2009; GERHARDT, 2018). Outros estudos revelam que o caule de
S. terebinthifolia pode ser usado para fabricacdo de moveis, como carvéo e lenha, além
disso, tambeém € usado como bebidas e na producdo de perfumes (KHALED et al., 2009;
ROCHA, 2018).

Segundo o Carvalho (2003), a espécie S. terebinthifolia, tem sido usada como

plantas ornamentais para o paisagismo no meio urbano. Além disso, também é empregada
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em varios plantios para o reflorestamento das areas degradadas e em procedimentos de
reversao da mata ciliada e fortalecimento das dunas (SOUZA et al., 2001; BOROS, 2007;
SOUZA et al., 2013, RUAS, 2016; GERHARDT, 2018).

Na industria farmacéutica, a espécie S. terebinthifolia é empregada na producéo
de medicamentos atraveés de compostos bioativos extraidos do éleo essencial e por outro
lado, na industria de cosméticos sdo aplicadas no desenvolvimento de cremes e sabonetes
(AMORIM; SANTOS, 2003; GERHARDT, 2018).

Na agricultura, o emprego de S. terebinthifolia pode ser Gtil no combate as doencas
e pragas. E por possuir atividade antifungica, pode ser usada como alternativa ecologica
para reducédo da aplicacdo de defensivos agricolas. Estudo in vitro com S. terebinthifolia
foi constatada e comprovada acdo antifungica dessa planta frente o fungo Botrytis
(SANTOS et al., 2010; GERHARDT, 2018).

A utilizacdo de plantas na medicina tradicional como fitoterapico corresponde a
uma pratica muito antiga adotada pelo homem para cura, prevencdo e tratamento de
diversos tipos de enfermidades. Portanto, h4 um aumento de interesse da comunidade
cientifica em algumas plantas com potencial medicinal e isso tem promovido diversos
estudos cientificos na area da etnobotanico (LUCENA, et al., 2006; MARTORELLLI, et
al., 2011; GERHARDT, 2018). A Organiza¢do Mundial da Saude estima-se que em torno
de 80% da populacdo usa planta medicinal como medicamento e que 25 mil espécies de
plantas tém sido utilizadas como alternativa terapéutica (LUCENA, et al., 2006;
OLIVEIRA-JUNIOR, et al., 2013; GERHARDT, 2018).

A associacdo da cultura indigena e africana deu origem a utilizacdo de plantas
medicinais no territorio brasileiro. Na cultura indigena, esses saberes foram passados de
geracdo em geracao através dos pajés. E com relacdo aos povos africanos, as pessoas
escravizadas na época colonial trazidos para o Brasil transportavam plantas oriundas de
seu continente, muitas delas empregadas nas cerimonias religiosas e também com
potencial medicinal (LORENZI; MATOS, 2008; SOARES, 2010).

Dentre as varias plantas medicinais, a planta S. terebinthifolia é frequentemente
empregada na medicina alternativa e tem atraido atengdo e interesse no comercio
fitoterapico, por exibir compostos bioativos para o desenvolvimento de varios farmacos
(MENDES et al., 2015; GERHARDT, 2018). A sua utilizag&o na medicina alternativa foi
relatada desde a primeira edigdo da ‘“Pharmacopeia Brasileira” e publicada em 1926
(LUCENA et al.,, 2006; GONCALVES et al., 2007; CARVALHO et al., 2013;

GERHARDT, 2018). Atualmente, a sua comercializagdo como droga terapéutica foi
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aprovada pelo Sistema Unico de Salde e Agéncia Nacional de Vigilancia (BULLA et al.,
2015; ROCHA, 2018).

De acordo com Amorim e Santos (2003), na década de 90 foi veiculado no Brasil
um produto farmacéutico em forma de gel que contém o extrato da casca de S.
terebinthifolia para o tratamento da vaginose bacteriana. A pesquisa foi realizada com
quarenta e oito participantes, mulheres portadoras de vaginose bacteriana sintomatica.
Onde, vinte e cinco participantes foram tratadas com a utilizacdo de gel de S.
terebinthifolia, sendo vinte e trés tratadas com placebo. Os resultados do estudo revelaram
uma taxa de cura de 84% nas participantes tratadas com gel e de 48% no grupo com
placebo, comprovando o efeito do gel vaginal.

De acordo com os estudos na literatura, nos paises da América Central e do Sul, a
planta S. terebinthifolia é empregada como adstringente, cicatrizante, anti-inflamatorio,
antibacteriano, balsamico, diurético e tonico, assim como no tratamento de febres,
tumores e doencas do trato gastrintestinal, das vias respiratorias e urinarias (CORREA,
1978; CLEMENTE, 2006). No territorio brasileiro essa planta é usada como cicatrizante
e anti-inflamatério principalmente, na regido Nordeste (BORIO, 1973; NETO, 2012).

Apds avaliacdo farmacologica foi constatado que o extrato aquoso da folha de S.
terebinthifolia exibiu acdo anti-inflamatéria de aspecto n&o-esteroide no modelo de
granuloma induzido por algoddo em dorso do rato (MOURELLE et al., 1993; NETO,
2012). Outro estudo com fruto de S. terebinthifolia, também exibiu atividade anti-
inflamatdria, devido a presenca dos metabolitos secundarios como triterpeno, acido
masticadiendico e o &cido masticadiendlico (schinol) e por esses metabdlitos atuarem
como inibidores especificos da enzima fosfolipase Az existente em péncreas de porco,
fluido sinovial humano e em venenos de abelha (JAIN et al., 1995; NETO, 2012).

A emulsdo produzida do extrato bruto da casca de S. terebinthifolia apresentou
efeito cicatrizante e anti-inflamatorio, sobre 0 modelo experimental de ferida aberta em
dorso de rato (dose de 1,5 g/kg) e do ensaio de edema de pata induzido por carragenina
(dose de 2,5 g/kg), respectivamente (SILVA, 1999; NETO, 2012). Por outro lado, este
mesmo extrato apresentou atividade cicatrizante de anastomoses de colon em ratos, ap6s
administracdo em dose Unica intraperitoneal de 100 mg/kg do extrato. Este fato foi
constatado por meio de analise macroscépica e histolégica (COUTINHO et al., 2006;
NETO, 2012).

Além das propriedades medicinais acima citadas, S. terebinthifolia, contém

atividades, antitlcera, antisséptica e no tratamento de estomatites e ainda ha outros
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estudos que apontam a utilizacdo da folha de S. terebinthifolia em alguns paises, no
tratamento de doencas venéreas, inflamacéo do Utero, infec¢do do trato urinério, feridas
de pele, diarreias e ulceras gastrointestinais (MARTINEZ et al., 1996; FREIRES et al.,
2011).

Segundo Santana e colaboradores (2012), schinol e acido masticardiendico séo
principais metabolitos secundarios encontrados em S. terebinthifolia. Porém, na
literatura, relatos indicam que tanto a casca quanto a folha de S. terebinthifolia possui
uma grande quantidade de taninos e Oleo essencial, onde a presenca dos taninos é
responsavel pela classificacdo de aroeira como uma planta tanifera. Portanto, além de
schinol e acido masticardiendico outros metabo6litos também podem ser encontrados em
S. terebinthifolia como terebinthona, o 4&cido hidoximasticardiendico, o &cido
terebintifolico e o &cido ursélico (AMORIM; SANTOS, 2003). Estudos também
mostraram a presenca de acido gélico e elagico, entre outros metabdlitos secundarios em
casca e folha de S. terebinthifolia (DEGASPARI et al., 2005; CAVALHER-MACHADO
et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; EL-MASSAR et al., 2009).

Até 0 momento, ndo ha relatos na literatura sobre atividade toxica ou moluscicida
de S. terebinthifolia frente aos moluscos de B. glabrata, bem como quanto ao seu

potencial esquistossomicida e antitumoral.
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Artigo 1 Atividade moluscicida e genotdxica do extrato bruto da casca de Schinus
terebinthifolia Reddi e suas fragbes sobre os moluscos adultos de Biomphalaria
glabrata.

Resumo

Neste estudo, a fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo rica em compostos fendlicos (F8-
16) da casca de Schinus terebinthifolia, foram avaliados quanto a atividade moluscicida
e genotoxicoldgica sobre os adultos de Biomphalaria glabrata. E toxicidade ambiental
avaliada por meio de bioensaio com Artemia salina. As fracdes apresentaram atividade
moluscicida. Para FAE a LCsoe LCgo foi de 43,95 e 76,66 pug/mL, enquanto que para F8-
16 a LCso e LCqo foram de 60,13 e 95,92 ug/mL, respectivamente. Os valores de LCgo
estdo dentro da faixa de concentracao recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude.
O presente estudo também revelou que as fracdes de S. terebinthifolia apresentaram agéo
genotoxica, principalmente nas concentragdes de 40 e 45 pg/mL, onde os indices dos
danos ao DNA foram estatisticamente significativos (Newman-keuls; ** p < 0,01. *** p
< 0,001) quando comparados ao grupo controle negativo. As fracdes ndo apresentaram
atividade toxica sobre A. salina, ou seja, baixa toxicidade ambiental. Portanto, as fracdes
da casca de S. terebinthifolia mostraram bons agentes moluscicidas contra adultos de B.
glabrata.

Palavra chave: Artemia salina; Biomphalaria; moluscicida; vetor de esquistossomose;
Schinus terebinthifolia Reddi.
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1. Introducéo

A esquistossomose constitui um problema sério para salde publica em varios
paises tropicais e subtropicais, causando enormes consequéncias para o desenvolvimento
desses paises. A doenca é encontrada em 78 paises entre a Asia, Africa, América e Oriente
Médio (OMS, 2016). Esta enfermidade é ocasionada pelo helminto do género
Schistosoma tendo como hospedeiro intermediario os planorbideos do género
Biomphalaria e hospedeiro definitivo, 0 homem (Santos et al., 2008; Mendes et al., 2017).
Estima-se que pelo menos 206,4 milhdes de individuos estao infectados, dos quais cerca
de 89 milhdes foram tratadas e aproximadamente 200.000 individuos morrem por ano
vitima desta enfermidade (OMS, 2016).

Na Ameérica latina, o Brasil é considerado o pais com maior endemicidade, onde
aproximadamente cerca de 1,5 milhdes de individuos estdo infectados. Entre 2006 e 2015,
cerca de 500 individuos foram a 6bitos por ano vitima da esquistossomose (Guia de
Vigilancia em Saude - MS, 2017). Por ser uma doenca crbnica, que pode causar
debilitacGes que refletem na produtividade econémica, a esquistossomose constitui um
sério problema para as autoridades, fato que tem fomentado a implementacdo em larga
escala de programas de controle desta patologia, com intuito de erradica-la. Uma das
estratégias de combate a doenca € a utilizacdo de moluscicida quimico sintético para o
controle de caramujos hospedeiros intermediarios desta doenca (Jatsa et al., 2015). A
Niclosamida é a Unica substancia sintética recomendada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Santiaria (ANVISA) e OMS disponivel comercialmente. Porém, este
moluscicida produz um impacto ambiental negativo ao ecossistema aquatico, resisténcia
de alguns moluscos, além do alto custo envolvido na sua aplicacdo (Marston;
Hostettmann, 1985; WHO, 1988; Paraense, 2001; Santos et al., 2008; Rey, 2011; Mendes
etal., 2017).

Por esta razdo, tem sido estimulada a pesquisa, com substancias de origem natural
com atividade moluscicida como alternativa ao uso Niclosamida. As substancias de
origem vegetal sdo de facil obtencdo, biodegradaveis, podem exibir alta seletividade ao
meio ambiente, possuem baixo custo e com potenciais atividades bioldgicas, em especial
atividade moluscicida e entre outras. De acordo com a literatura, a atividade moluscicida
dos extratos vegetais é atribuida a presenca de metabolitos secundarios como taninos,
saponinas, terpenoides, esteroides e flavonoides. (Cantanhede et al., 2010; Hymete et al.,

2005; Rey, 2001; Chifundera et al., 1993). Dentre estas classes de substancias, taninos e
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saponinas sdo compostos mais procurados quando se trata dos estudos de plantas
medicinais com potencial moluscicida, por suspeitarem que esses compostos sejam
responsaveis pela acdo tdxica sobre os moluscos (Mendes et al., 2017).

Varias espécies ricas em polifenois, em especial taninos, e em saponinas possuem relatos
da atividade moluscicida, dentre estas espécies pode-se destacar Schinus terebinthifolia
Raddi, que pertence a familia Anacardiaceae, e é conhecida popularmente como aroeira-
da-praia, sendo amplamente distribuida no Brasil. Tal espécie possui atividades
bioldgicas descritas na literatura, dentre elas a acdo analgésica, antibacteriana, anti-
inflamatdria, antitlcera, antioxidante, antifngica e repelente térmita (Albuquerque;
Oliveira 2007; Souza et al., 2007; Bendaoud et al., 2010; Napole&o et al., 2011; Barbieri
et al., 2014). O aspecto fitoquimico de S. terebinthifolia revela a presenca de taninos
hidrolisaveis e condensados, flavonoides, saponinas, acucares e esteroides. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade moluscicida, cercaricida e genotoxica do
extrato hidroalcoolico, da fracdo acetato e fracdo rica em compostos fendlicos da casca
de Schinus terebinthifolia Raddi.

2. Materiais e Métodos

2.1. Coleta do material

A casca de Schinus terebinthifolia foi coletada em Recife-PE, no bairro de Boa
Viagem. O material coletado foi seco numa estufa de circulacdo de ar (40-45 °C) durante
trés dias. Os materiais foram coletados e processados seguindo as técnicas usuais em
taxonomia, sendo depositados no Herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA)- Déardano de Andrade Lima, sob o numero de registros para e Schinus
terebinthifolia 86.681.

2.2. Obtencéo de extrato e fracOes das cascas de Schinus terebinthifolia

O extrato bruto (EB) foi obtido das cascas de Schinus terebinthifolia por maceracéo,
utilizando a proporcéo droga: solvente 10% (p/v), e etanol (40%, v/v) como liquido
extrator durante 72 horas. Em seguida, a solu¢éo foi filtrada, concentrada em evaporador
rotativo (RV10 Basic, IKA®) sob pressdo reduzida, congelada e liofilizada (L101,
Liotop®). O extrato bruto resultante foi solubilizado em &gua destilada na proporg&o 10%

(p/v) e em seguida a solucdo obtida foi particionada por solventes de polaridade crescente
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(acetato de etila - 10 vezes; n-butanol - 3 vezes). A fragédo acetato de etila (FAE) e fracao
aquosa foram reunidas, concentradas em evaporador rotativo e posteriormente congeladas
e liofilizadas (Bueno et al., 2012). Os extratos foram mantidos em dessecadores até a

realizacdo dos ensaios analiticos e biologicos.

2.3. Prospecgéo fitoquimica do extrato bruto da casca de S. terebinthefolia e suas fragdes

Para as andlises por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foram utilizadas
placas de aluminio de silica gel 60 F2s4 (Merck®). O método empregado na identificagio
das principais classes de metabdlitos secundarios (taninos, flavonoides, saponinas,
esteroides e triterpenoides) utilizou sistemas de solventes e reveladores propostos por
Wagner e Bladt (1996). A anélise dos resultados foi realizada mediante observacéo dos

cromatogramas sob luz branca e ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

2.4. Cromatografia em Coluna Aberta (CC)

A fracéo acetato de etila foi submetida a fracionamento por meio de cromatografia
em coluna aberta utilizando Sephadex LH-20® como fase estacionaria e metanol (MeOH)
como fase movel, com o objetivo de isolar as substancias ativas (saponinas e compostos
fenolicos). Portanto, foram coletados aproximadamente 15 mL por tubos e as fracdes
foram monitoradas por CCD. A fracdo rica em compostos fendlicos (F8-16) foi obtida
nesta fase.

2.4. Analise qualitativa e quantitativa da fracdo acetato de etila das cascas de Schinus
terebinthifolia por CLAE

Para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foram
preparadas solucdes estoque da FAE de Schinus terebinthifolia e dos padrdes acido galico
(98% de pureza, Vetec®), acido elagico (>95% de pureza, Sigma®) e catequina (98% de
pureza Sigma®).

As solucdes foram preparadas em agua ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®), na

concentracdo de 1 mg/mL para a fracdo acetato, e nas concentragdes de 10 pg/mL para
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as solugdes padrdo. As solucbes foram filtradas em membranas de PVDF 0,45 um
(Chromafil®).

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido (Ultimate 3000, Thermo
Fisher Scientific®), acoplado a detector de arranjo de fotodiodos (DAD; Thermo Fisher
Scientific®), equipado com bomba binaria com degaseificador e amostrador automatico
equipado com loop de 20 pL. Para a andlise e processamento dos dados, foi utilizado o
software Chromeleon 6.0 (Dionex, Thermo Fisher Scientific®, USA). A fase estacionaria
foi composta por coluna Cis (250 mm x 4.6 mm, 5 um) da Dionex® equipada com pré-
coluna (Cis, 4 mm x 3.9 um, Phenomenex®); a fase mdvel foi composta por agua (A) e
metanol (B) ambas acidificadas com acido trifluoroacético (0,05%). A eluicdo foi
realizada em modo gradiente: 0-10 min, 12,5-25% B; 10-17 min, 25-40% B; 17-25 min,
40-70% B; 35-37 min, 75% B; 37-38 min, 75-10% B; o fluxo utilizado foi igual a 0,8
mL/min e volume de injecdo de 20 pL. A deteccdo foi realizada em 254, 270 e 280 nm,
determinados de acordo com os ma&ximos observados nos espectros de varredura dos
picos dos padrdes e amostras. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os compostos foram identificados nas amostras através de comparacao entre 0s
tempos de retencéo (tr) do padréo e dos picos correspondentes presentes nas fragdes, além
da andlise de crescimento de area apos fortificacdo da solucdo estoque da fragdo com as
solucBes padrdo. Os teores de acido galico e/ou catequina foram calculados a partir da
seguinte equagéo:

Cp X AA

— x FD x 100
Ap X m

Onde Cp = concentragdo do padrdo em g/mL (pureza do padrdo); Ap = area do padrdo; AA = &rea da

amostra; m = massa da amostra; FD = fator de diluicéo.

2.5. Bioensaios
2.5.1. Atividade Moluscicida em moluscos adultos de Biomphalaria glabrata

Moluscos adultos jovens da espécie B. glabrata pigmentados com diametro de
concha entre 10 a 14 mm, obtidos do moluscéario do departamento de Biofisica e
Radiobiologia do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, foram
separados em grupos com 10 espécimes e acondicionados em recipientes contendo 60 ml

de solucdo aquosa de FAE e fracdo rica em compostos fenolicos (F8-16) da casca de S.
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terebinthifolia nas concentracdes de 25, 50, 75 e 100 pg/mL. As solugdes foram obtidas
com auxilio do DMSO (0,5%). Para o controle negativo utilizou-se um grupo com agua
filtrada e DMSO a 0,5% e para o controle positivo foi utilizado uma solugéo de
Niclosamida a 1 pg/mL (Bayluscide, Bayer). O tempo de exposicdo foi de 24 horas para
fracdo acetato de etila (FAE) e 48 horas para F8-16 e os critérios para avaliacdo da
mortalidade dos moluscos foram: imobilidade, liberacdo da hemolinfa, retragdo do
molusco para dentro da concha e auséncia de batimentos cardiacos. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata e observados durante 8 dias (WHO, 1965).

2.5.2. Teste do Micronucleo

Para o teste do microndcleo, moluscos adultos jovens da espécie B. glabrata
pigmentado com diametro de concha entre 10 a 14 mm, foram separados em grupos com
5 espécimes e acondicionados em recipientes contendo 60 ml de solucéo aquosa de EB,
FAE e F8-16 da casca de S. terebinthifolia, nas concentragdes subletais de 30, 35, 40 e
45 pug/mL durante 48 horas. Apds a exposicdo foram coletados aproximadamente 100 pL
de hemolinfa de cada molusco e colocada sob laminas microscopicas onde foram
depositadas 100 pL de &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) em solucéo de Ringer
10 mM. As laminas produzidas foram colocadas em cAmara Umida durante 40 minutos e
em seguida, as células foram fixadas com 200 pL de glutaraldeido em solugéo de Ringer
a 1% (v/v), durante 10 min. Posteriormente, as laminas foram lavadas com solucéo de
Ringer e secadas a temperatura ambiente (25 °C), durante 24 horas. Ap0s esse periodo as
laminas foram coradas com Giemsa (5%) por 8 a 10 min. Foram analisadas 1.000
células/grupo utilizando um microscépio éptico (Medilux), e os ensaios foram realizadas

em triplicata.

2.5.3. Ensaio cometa

O ensaio alcalino cometa foi realizado de acordo com Singh e col. (1988) e
Grazeffe e col. (2008), com poucas modificagbes. 100 puL de hemolinfa de B. glabrata,
expostos a EH, FAE e F8-16 da casca de S. terebinthifolia, nas concentragGes subletais
de 30, 35, 40 e 45 pg/mL durante 48 horas e a agua declorada (controle negativo), foram
homogeneizadas em agarose de baixo ponto de fusdo (1:1). Imediatamente, este

homogenato foi colocado sobre uma lamina de microscopio, previamente coberta com
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uma camada de agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) dissolvida em PBS, (pH 7,4),
coberto com laminula e mantido a 4 °C (10 min). Em seguida, as laminulas foram
retiradas e as laminas incubadas em solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris
10 mM, Triton-X 100 1% e DMSO 10 %, pH 10,0) por 12 h a 4°C. Ap0s a incubacao,
as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese horizontal contendo solugéo de
tampéo alcalino, pH 13,0 (EDTA 1 mM e NaOH 300 mM).

A eletroforese foi realizada durante 20 min (4 °C) a 0,74 V/cm e 300 mA. Ao
final, as laminas foram imersas em solucdo de neutralizacdo (Tris-HCI 0,4 M, pH 7,5)
sob temperatura ambiente por 15 min e fixadas em alcool absoluto por 10 min. As
laminas, depois de secas, foram estocadas a 4 °C.

As laminas foram coradas com 50 pL de uma solucéo de SYBR safe (Invitrogen)
(1:500). Os cometas foram analisados em microscopio de fluorescéncia (Nikon H550L)
em aumento de 400x, com um filtro de excitacdo de 450-490 nm, filtro de emissédo de
500-550 nm e um filtro de barreira de 495 nm. O dano ao DNA dos hemdcitos foi avaliado
visualmente de acordo com o método de Collins e col. (2008). Cerca de 100 nucle6ides
foram contados para cada replica, totalizando 400 nucledides. Estes foram classificados
em 5 categorias de dano ao DNA (0, 1, 2, 3 e 4), dependendo da extensdo do dano ao
DNA (Figura 6). A categoria 0 indica que ndo ocorreram danos, enquanto as categorias
de 1 a 4 indicam danos em niveis crescentes sobre o material genético.

Para avaliar o grau de dano ao DNA, foi utilizado o indice de Dano (ID) e a
Frequéncia de Dano (FD%) como parametro. O ID foi calculado de acordo com a
formula: ID = 0 (nimero de cometas categoria 0) + 1 (nUmero de cometas categoria 1) +
2 (nimero de cometas categoria 2) + 3 (nimero de cometas categoria 3) + 4 (nimero de
cometas categoria 4). O FD% foi calculado como o valor percentual de todos os cometas
com dano ao DNA (categoria 1 — 4) em relacdo ao nimero total de cometas (categorias 0
—4), de acordo com a formula:

[(N® total de cometas — N° de cometas categoria 0)100]
FD% =

N? total de cometas

2.5.4. Teste de Toxicidade ambiental

Os ovos de Artemia salinas foram colocados em recipiente com agua do mar por
48 horas, com aeracgéo e temperatura de 25 °C. Ap0s a eclosao foram coletadas 10 larvas
de A. salina e colocadas em tubos de ensaio de 5 mL com a FAE e F8-16 nas
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concentracgdes de 25, 50, 75 e 100 pug/mL. O controle negativo foi feito com uma solucgéo
de DMSO a 0,5% e agua filtrada. O controle positivo foi realizado com a Niclosamida
(Bayluscide, Bayer) em concentracgdo de 1ug/mL. Foi avaliada a sobrevivéncia das larvas

(Meyer, 1982). Os ensaios foram realizados em quadruplicata.

2.5.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) e pelo
teste estatistico Newman-keuls para (atividade moluscicida e teste de micronucleo)
bonferroni para (teste de cometa) (p< 0,05) utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
O célculo das concentracGes letais foi realizado pelo método dos probitos através do
programa StatPlus v5.

3. Resultados

3.1. Perfil fitoquimico do extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila (FAE) e fracéo rica

em compostos fendlicos (F8-16) da casca de Schinus terebinthifolia Raddi.

A fragdo de acetato obtida por meio da coluna aberta em gel de Sephadex LH-20
rendeu 20 frages, as quais foram analisadas por CCD. Esta analise permitiu a separacao
de dois grupos: as fracBes 3-7 apresentaram-se ricas em saponinas e as fracbes 8-16
apresentaram-se ricas em compostos fendlicos. As fracbes 8-16 foram reunidas e
selecionadas para o experimento definitivo por apresentaram a¢do moluscicida apos teste
preliminar com os moluscos adultos de B. glabrata.

Na tabela 1 encontram-se as classes que apresentaram resultado positivo para a
EB, FAE e F8-16. Os resultados foram evidenciados a partir da comparacao do fator de
retencdo (Fr) e coloragdo das bandas das amostras que correspondiam aos padrbes
avaliados. Portanto, foi evidenciada a presenca de taninos hidrolisaveis e condensados,

flavonoides, saponinas, agucares, esteroides e terpenoides.
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Tabela 1- Resultados do perfil fitoquimico do extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila
(FAE) e fragdo rica em compostos fenolicos (F8-16) obtidos das cascas de S.
terebinthifolia Raddi.

Classes (Padrao) EB FAE F 8-16
Esteroides/Terpenos (p-sitosterol) + + -
Saponinas (saponinas) + + -
Flavonoides (quercetina) + + +
Taninos hidrolisaveis (acido gélico/acido + + +
elagico)

Taninos condensados (catequina) + + +

Sinal (+) indica a presenca dos constituintes quimicos e Sinal (-) indica a auséncia dos constituintes

quimicos.

Nas anéalises por CLAE-DAD foram evidenciadas a presenca de acido galico (pico
1, tr = 8,87 min) e catequina (pico 2, tr = 17,2 min) no EB, FAE e F8-16 (Figura 1) das
cascas de S. terebinthifolia Raddi. A presenca dos compostos foi confirmada pela co-
injecdo dos padrfes e amostras, tempos de retencdo e espectros de varredura dos picos
(Figura 2).
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Figura 6- Cromatograma obtido por CLAE para EB (A); FAE (B) e F8-16 (C)

obtidos da casca de S. terebinhifolia Redd.

.04
s |
Nl .|
[ 1 e
H | f o
£ 20 M
| /’/ S
| | —
| | e
1254 .. J_ —
b
——
1) 15 » z
Retantion Tima fmin]
0.0-
- C
1
|| |
ER.] [}
4
1 \ W T
H !
2 ne
i 2
100 | 1V
I -
1 A
5.0
00 ) 50 20 5 2, E

Figura 7- Espectros de varredura dos picos referentes a presenca de &cido galico e
catequina na amostra evidenciados nas amostras da casca de S. terebinthifolia Raddi.
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As analises por CLAE-DAD também permitiram quantificar estes metabolitos nas

amostras do EB, FAE e F8-16 como mostra a tabela 2. A FAE e F8-16 apresentaram

maiores teores de acido galico e quando comparadas ao EB. Por outro lado, EB e F8-16

exibiram maiores teores de catequina.
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Tabela 2- Teores de acido galico e catequina calculados nas amostras de Schinus
terebinthifolia Raddi, obtidos por CLAE.

Amostras 9% AG 9% CAT
EB 0,17 (1,30%) 0,090000 (0,56%)
FAE 0,20 (2,20%) 0,089000 (0,05%)
F8-16 0,26 (2,13%) 0,097000 (0,15%)

EB: extrato bruto das cascas de S. terebinthifolia; FAE: fracdo acetato de etila das cascas de S.
terebinthifolia; F8-16: fracdo rica em compostos fenolicos; g%: gramas de metabolito por 100 g de residuo

seco; AG: Acido galico; CAT: Catequina. Os dados foram expressos como média (desvio padréo relativo).

3.2. Atividade moluscicida dos adultos de B. glabrata

Para atividade moluscicida, os moluscos adultos de B. glabrata foram expostos a
FAE e F8-16 em diferentes concentrac@es de 25, 50, 75 e 100 pg/mL. Portanto, a FAE e
F8-16 foram ativos contra os moluscos adultos de B. glabrata e apresentaram valores de
ClLgo abaixo de 100 pg/mL (76,66 e 95,92 pg/mL). Porém, FAE foi mais ativo em
comparacédo a F8-16 (Tabela 3).

Tabela 3- Valores calculados da concentracao letal da fracdo acetato de etila e fracdo rica
em compostos fendlicos das cascas de S. terebinthifolia Raddi.

LCsopg/mL (95% LC)  LCsopg/mL (95% LC)

Amostra
Adult - B. glabrata
FAE 43,95 (40,15-47,75) 76,66 (72,86-80,46)
F8-16 60,13 (55,97-64,19) 95,92(91,76-100,08)

FAE: fracdo acetato de etila das cascas de S. terebinthifolia F8-16: fragdo rica em compostos fendlicos. Os
resultados da inviabilidade foram expressos através da CL (95% LC): concentragdo letal (95% limite de
confianga)

3.4. Teste do Micronucleo

Para avaliar possivel mecanismo agé&o dos extratos sobre os moluscos adultos de
B. glabrata expostos a EB, FAE e F8-16 de S. terebinthifolia, foi empregado o teste de
micronucleo. Os hemdcitos sdo principais células efetoras do sistema de defesa de dos
moluscos e podem ser divididos em hialindcitos que possuem ndcleo regular ao tamanho

do citoplasma e granuldcitos que tém mais citoplasma e formam pseudopodes.
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A tabela 4 ilustra a média e desvio padrdo de todas as alteracfes encontradas
durante a contagem e andlise dos hemdcitos, incluindo micronicleo, binucleagdo e
apoptoses (Figura 3). Portanto, foi observado um aumento na frequéncia das alteragoes
acima mencionadas de acordo com o aumento das concentragdes, ou seja, apresentaram
um comportamento dose-dependente.

Para os moluscos expostos ao EB nas concentracdes de 40 e 45 pg/mL, a média
da frequéncia de MN por 1000 celulas foi de 13 £ 2.82 e 20.5 £ 7.77, para a BC foi de
28.5% 4.94 e 40 + 7.07 e em relacdo a apoptose a média foi de 59 + 15.55 e 95.5 + 4.94.
Para a FAE da casca de S. terebinthifolia as maiores médias da frequéncia de MN, BC e
AP também foram observadas nas altas concentracfes de 40 e 45 pg/mL, onde a média
da frequéncia de MN por 1000 células foi de 8.5 + 2,12 e 14 + 4,24, para BC a média foi
de 21 + 2.82 e 32 + 4.24 e para apoptose a média da frequéncia foi de 73 + 1.41 e 86.5 +
17.67 (Tabela 4). Os moluscos adultos de B. glabrata submetidos a F8-16 nas
concentracdes de 40 e 45 pg/mL apresentaram a média da frequéncia de MN por 1000
celulas de 9 £ 2.82 e 12 + 5.65, para BC a média foi de 26 + 4.94 e 27 + 9.89 e para
apoptose a frequéncia foi de 31 + 8.48 e 32 + 4.24. E importante salientar que, a
frequéncia de apoptose foi a alteracdo morfolégica mais observada durante a andlise e
contagem dos hemdcitos de moluscos adulto de B. glabrata. Portanto, este teste sugere
que acdo dos extratos e fracOes atua sobre o sistema de defesa do molusco, causando
alteracdes morfoldgicas sobre os hemacitos do tipo apoptose celulares. Outra observacéo
importante foi o aparecimento de hialinécito com granulacdo intensa e hialindcito

trinucleado nas mais altas concentragdes (Figura 3).
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Figura 8- Hemdcitos de B. glabrata apds a exposicdo ao extrato bruto (EB), fracdo
acetato de etila (FAE) e fracdo rica em compostos fendlicos (F8-16) de Schinus
terebinthefolia. (A) Hemdcito hialindcito com micronucleo. (B) Hemacito granuldcito
binucleado. (C) Hemocitos granuldcitos em apoptose. (D) Hemacitos hialindcitos
trinucleado. (E) Hemdcitos hialindcitos granulocito com granulacdo intense. (F)
Hemocitos hialindcitos com vaculos citoplasmatico.
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Tabela 4- Resultados das alteracbes morfoldgicas de hemacitos de Biomphalaria glabrata expostos ao extrato bruto, FAE e F8-16 de Schinus

Concentracao

[ug/mL]
c1
c2
30
35
40

45

EB FAE F8-16
MN BC AP MN BC AP MN BC AP

0,66 % 0,57 1,0£1,0 6,0 2,0 0,0 £0,0 0,0 0,0 6,0 £2,0 0000 2605  4x141
066+057 133+057  233%0,57 0,0 0,0 0,0 0,0 6,6 + 2,51 0000 0000 66251

3£0,0 100+10  17,5£0,70 4+282 4£0,0 145+070  65+353* 75494 20%141*
85+0,70* 2366802 23,5%777 5+0,0% 11+£1,41%  265+1202%* 7,5+4,94* 23+141* 21,5%0,70*
13 +2,82%* 285t 50 £15,55%*% 85+2,12%%* 21+£282%  73+141**  9x282% 26:494* 31z848%*

4,94%*
205+ 40 +7,07** 95,5 & 14 £ 4,24%*% 32+ 424%% 865+ 17,67 12+565% 27+9,80% 32+424%*
7,77%% 4,94%%*

terebinthefolius.

BC: Binucleacdo; AP: Apoptose; MN: Microntcleo. C1: agua filtrada. C2 (Controle 2): 0.5% DMSO em 4gua filtrada; EB: extrato hidroalcdolico; FAE: fragdo acetato de etila;
F8-16: fragdo rica em compostos fendlicos. * p < 0,01. ** p < 0,001. *** p < 0,0001.
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3. 5. Ensaio cometa

Este ensaio foi utilizado para avaliar o mecanismo de acdo de dos extratos da casca de
S. terebinthifolia sobre 0 DNA das células de defesa dos moluscos em concentragdes subletais.
Os hemacitos dos moluscos adultos de B. glabrata tratados com diferentes concentracées (30,
35, 40, 45 pg/mL) do EB, FAE e F8-16, resultaram em danos do DNA significativos quando
comparados ao controle negativo. Também foi observado um aumento no indice de danos de
DNA de acordo com 0 aumento das concentrac@es, ou seja, foi observada uma dose dependente
em todas as amostras testadas. As categorias de danos ao DNA 2, 3 e 4 foram incidentes em
todas as doses testadas (Tabela 5) (Figura 4).

Portanto, os maiores indices de danos do DNA dos hemdcitos de B. glabrata, tratados
com diferentes concentracdes do EB de S. terebinthifolia foi observado nas altas concentracdes
de 40 e 45 pg/mL foi de 136,50 + 8,54 e 171,80 + 22,76. Para FAE, os indices de danos de
DNA observados nas altas concentragdes foram de 235,6 = 11,52 e 252,75 + 36,37 (Tabela 7).
A F8-16 da casca de S. terebinthifolia ocasionou mais danos no DNA em relacdo ao EB e FAE,
no entanto, todas as concentracdes utilizadas no teste apresentaram o indice de danos de DNA
nas concentracgdes (40 e 45 pg/mL) de 345,67 £ 11,59 e 343,67 £ 17,62 (Tabela 5).
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Figura 9- Nucledides do ensaio de cometa para os hemacitos expostos ao extrato bruto (EB),
fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo rica em compostos fendlicos (F816). A categoria O indica
que ndo ocorreu danos, enquanto as categorias de 1 a 4 indicam dano em niveis crescents sobre
0 material genético.

1 2
. .

-
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Tabela 5- Resultados de dano genético em hemadcitos de Biomphalaria glabrata expostos ao extrato bruto, fracao acetato de etila e fragdo rica em
compostos fenolicos de Schinus terebinthefolius.

Amostra Média e desvio padréo
[Hg/mL] EB FAE
indice de Dano?®  Frequéncia de dano indice de Frequéncia de dano indice de Dano? Frequéncia de dano
(%)? Dano? (%)? (%)?
C1 27,25 + 9,57 27,25 + 9,57 27,25 + 9,57 20,74 + 4,58 27,25 + 9,57 20,74 + 4,58
30 107,00 + 17,42** 90,37 % 3,52%** 135,6 + 32,04*** 735+155 314,00 + 11,75%** 98,75 + 1,50%**
35 125,25+19,30%** 95,49 + 1,30*** 202,25 + 22,77*** 91,5+3,7 345,25 + 21,31*** 100,00%**
40 136,50 + 8,54*** 94,00 % 5,35%** 235,6 + 11,52%** 97,6 2,41 345,67 + 11,59*** 100,00%**
45 171,80 + 22,76%** 97,40 % 1,34*** 252,75 + 36,37*** 97,01+5,36 343,67 + 17,62*** 100,00%**
MMS 339,67 + 32,01*** 99,67 + 0,58*** 339,67 + 32,01*** 99,67 + 0,58*** 339,67 + 32,01*** 99,67 + 0,58***

4 Média dos valores e desvio padrdo obtidos a partir da contagem de 100 células por animal, experimento realizado em quintuplicata. C1: controle

negativo; EB: extrato bruto; FAE: fracio acetato de etila; F8-16: fracio rica em compostos fendlicos, MMS: Metano sulfonato de Metila, controle positivo. ** p <
0,01. *** p < 0,001.
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3. 6. Teste toxicidade
Neste estudo foi observada que o extrato bruto da casca de S. terebinthifolia e suas
fragdes ndo causaram mortalidades das Artemias salina, demostrando ser atoxico ao meio

ambiente.

4. Discussao

Os primeiros estudos direcionados as substancias de origem vegetal como moluscicida
aconteceu em 1930, com a planta nativa do deserto do Sudao, denominada Balaniteae gyptiaca
L (Archibal, 1933). As primeiras pesquisas realizadas no Brasil sobre moluscicidas de origem
vegetal foi com o extrato do caule de Serjania spp. (Cip6- timbd) e de Sapindus saponaria L.
(Sapindaceae) (saboneteira, sabdo), demonstraram atividades frente ao molusco B. glabrata
(PINTO e ALMEIDA, 1994). Outro estudo realizado por McCullough (1980) e os
colaboradores e em parceria com WHO, relataram uma reducdo consideravel da taxa de
incidéncia e prevaléncia de S. mansoni no Nordeste da Etiopia, devido a utilizacdo de
substancias de origem vegetal, Phytolacca dodecandra por cinco anos.

De acordo com Pereira Filho e colaboradores (2014), pesquisas detalhadas de perfil
fitoquimico da planta e de grande relevancia para a elucidacdo da atividade moluscicida. Além
disso, também facilita para os pesquisadores no direcionamento para desenvolvimento de novas
drogas. Na literatura, ha varios estudos com extratos de plantas que sugere atividades
moluscicida desses extratos devido a presenca de metabolitos secundarios, como taninos,
saponinas, terpenoides, esteroides, flavonoides e entre outros, mas principalmente de saponinas
e taninos (Mendes et al., 2018; Mandefro et al., 2017; Yang et al., 2017; Cantanhede et al.,
2010).

A avaliacdo fitoquimica realizada neste trabalho demonstrou que o extrato bruto da
casca de S. terebinthifolia e suas fracdes, FAE e F8-16, indicaram a presencga de diferentes
metabolitos secundarios envolvidos com atividade moluscicida, destacando-se principalmente
0s taninos. Portanto neste trabalho pode-se observar que as fragdes FAE e F8-16 do extrato da
casca de S. terebinthifolia apresentaram CLgo de 76,66 e 95,92 pug/mL, respectivamente, ou
seja, abaixo de 100 pg/mL que é o valor preconizado pela organizagdo mundial da saude.
Normalmente os testes realizados utilizam os extratos brutos das plantas, sendo poucos os testes

com substancias isoladas como os metabolitos secundarios e principios ativos, portanto os

74



75

resultados encontrados neste trabalho sdo importantes para entender e viabilizar o uso destas
substancias no combate aos moluscos.

Outro fato importante é elucidar o mecanismo de acdo dessas substancias nos moluscos
alvos. A elucidacao desses processos necessita de estudos referente a caracterizacdo do extrato,
bem como a resposta fisioldégica do molusco frente as substancias quimicas testadas. Neste
trabalho foram utilizadas duas técnicas com o objetivo de entender a atuacdo do EB e das
fracdes FAE e F8-16 sobre o B. glabrata. A primeira técnica demonstrou que com o aumento
da concentracdo das substancias testadas houve um aumento expressivo no numero de
alteracOes nas células de defesa do caramujo, ou seja, o teste do microntcleo permitiu visualizar
aacdo do EB e suas fracGes FAE e F8-16 sobre as células de defesa do molusco, levando muitos
hemocitos a apoptose celular.

O teste de micronucleo € um dos testes de genotoxicidade frequentemente utilizado em
estudos in vitro e in vivo, onde frequéncia de microntcleos revela as exposi¢des de compostos
com acdo clastogénica e ou ancugénica, (Albertini et al., 2000; Pukalskiené et al., 2018).
(Kirsch-Volders et al., 2011; Hayashi, 2016 Pukalskien¢ et al., 2018). Os dados encontrados
neste trabalho sdo pioneiros, porém ao analisar a acdo de outras substancias como herbicidas
sobre os moluscos B. glabrata foi constatado comportamento dose-dependente, ou seja, com 0
aumento da concentragdo do herbicida Oxifluofen foi observado um aumento no numero de
MN e apoptose celular em hemocitos de B. glabrata (Lima et al., 2018). Dados semelhantes
encontrados neste trabalho. Portanto pode-se observar que o estudo das alterac@es das células
de defesa (hemdcitos) dos moluscos B. glabrata pode ser considerado um étimo teste para

avaliar o mecanismo de acdo de substancias quimicas sobre os moluscos B. glabrata.

A segunda técnica empregada, ensaio cometa, objetivou elucidar a acdo do extrato e
suas fracdes sobre o material genético das células de defesa do molusco. Os resultados
demonstraram danos significativos sobre o DNA dos hemdcitos (tabela 5). Estudos realizados
por Ibrahim e Ghoname (2018), utilizando extrato aquoso de Anagullis arvensis em diferentes
concentragdes subletais, mostraram que os niveis de danos no DNA induzidos por essa planta
apresentaram diferencas estatisticamente significadas quando comparados ao grupo controle
negativo e que os niveis de dano refletem a diminuig&o da sobrevivéncia dos moluscos adultos
de B. alexandrina expostos as concentragdes subletais das substancias. Este resultado corrobora

0 encontrado neste trabalho com S. terebinthifolia, o que sugere que doses letais ocorreram
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devido a danos no DNA das células de defesa dos moluscos. Outro estudo realizado com
nanoparticula de 6xido cuproso sobre os hemacitos de B. alexandrina, e analisado pelo ensaio
cometa, também detectou um aumento significativo nos niveis de danos no DNA (Shadoum et
al. ,2016).

Portanto, os resultados do ensaio de cometa demostraram que esta técnica pode ser
utilizada em estudos sobre o mecanismo de agdo de substancias com potencial acéo
moluscicida.

Outro aspecto relevante em relagdo ao extrato e seus metabolitos a serem utilizados no
meio ambiente é a preocupacdo com outros componentes da biota aquatica. Embora
moluscicidas naturais sejam biodegradaveis, em determinadas concentra¢fes, mesmo dentro
dos valores exigidos pela OMS, os extratos podem revelar riscos ao ecossitema. Nesse contexto,
faz-se necessario a realizacdo de testes de toxidade, o que foi feito neste trabalho utilizando a
Artemia salina. O resultado indica que tanto os extratos quantos suas fragcdes possuem baixa
toxicidade ambiental. Deferentes autores também utilizam este bioensaio para medir a
toxicidade ambiental (Luna et al., 2005; Santos et al., 2007; Singh, 2005a).

5. Conclusao

Os resultados obtidos a partir da exposi¢do dos organismos testados permitem concluir
que as fracBes de FAE e F8-16 originaria do extrato da casca de S. terebinthifolia apresentaram
atividade moluscicida contra moluscos adultos de B. glabrata, enquanto apresentam baixa
toxicidade ao ambiente de acordo com o ensaio artemicida.

O teste do MN e ensaio cometa demonstrou que EB de S. terebinthifolia e suas fracfes
FAE e F8-16 agem sobre as células de defesa do molusco B. glabrata, causado diferentes
alteracoes celulares nos hemocitos MN, BC e apoptose celular, além de causar danos
significativos no DNA. Tanto o EB como suas fracGes possuem acdo moluscicida e genotoxica
frente ao molusco B. glabrata.
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7.2 Artigo 2- Acdo esquistossomicida in vitro dos extratos brutos da casca de Schinus
terebinthifolia (Raddi) e sua fragdes de contra vermes de Schistosoma mansoni.
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Artigo 2. Agédo esquistossomicida in vitro dos extratos brutos da casca de Schinus
terebinthifolia (Raddi) e sua frac6es de contra vermes de Schistosoma mansoni.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade esquistossomicida do extrato bruto da casca (EB)
de Schinus terebinthifolia e suas fracdes (FAE =fracdo de acetato; F8-16) sobre vermes
imaturos e adultos de Schistosoma mansoni. Os vermes de S. mansoni nas fases adulta, jovem
e esquistossomuloda linhagem BH foram utilizados para o estudo, sendo o efeito
esquistossomicida avaliado por meio da analise da motilidade, viabilidade e alteragdo do
tegumento. Os resultados desse estudo mostraram as concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL
de EB e FAE causaram 100% da perda de motilidade ao longo do corpo dos esquistossémulos,
enquanto que a F8-16, apresentaram 100% da perda de motilidade ao longo do carpo nas
concentragOes de 200 e 400 pg/ mL e 91,11% na concentragdo de 100 pg/mL. Para vermes
jovens (21 dias), apds o periodo de incubacdo, o EB e FAE causaram 100% da perda de
motilidade ao longo do corpo dos vermes nas concentracdes de 200 e 400 pg / mL. No entanto,
apos a exposicdo a F8-16 nestas mesmas concentragdes, 0s vermes jovens ndo apresentaram
motilidade ao longo do corpo (score 0). Para extrato bruto (EB) da casca de S. terebinthifolia
causou 6,5 e 56,25% da perda de motilidade ao longo do corpo nos vermes adultos expostos as
concentragdes de 200 e 400 pg/mL. Para esta mesma concentracdo das FAE e F8-16 100% dos
vermes adultos apresentaram perda total da motilidade ao longo do corpo. A viabilidade celular
dos vermes adultos expostos as amostras de mostrou a diminui¢do da S. terebinthifolia diminuiu
de acordo com aumento das concentracfes. Os vermes de diferentes fases evolutiva
(esquistossébmulos, verme jovem e adulto) expostos as amostras de S. terebinthifolia, nas
concentracdes de 200 e 400 pg/mL apresentaram as seguintes alteracbes no tegumento: lesdo
focal, bolhas, danos na dobra tegumentares e tubérculos com reducdo de espiculas, dobras
coalescidas, sulcos profundos, descamacéo do tegumento e erosdo na regido da ventosa oral,
aparecimento de orificios e entre outras alteracdes. Considerando os resultados deste estudo in
vitro o extrato bruto da casca de S. terebinthifolia e suas fragdes exercem efeito sob a motilidade

de vermes adultos, jovens e esquistossomulo de S. mansoni, apds 120horas de incubacao.

Palavras chaves: esquistossomicidas, Schistosoma mansoni, Schinus terebinthifolia Raddi.
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Introdugéo

A esquistossomose é uma infeccdo cronica causada por helmintos do género
Schistosoma spp que apresenta importantes impactos na salde humana e na economia
(OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al. 2013; CASTRO et al., 2016; WHO, 2017). A
Esquistossomose ¢ endémica em 78 paises e territorios na Asia, Africa, Oriente Médio, América
Central e do Sul (RASO et al., 2007; UTZINGER et al., 2009; AIRES et al., 2014), onde estima-
se que 239 milhdes de pessoas estejam infectadas, outras 779 milhdes vivam em areas de risco
de infeccdo e que todos os anos cerca de 280.000 obitos sdo decorrentes desta infeccdo
(STEINMANN et al., 2006; UTZINGER et al., 2009; OMS, 2014; MORAES et al., 2013). As
principais espécies de Schistosoma que parasitam 0os humanos s&o Schistosoma haematobium,
S. japonicum e S. mansoni. A doenca é causada primariamente pelo acumulo de ovos nos
sistemas hepatico-esplénico e urinario e no trato gastrointestinal, onde os ovos estimulam uma
resposta inflamatdria granulomatosa que posteriormente podem resultar em fibrose (Gryseels
et al., 2013; Barsoum, et al., 2013).

Portanto, para o controle e tratamento desta doenca a Organizacdo Mundial de Saude
preconiza o uso de Praziquantel (PZQ), droga usada nas Gltimas décadas, por apresentar eficacia
contra todas as espécies de Schistosoma. Embora o PZQ apresente alta taxa de cura parasitaria
e baixos efeitos colaterais, sua eficacia é apenas contra vermes na fase adulta, uma vez que nas
doses recomendadas ndo apresenta acdo contra fases imaturas do verme (CAFFREY, 2015).
Além da limitacdo contra vermes imaturos, é preocupante a existéncia de um anico farmaco
para o controle e tratamento de infeccdo em expansdo e da existéncia de relatos de cepa de
Schistosoma resistentes e/ou tolerantes ao PZQ (Moraes et al., 2013; OMS, 2014; Aires et al.,
2014 Caffrey, 2015).

Diante da iminéncia de um colapso no uso do PZQ frente ao Schistosoma, a procura
incessante de novos candidatos esquistossomicidas que atua ndo s6 em fase adulta, mas em
todas as fases evolutivas do parasito tem sido um desafio continuo para a academia e industrias
farmacéuticos (Mantawy; Rizk, 2011; Abdel-Hafeez et al., 2012; Castro et al., 2016). Nas
ultimas décadas ha um aumento de interesse em buscar substancias extraidas de espécies
vegetais com potencial medicinal para o tratamento de doengas parasitarias e entre elas merece
destaque Schinus terebinthifolia Raddi popularmente conhecida por aroeira da praia.

A espécie S. terebinthifolia é considerada uma planta nativa do Sul e Centro das

América havendo relatos da sua distribuicio em regides tropicais e subtropicais da Africa e dos
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Estados Unidos (Dvorkin-Camiel, 2008; Vieira et al., 2015). Entre as regides do Brasil, S.
terebinthifolia encontra-se distribuido, na regido Sul, Sudeste, Centro Oeste e Nordeste
(Estevao et al., 2015). E uma planta nativa do semiarido brasileiro, conhecida e decantada na
Regido Nordeste, principalmente no bioma Caatinga e pertence a familia Anacardiaceae.

De acordo com a literatura, o rastreamento fitoquimicos realizados com o género
Schinus, revelaram a presenca de terpendides, acidos graxos em S. molle e em S. terebinthifolia
(Ceruks et al., 2007). Outros relatos demostraram que no perfil fitoquimica de S. terebinthifolia
também mostra a encontram-se metabolitos como: compostos fendlicos simples, flavonoides e
taninos, dleo essencial, esteroides, terpenoides, antraquinonas e saponinas (Lawrence, 1984;
Lima et al., 2006). Sabe-se que compostos fendlicos sdo tdxicos a vermes adultos de
Schistosoma o que torna a avaliacdo da aroeira da praia como esquistossomicida impressidivel
(Salloum et al. 2012; Alvarenga et al. 2016; Eraky et al. 2016).

O S. terebinthifolia possui uma grande importancia na medicina popular e de acordo
com a literatura, essa espécie é tradicionalmente usada no tratamento de ulcera, problemas
respiratorios, feridas, reumatismo, gota, tumor, diarreia, doencas de pele, artrite (Morton, 1978;
Lima et al., 2009). Além disso, ha relatos do uso de S. terebinthifolia como antiseptico, anti-
inflamatorio e outras enfermidades (Medeiros et al., 2007; Lima et al., 2009). Porem nenhum
relato literario foi encontrado sobre possivel acdo parasitaria desta espécie. Portanto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar agdo esquistossomicida in vitro dos extratos brutos e fracoes

de Schinus terebinthifolia (Raddi) contra vermes imaturos e adultos de Schistosoma mansoni.

Materiais e Métodos

Coleta do material

A casca de Schinus terebinthifolia Raddi foi coletada em Recife-PE, no bairro de Boa Viagem.
O material coletado foi seco numa estufa de circulacdo de ar (40-45 ° C) durante trés dias. Os
materiais foram coletados e processados seguindo as técnicas usuais em taxonomia, sendo
depositados no Herbario do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA)- Dardano de Andrade

Lima, sob 0 numero de registros para e Schinus terebinthifolia Raddi 86.681.

Obtencéo de extrato e fracdes das cascas de Schinus terebinthifolia Raddi
O extrato bruto (EB) foi obtido das cascas de Schinus terebinthifolia por maceragéo,

utilizando a proporcéo: solvente 10% (p/v), e etanol (40%, v/v) como liquido extrator durante
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72 horas. Em seguida, a solugéo foi filtrada, concentrada em evaporador rotativo (RV10 Basic,
IKA®) sob pressdo reduzida, congelada e liofilizada (L101, Liotop®). O extrato bruto resultante
foi solubilizado em agua destilada na propor¢do 10% (p/v) e em seguida a solucéo obtida foi
particionada por solventes de polaridade crescente (acetato de etila - 10 vezes; n-butanol - 3
vezes). A fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo aquosa foram reunidas, concentradas em
evaporador rotativo e posteriormente congeladas e liofilizadas, enquanto que a fagéo n-butanol
foi reunida e seca em banho maria a 40 °C (Bueno et al., 2012). Os extratos foram mantidos em

dessecadores ate a realizacdo dos ensaios analiticos e bioldgicos.

Prospeccdo fitoquimica da fracdo acetato de etila de S. terebinthifolia Raddi

Para as analises por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foram utilizadas placas
de aluminio de silica gel 60 F2s4 (Merck®). O método empregado na identificacéo das principais
classes de metabolitos secundérios (taninos, flavonoides, saponinas, esteroides e triterpenoides)
utilizou sistemas de solventes e reveladores propostos por Wagner e Bladt (1996). A analise
dos resultados foi realizada mediante observacdo dos cromatogramas sob luz branca e

ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

Cromatografia em Coluna Aberta (CC)

A fracdo acetato de etila foi submetida a fracionamento por meio de cromatografia em
coluna aberta utilizando Sephadex LH-20® como fase estacionaria e metanol (MeOH) como
fase movel, com o objetivo de isolar as substancias ativas (saponinas e compostos fenélicos).
Portanto, foram coletados aproximadamente 12 mL por tubos e as fragdes foram monitoradas
por CCD.

Analise qualitativa e quantitativa da fracdo acetato de etila das cascas de Schinus terebinthifolia
por CLAE

Para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foram preparadas
solucBes estoque da FAE de Schinus terebinthifolia e dos padrdes &cido galico (98% de pureza,
Vetec®), acido elagico (>95% de pureza, Sigma®) e catequina (98% de pureza Sigma®).

As solucdes foram preparadas em agua ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®), na
concentracdo de 1 mg/mL para a fracdo acetato, e nas concentracdes de 10 pug/mL para as

solucdes padrdo. As solucdes foram filtradas em membranas de PVDF 0,45 pm (Chromafil®).
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As analises foram realizadas em cromatografo liquido (Ultimate 3000, Thermo Fisher
Scientific®), acoplado a detector de arranjo de fotodiodos (DAD; Thermo Fisher Scientific®),
equipado com bomba binaria com degaseificador e amostrador automatico equipado com loop
de 20 pL. Para a andlise e processamento dos dados, foi utilizado o software Chromeleon 6.0
(Dionex, Thermo Fisher Scientific®, USA). A fase estacionaria foi composta por coluna Cis
(250 mm x 4.6 mm, 5 pm) da Dionex® equipada com pré-coluna (Cis, 4 mm x 3.9 pm,
Phenomenex®); a fase movel foi composta por agua (A) e metanol (B) ambas acidificadas com
acido trifluoroacético (0,05%). A eluicdo foi realizada em modo gradiente: 0-10 min, 12,5—
25% B; 10-17 min, 25-40% B; 17-25 min, 40-70% B; 35-37 min, 75% B; 37-38 min, 75—
10% B; o fluxo utilizado foi igual a 0,8 mL /min e volume de injecdo de 20 pL. A deteccdo foi
realizada em 254, 270 e 280 nm, determinados de acordo com 0s maximos observados nos
espectros de varredura dos picos dos padrbes e amostras. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Os compostos foram identificados nas amostras através de comparacao entre 0s tempos
de retencéo (tr) do padréo e dos picos correspondentes presentes nas fragdes, além da analise
de crescimento de area apds fortificacdo da solucdo estoque da fracdo com as solugdes padrao.
Os teores de &cido galico e/ou catequina foram calculados a partir da seguinte equacéo:

Cp X AA
Ap X m

Onde Cp = concentracdo do padrdo em g/mL (pureza do padrdo); Ap = area do padrdo; AA = érea da

X FD x 100

amostra; m = massa da amostra; FD = fator de diluigdo.

Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) e pelo teste
estatistico Newman-keuls para bonferroni para (teste de cometa) (p< 0,05) utilizando o
programa GraphPad Prism 5.0.

Bioensaios
Parasita

S. mansoni (cepa BH - Belo Horizonte, Brasil) é mantida através de passagens
sucessivas em camundongos e Swiss no setor de esquistossomose experimental do Laboratério
de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e Departamento de Medicina Tropical, ambas fazem

parte da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
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Preparagao de esquistossomulos de S. mansoni e teste esquistossomicida do extrato bruto e suas
fragOes da casca de S. terebinthifolia Raddi.

As cercarias de S. mansoni, obtidas do B. glabrata infectado (35 dias) apds exposicéao a
luz artificial (40°C, por 2 h), foram mecanicamente transformadas em esquistossdmulos, como
descrito por Ramalho-Pinto et al. (1974). Imediatamente, os esquistossomulos foram lavados
quatro vezes em meio RPMI 1640 suplementado (HEPES 20 mM, 100 pg/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino), distribuidos em placas de cultura de
24 pocos (30 vermes / poco) e incubado por 5 horas a 37 ° C em atmosfera Umida contendo 5%
de CO2. Apos esse periodo de incubacdo, os esquistossomulos foram expostos ao extrato bruto
e suas fracdes (solubilizado em meio RPMI 1640 suplementado) até uma concentracgdo final de
25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL. Os vermes do grupo controle foram separados em controle
negativo e positivo (PZQ 10 uM) em meio RPMI 1640 suplementado. Dois experimentos
independentes (90 vermes jovens por concentracdo) foram realizados em triplicata (Pereira et
al., 2015).

Infeccdo, animais e consideracdes éticas.

Os camundongos foram obtidos e mantidos no biotério do LIKA, em ambiente
controlado (20 + 2 °C, ciclo de luz diurnol12 h) com acesso livre a alimentos (Labina®/Purina,
S40 Paulo-SP) e agua ad libitum. Ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal do UFPE (Proc. No. 23076.013541/2017-76), dez camundongos Swiss fémea de 30
dias pesando 28+2 g, foram infectados por via percutanea (Olivier e Stirewalt, 1952) com cerca
de 120 cercérias de S. mansoni (linhagem BH), mantidas no Laboratério Experimental de
Esquistossomose do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA / UFPE e no
Departamento de Medicina Tropical da UFPE.

Preparacdo de vermes jovem de S. mansoni e teste esquistossomicida do extrato bruto e suas
fracdes da casca de S. terebinthifolia Raddi.

Vinte e um dias apés a infeccdo, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical
e os vermes foram recuperados assepticamente por perfusdo do sistema portal com soro
fisiolégico estéril (NaCl a 0,9% p / v) (Smithers e Terry, 1965). Os vermes jovens foram
imediatamente transferidos para um meio RPMI 1640 suplementado (HEPES 20 mM, 100 ug /
mL de penicilina, 100 ug / mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, sendo enxaguadas
quatro vezes com este meio). Em seguida, os vermes foram distribuidos em placas de cultura

de 24 pogos com 2 mL desse meio (20 vermes por pogo) e incubados a 37 °© C em uma atmosfera
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umida contendo 5% de CO2. Apds 2 h para permitir a adaptacdo dos vermes, foi adicionado
PS-UA (solubilizado em meio de cultura RPMI 1640) a uma concentracédo final de 200, 100,
50,25 e 12,5 uM. Os vermes do grupo controle foram separados em controle negativo e positivo
(PZQ 10 uM) em meio RPMI 1640 suplementado. Dois experimentos independentes (60
vermes jovens por concentracdo) foram realizados em triplicata (Pereira et al., 2015).
Pesquisa in vitro com S. mansoni

Sessenta dias apos a infec¢do, os camundongos foram eutanasiados pelo deslocamento
cervical e os vermes foram recuperados assepticamente por perfusdo do sistema porta e veias
mesentéricas com solucdo salina estéril (0,9% NaCl w/v) (Smithers and Terry, 1965). Os casais
vermes intactos foram imediatamente transferidos para um meio RPMI 1640 suplementado com
20 mM de HEPES, 100 pg/mL de penicilina, 100 pg / mL de estreptomicina e 10% de soro
bovino fetal, sendo lavadas duas vezes com este meio. Em seguida, 0os vermes foram
distribuidos em placas de cultura de 24 pocos com 2 mL desse meio (dois casais de vermes por
poco) e incubados a 37 ° C em atmosfera imida contendo 5% de CO2. Duas horas ap6s a
incubacdo, adicionou-se o EB, FAE e fracdo rica em compostos fendlicos em diferentes
concentracgdes de 25, 50, 100, 200 e 400 pg / mL (a partir de uma solugcdo mée de 1000 pg / mL
em RPMI 1640 / 1,5% de dimetilsulféxido- DMSO). Os vermes do grupo controle foram
separados em controle negativo e positivo (PZQ 10 uM) em meio RPMI 1640 suplementado.
Todos os experimentos foram realizados seis vezes (n = 12 vermes por grupo de estudo) e
repetidos pelo menos duas vezes.

Critérios de avaliacdo da atividade esquistossomicida

Motilidade e sobrevivéncia

Um microscopio invertido e um estereomicroscopio foram usados para avaliar a motilidade e a
sobrevivéncia de vermes monitorados em 24, 48, 72, 96 e 120h de incubacdo. A motilidade e a
sobrevida dos vermes foram avaliados de acordo com os critérios pontuados em uma escala de
viabilidade de 0 a 3 proposta por Horiuchi et al. (2005). O sistema de pontuagéo foi o seguinte:
3, movimento completo do corpo; 2, movimento reduzido ao longo de todo corpo;l,
movimentagao apenas nas extremidades ou em apenas uma das extremidades e 0, auséncia do
movimento. O tratamento foi considerado letal quando nenhum movimento de vermes foi

observado por mais de 2 min.
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Teste de viabilidade

A viabilidade dos vermes de S. mansoni ap6s o tratamento foi determinada pelo teste de
citotoxicidade baseado no brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT),
de acordo com condicdes previamente relatadas por Bertdo et al. (2012). Resumidamente, dois
casais de vermes foram colocados em pocos individuais em placas de 96 pocos contendo 100
pl de MTT (5 mg / ml em solugédo salina tamponada com fosfato, PBS) e incubados a 37 ° C
durante 30 min. Posteriormente, a solucdo de MTT foi substituida por 200 pl de DMSO, com
0 propdsito de dissolver os cristais parpura de formazano, e a densidade dptica medida a 550
nm, num leitor de microplacas (M680, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Novamente, como grupos
controle, dois casais de S. mansoni foram incubados na presenca de 1,5% DMSO em RPMI
1640 (controle negativo), ou expostos a 10 IM PZQ (controle positivo) para 0s mesmos
intervalos de tempo e condi¢cbes experimentais. Todos os experimentos foram realizados em
quadruplicata e repetidos pelo menos duas vezes.
Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise ultraestrutural da atividade do EB, FAE e fracdes ricas em compostos
fendlicos da casca de S. terebinthifolia contra vermes adultos de S. mansoni, foi utilizada
microscopia eletronica de varredura (MEV). Os Vermes incubados em 25 ou 400 pg / mL do
EB, FAE e fracOes ricas em compostos fendlicos da casca de S. terebinthifolia por 24, 48, 72,
96 e 120 h foram fixados com 2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em 0,1 M de
tampdo de sodioacodilato (pH 7,2) por 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram lavadas no mesmo tampéao e p6s-fixadas com 1% (p / v) de OsO4 num tampéo
de cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) durante 1 h a temperatura ambiente. Os espécimes foram
entdo desidratados com concentrac@es crescentes de etanol e depois secos com CO2 liquido em
uma maquina secadora de ponto critico (Hitachi HCP-2, Hitachi, Japdo). Os espécimes tratados
foram montados em tiras de microscopia de aluminio e revestidos com particulas de ouro
usando um aparelho de pulverizacdo de i6es FINECOAT 1100 (JEOL, Toquio, Japéo). Os
espécimes foram entéo observados e fotografados usando um microscopio eletrénico (JEOL-

25SlI1, Toquio, Japdo).
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Resultados
Atividade esquistossomicida do extrato bruto e suas fragdes da casca de Schinus terebinthifolia
Raddi

Motilidade e sobrevivéncia dos esquistossdmulos e vermes jovens de S. mansoni

A tabela 1 e 2 ilustra os resultados dos scores da motilidade das fases evolutivas de S.
mansoni, esquistossomulo (5 horas) e verme jovem (21 dias), respectivamente, expostos ao EB,
FAE e F8-16 em intervalo de tempo de 3, 6, 12 e 24 horas. Os resultados referentes aos
esquistossdmulos mostram que apés 6h de incubacéo, a concentracdes de 200 e 400 pg/mL do
EB causaram 6.66 e 75.56% da perda de motilidade ao longo do corpo (score 0) e 65.57 e 20%
dos esquistossomulos apresentaram movimentos anteriores e ou posterior e sem aderéncia das
ventosas no fundo da placa de cultura (score 1,5). A exposicdo por 12h 95,56; 63,33 e 12.23%
de esquistossébmulos incubados em 100, 200 e 400 pg/mL do EB, respectivamaente, ndo
apresentaram motilidade ao longo do corpo (score 0), enquanto que 12.23; 73.33 e 32.23% dos
esquistossomulos incubados em 50, 100, 200 pg/mL do EB apresentaram movimentos
anteriores e ou posterior e sem aderéncia no fundo da placa de cultura (score 1,5). Apds 24
horas, 77.78, 93.33 e 100% dos esquistossdmulos expostos as concentracdes de 100, 200 e 400
pg/mL do EB apresentaram uma completa auséncia da motilidade ao longo do corpo (score 0).
Enquanto que, 25.56 e 58.89% dos esquistossomulos incubados nas concentragdes de 25 e 50
png/mL do EB apresentaram movimentos anteriores e ou posterior e sem aderéncia no fundo da
placa de cultura (score 1,5). Em 48h, 100% dos esquistossémulos expostos as concentracdes de
200 e 400 pg/mL apresentaram uma completa auséncia de motilidade ao longo do corpo (score
0). E ap6s 120h, também foi observado que 81,11 €100% dos esquistossdmulos expostos a
concentracédo de 50 e100 pg/mL exibiram auséncia do motilidade ao longo do corpo (score 0)
(Tabela 1).

Os resultados da FAE mostraram que, 0s esquistossdmulos foram mais sensiveis a essa
fragdo quando comparados com EB e F8-16. Onde, apo6s 3h, 100% dos esquistossdmulos
incubados na concentracdo de 400 pg/mL apresentaram movimentos anteriores e ou posterior
e sem aderéncia no fundo da placa de cultura (score 1,5). Em 6h, 61.11 e 88.89% dos
esquistossomulos expostos as concentracfes de 200 e 400 pg/mL exibiram uma completa
auséncia do motilidade ao longo do corpo (score 0), enquanto, que 25.55 e 28.89% dos
esquistossdmulos apresentaram movimentos anteriores e ou posterior e sem aderéncia no fundo

da placa de cultura (score 1,5), nas concentracdes de 100 e 200 pg/mL da FAE. Em 12h de
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incubacédo, 81.11 e 100% dos esquistossOmulos apresentaram uma completa auséncia do
motilidade ao longo do corpo (score 0). Ademais, 74.45% dos esquistossdmulos apresentaram
movimentos anteriores e ou posterior e sem aderéncia no fundo da placa de cultura (score 1,5),
na concentracdo de 100 pg/mL. Apds 24h de exposicdo, 66.67 e 100% dos esquistossémulos
incubados nas concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL apresentaram uma completa auséncia
de motilidade ao longo do corpo (score 0), e 32.22 e 67.78% dos esquistossdmulos expostos as
concentragdes de 25 e 50 pg/mL exibiram movimentos anteriores e ou posterior sem aderéncia
das ventosas no fundo da placa de cultura (score 1,5). Em 96h 100% dos esquistossdmulos
expostos as concentracdes de 100; 200 e 400 pg/mL apresentaram uma completa auséncia de
motilidade ao longo do corpo (score 0). E ap6s 120 horas também foi observado que 36.67 e
66.66% dos esquistossdmulos expostos a concentracdo de 25 e 50 pg/mL exibiram uma
completa auséncia do motilidade ao longo do corpo (score 0) (Tabela 1).

Os resultados relacionados a F8-16 nos permitem constatar que ap6s 12h de exposic¢éo,
76.67% dos esquistossomulos incubados na concentracéo de 400 pg/mL exibiu uma completa
auséncia do motilidade ao longo do corpo (score 0), enquanto que 68.89% dos esquistossdmulos
expostos a concentracdo de 200 pg/mL exibiram motilidade anteriores e ou posterior sem
aderéncia das ventosas no fundo da placa de cultura (score 1,5). Em 24h, 80 e 100% dos
esquistossdmulos expostos as concentragdes concentracdo de 200 e 400 pg/mL exibiram uma
completa auséncia do motilidade ao longo do corpo (score 0), e 52.23% dos esquistossomulos
expostos a concentracdo de 100 pg/mL exibiram motilidade anteriores e ou posterior sem
aderéncia das ventosas no fundo da placa de cultura (score 1,5). Apds 48 horas, 100% dos
esquistossdmulos expostos as concentragdes concentracdao de 200 e 400 pg/mL exibiram uma
completa auséncia do motilidade ao longo do corpo (score 0) e 71.11, 51.11 e 82.22% dos
esquistossomulos expostos a concentracdo de 25, 50 e 100 pg/mL exibiram motilidade
anteriores e ou posterior sem aderéncia das ventosas no fundo da placa de cultura (score 1,5).
E apds 120h, a F8-16 na concentracdo 100 pg/mL causou 91.11% de mortalidade aos
esquistossomulos, onde foi observada uma completa auséncia de motilidade ao longo do corpo
(score 0) (Tabela 1).

Para vermes jovens, foi observado no primeiro intervalo de observacao de 3h que 88.33
e 95.67% dos vermes jovens incubados as concentragbes de 200 e 400 pg/mL do EB
apresentaram motilidades em uma ou ambas as extremidades, comprometimento de suas

capacidades de aderirem no fundo de placa de cultura e auséncia de peristaltismo de 6rgaos
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internos (score 1). Apo6s 12h de exposicdo, 85 e 100% dos vermes jovens expostos as
concentragdes de 200 e 400 pug / mL do EB, apresentaram uma auséncia completa da motilidade
ao longo do corpo (score 0). Em 24h, 40, 95 e 100% dos vermes jovens expostos as
concentracdes de 100, 200 e 400 pg/mL do EB, apresentaram uma auséncia completa da
motilidade ao longo do corpo e peristaltismos dos 6rgaos internos (score 0). E apds 48h de
incubacdo, 100% dos vermes jovens expostos as concentragcbes de 200 e 400 pg/mL
apresentaram uma auséncia completa da motilidade ao longo do corpo e peristaltismos dos
Orgdos internos (score 0), enquanto que em 48 e 120 horas, 45 e 61.66 dos vermes jovens
incubados na concentracdo de 100 pg/mL apresentaram uma auséncia completa da motilidade
ao longo do corpo e peristaltismos dos érgdos internos (score 0) (Tabela 2).

Os resultados da FAE mostram que depois de 3h de exposicéo, as concentracdes de 200
e 400 pg/mL causaram reducdo na motilidades em 85 e 100% dos vermes jovens, onde foi
observado movimento em uma ou ambas as extremidades, comprometimento de suas
capacidades de aderir no fundo de placa de cultura e auséncia de peristaltismo de 6rgaos
internos (score 1), e 40 e 30% dos vermes jovens expostos as concentracdes de 50 e 100 pg/mL
apresentaram reducdo da motilidade ao longo do corpo e peristaltismo de 6rgdos interno (score
2). Em 6h, 100% dos vermes jovens expostos as concentragdes de 400 pg/mL apresentou uma
auséncia completa da motilidade ao longo do corpo e peristaltismos dos 6rgaos internos (score
0), enquanto que em 6, 12 e 24h, 65, 71.67 e 83.33% dos vermes jovens incubados na
concentracdo de 200 pug/mL apresentou uma auséncia completa da motilidade ao longo do corpo
e peristaltismos dos 6rgaos internos (score 0). Em 96h 100% dos vermes jovens expostos as
concentracdes de 200 pg/mL apresentou uma auséncia completa da motilidade ao longo do
corpo e peristaltismos dos 6rgéos internos (score 0). Enquanto que 50% dos vermes jovens
expostos as concentracfes de 100 pg/mL apresentou uma auséncia completa da motilidade ao
longo do corpo e peristaltismos dos 6rgéos internos (score 0) (Tabela 2).

Os resultados relacionados a F8-16 mostram que em12 e 24h, 43.33 e 85% dos vermes
jovens expostos a concentracao de 400 pug/mL apresentou uma auséncia completa da motilidade
ao longo do corpo e peristaltismos dos 6rgédos internos (score 0). Ademais, 21.67 e 61% dos
vermes jovens expostos a concentracdo de 200 pg/mL também apresentou uma auséncia
completa da motilidade ao longo do corpo e peristaltismos dos 6rgéos internos (score 0). Apds
48 horas, 100% dos vermes jovens expostos a concentracdo de 400 pg/mL apresentou uma

auséncia completa da motilidade ao longo do corpo e peristaltismos dos 6rgaos internos (score
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0), enquanto que a concentracdo de 200 pug/mL causou 65% da perda das motilidades ao longo
do corpo e peristaltismo dos 6rgaos internos (score 0). E ap6s 120h, 96.67% dos vermes jovens
expostos a concentracdo de 200 pg/mL apresentou uma auséncia completa da motilidade ao
longo do corpo e peristaltismos dos 6rgdos internos (score 0). Enquanto que a concentracédo de
100 pg/mL causou 31.67% da perda na motilidade ao longo do corpo e peristaltismos dos
6rgdos internos (score 0) (Tabela 2).

Alteracdo da motilidade e viabilidade dos vermes adultos de S. mansoni.

Na tabela 3, 4, 5 e 6 ilustra os resultados da alteracdo das motilidades e viabilidade dos
vermes adultos de S. mansoni, provocadas pela presenca do extrato bruto (EB) da casca de S.
terebinthifolia e suas fracdes (FAE e fracBes ricas em compostos fenolicos-F 8-16) em todos
os intervalos de tempo de acordo com os scores da motilidade. Entretanto, na tabela 3, ap6s 24
horas de exposi¢do, 31.25% dos vermes adultos expostos as concentragdes de 400ug/ mL do
EB, exibiram motilidade em uma ou ambas as extremidades e comprometimento de suas
capacidades de aderirem no fundo da placa de cultura (score 1) enquanto que, 56.25% dos
vermes adultos apresentaram diminui¢do na motilidade ao longo dos corpos (score 2). E 93.75
e 100% dos vermos adultos expostos a concentracdo de 25, 50, 100 e 200 pg / mL do EB, ndo
apresentaram alteragdes na motilidade dos vermes adultos (score 3).

Apds 120 horas de exposicdo, 6.5 e 56,25% dos vermes expostos as concentracfes de
200 e 400 pug / mL do EB da casca de S. terebinthifolia, apresentaram uma auséncia completa
da motilidade ao longo do corpo (score 0), enquanto 25 e 18.75% dos vermes adultos
apresentaram motilidades em uma ou ambas as extremidades e comprometimento de suas
capacidades de aderirem no fundo da placa de cultura (scorel). E 18.75 e 75% dos vermes
adultos apresentaram diminuicao da motilidade ao longo do corpo e comprometimento de suas
capacidades de aderirem no fundo de placa de cultura (score 2). Nas concentragdes de 25, 50 e
100 pg / mL, 50, 62,5, e 62,5 % dos vermes adultos também apresentam diminui¢do na
motilidade ao longo do corpo e comprometimento de suas capacidades de aderirem no fundo
de placa de cultura (score 2). Enquanto que 50; 37.5 e 37.5% dos vermes adultos ndo
apresentaram alteracbes na motilidade (score 3). Além, das alteracdes na motilidade e
viabilidades dos vermes também foi evidenciadas outros pardmetros como desacasalamentos

dos casais, onde ap6s 120 horas de exposicdo 83,33, 100 e 100% dos casais se encontra
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desacasalados com alta frequencia nas concentracbes de 100, 200 e 400 pg/mL da EB,
respectivamente (tabela 6). Ademais, também foi observado negrecimento dos vermes em
quase todas as concentracdes utilizadas no teste.

Na tabela 4, entre 43.75% dos vermes adultos expostos as concentracfes de 400 ug /
mL da FAE exibiram uma auséncia completa da motilidade ao longo do corpo (score 0),
enquanto que 56.25, 93.75 e 56.25% dos vermes expostos, respectivamaente a concentracdo de
100, 200 e 400 pg / mL da FAE da casca de S. terebinthifolia, apresentaram motilidade em uma
ou ambas as extremidades e comprometimento de suas capacidades de aderirem ao fundo da
placa de cultura (score 1). E 100 e 75% dos vermes adultos expostos as concentracdes de 25 e
50 png/mL FAE da casca de S. terebinthifolia, ndo apresentaram alteracGes na motilidade (score
3). Alteracdes na motilidade dos vermes ap0s 24 horas. Ademais, foram observado
comprometimento da capacidade dos vermes em aderir no fundo da placa de cultura. Apds 96
horas de exposi¢do foram observados uma auséncia completa da motilidade dos vermes (score
0) na concentracdo de 400 ug / mL da FAEda casca de S. terebinthifolia. E ap6s 120 horas de
exposicdo, 100% dos vermes adultos apresentaram perda total na motilidade (score 0) nas
concentragdes de 200 e 400 ug/mL da FAEda casca de S. terebinthifolia. E nas concentracdes
de 50 e 100 pg/mL da FAE da casca de S. terebinthifolia, 50 e 81.25% dos vermes adultos
apresentaram diminuicdo na motilidade em uma ou ambas as extremidades e comprometimento
de suas capacidades de aderirem ao fundo da placa de cultura (score 1), enquanto que na
concentracdo de 25 e 50 pg/mL da FAE da casca de S. terebinthifoliafoi observada diminuicédo
da motilidade ao longo dos corpos e comprometimento de suas capacidades de aderirem ao
fundo da placa de cultura, em 75 e 50% dos vermes adultos (score 2). E apenas 25% dos vermes
adultos expostos a concentracdo de 25 pg/mL da FAE da casca de S. terebinthifolia, ndo
apresentaram alteragdes na motilidade (score 3). Durante a avaliacdo das alteracbes na
motilidade e viabilidade dos vermes, também foram observados que ap6s 120 horas de
exposicao 50, 100 e 100% dos casais desacasalaram com mais frequéncia nas concentragdes de
100, 200 e 400 pg/mL da FAE, respectivamente (tabela 6). E também foi observado o
negrecimento dos vermes em todas as concentracOes e intervalos de tempo utilizado no
bioensaio.

Em tabela 5, ilustra os resultados dos vermes expostos a fragcdo rica em compostos
fenolicos. Portanto, em 24 horas ap0s o tratamento, 43.75% dos vermes adultos de S.

mansoniexpostos a concentracdo de 400 pg/mL da F 8-16 apresentaram motilidade em uma ou
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ambas as extremidades e comprometimento de suas capacidades de aderirem ao fundo da placa
de cultura (score 1). Enquanto que 18.75, 37.5 e 43.75% dos vermes adultos expostos as
concentragdes de 100, 200 e 400 pg/mL apresentaram diminuicdo da motilidade ao longo dos
corpos e comprometimento de suas capacidades de aderirem ao fundo da placa de cultura (score
2). E 100 e 81.25% dos vermes adultos expostos as concentragdes de 25 e 50 pg/mL da F 8-16
ndo apresentaram alteracfes na motilidade (score 3). E ap6s 120 horas, as concentragdes de 200
e 400 pg / mL causaram 100% de mortalidade aos vermes adultos de S. mansoni, onde foram
observadas uma auséncia completa na motilidade ao longo do corpo (score 0) enquanto que, as
concentracdes de 25 e 50 pug/mL, causaram 12,5 e 25% de mortalidade aos vermes adultos de
S. mansoni (score 0). E 31.25, 37.5 e 75% dos vermes adultos expostos as concentracdes de
25, 50, 100 pg/mL apresentaram motilidade em uma ou ambas as extremidades e
comprometimento de suas capacidades de aderirem ao fundo da placa de cultura (score 1).
Ademais, 68.75 e 50% dos vermes adultos expostos as concentragcfes de 25 e 50 pg/mL da F
8-16 apresentaram diminui¢do da motilidade ao longo dos corpos e comprometimento de suas
capacidades de aderirem ao fundo da placa de cultura (score 2). As alteracbes como
desacasalamentos foram observados em 66,67, 100 e 100% dos casais dos vermes adutos de S.
mansoni apds 120 horas de exposi¢do com mais frequencia nas concentracdes de 100, 200 e
400 pg/mL da F8-16, respectivamente (tabela 6). Além, do negrecimento dos vermes adultos
que também foram observadas em todas as concentragdes e intervalos de tempo utilizado no
teste.

A figura 1 mostra os resultados da viabilidade celular dos vermes adultos de S. mansoni,
onde o EB na concentragéo de 400 pg/mL apresentou diferencas estatisticamente significativas
("P<0.05) quando comparado ao grupo controle negativo. Enquanto que as demais
concentracdes (25, 50, 100 e 200 pg/mL) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparados ao grupo controle. Para FAE, as concentracdes de 50, 100,
200 e 400 pg/mL apresentaram diferencas estatisticamente significativas ("P<0.05; “P<0.001
e ***P<(0.0001) quando comparado ao grupo controle negativo, respectivamente. E apenas a
concentracdo de 25 pg/mL n&o apresentou diferengas estatisticamente significativas quando
comparado ao grupo controle negativo, respectivamente. E com relacdo a F8-16, as
concentracdes de 200 e 400 pg/mL apresentaram diferencas estatisticamente significativas
("P<0.05 e "P<0.001) quando comparado ao grupo controle negativo, respectivamente. E
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restante das concentracdes (25, 50 e 100 pg/mL) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparados ao grupo controle.
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Tabela 6- Scores de motilidade dos vermes esquistossdmulos de Schistosoma mansoni expostos a Praziquantel e extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila
(FAE) e fracdo rica em compostos fenolicos (F 8-16) da casca de Schinus terebinthifolia apos 3, 6, 12 e 24 horas de incubacéo.

Groups Mean + standard deviation (SD) and percent of worms (%) in motility scores after incubation
3h 6h 12h 24h
0 1.5 3 0 15 3 0 15 3 0 1.5 3
Ctrl Negat. 30£0.0 30+0.0 30+0.0 30+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%0)
Ctrl PZQ 30+0.0 30+0.0 30+0.0 30+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
10 uM
EB (W/mL)
30£0.0 1.0£1.0 29+1.0 2.33+0.57  26.33+2.08 0.66+0.57 7.66+1.15 21.66+1.52
25 (100%) (5,56%) (94.44%) (12.23%) (87.77%) (2.22%) (25.56%) (72.22%)
30+0.0 1.66+2.88 28.33+2.88 0.33+0.57 5+3.46 26+2.0 0.66+0.57 17.66£3.78  11.66+4.16
50 (100%) (5.56%) (94.44%) (1.11%) (12.23%) (86.66%) (2.22%) (58.89%) (38.89%)
30£0.0 2%1.0 28.0£1.0 3.66+1.15 22+1.0 4.33+0.57 23.33+2.51 6.66+2.51
100 (100%) (3.33%) (96.67%) (12.23%) (73.33%) (14.44%) (77.78%) (22.22%)
3040.0 2420 17.33+1.52 10.66+3.21 19.33+2.88 9.66+2.08 1+1.0 28+0.0 2.10.0
50 (100%) (6.66%) (65.57%)  (27.77%) (63.33%) (32.23%) (4.44%) (93.33%) (6.67%)
30£0.0 22.66+3.51 5.3+1.15 1.33+2.30 28.66x1.52 1.33+1.52 30+0.0
400 (100%) (75.56%) (20%) (4.44%) (95.56%) (4.44%) (100%)
FAE (W/mL)
30£0.0 1.33+1.15 28.33+1.52 1.33+1.52  28.67+15 0.67+1.15 9.67+2.51 19.67+1.52
25 (100%) (4.44%) (95.56%) (4.44%) 2 (2.22%) (32.22%) (65.56%)
(95.56%)
30£0.0 0.33+0.57 1.33+1.15 28.33+1.52 1+1.0 1.67+0.57  27.33+15 1.67+1.52 20.33+3.21 4.33+5.13
50 (100%) (1.11%) (4.44%) (94.45%) (3.33%) (5.56%) 2 (5.56%) (67.78%) (26.67%)
(91.11%)
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30£0.0 0.67+0.57 7.67£1.52 21.67+1.52 2+1.0 22.33+3.21  5.67+2.51 20£3.60 10+£3.60
100 (100%) (2.23%) (25.55%)  (72.22%) (6.66%) (74.45%)  (18.89%) (66.67%) (30.34%)
200 30£0.0 18.33+£3.78 8.67+£2.88 3+1.0 23.67+5.13 6.331£5.13 30£0.0
(100%) (61.11%) (28.89%) (10%) (81.11%) (18.89%) (100%)
400 30+0.0 26.66+1.15 3.33+1.15 30+0.0 30+0.0
(100%) (88.89%) (11.11%) (100%) (100%)
F8-16 (u/mL)
30£0.0 30£0.0 2+1.73 27.67+2.08 0.33+0.57 4.67+2.51 24.67+1.52
= (100%) (100%) (7.78%) (92.22%) (1.11%) (16.67%) (82.22%)
30+0.0 30+0.0 2+2.0 27.67+2.30 0.67+1.15 7+2.64 22.67+0.0
>0 (100%) (100%) (10%) (90%) (1.11%) (23.34%) (75.55%)
30+0.0 30+0.0 3+2.0 27£2.0 1.33+1.52 16+3.46 13+2.64
100 (100%) (100%) (7.78%) (92.22%) (4.44%) (52.23%) (43.33%)
200 30+0.0 0.33+0.57 29.67+0.57 0.33+0.57 20.67+0.0 945.29 22.67+1.15 7.33+1.15
(100%) (1.11%) (98.89%) (1.11%) (68.89%) (30%) (80%) (20%)
400 30+0.0 1.67+2.08 20.33+4.04 8+3.0 23+1.73 4.33+152  2.67+0.57 30+0.0
(100%) (5.56%) (67.78%)  (26.66%) (76.67%) (14.44%) (8.89%) (100%)

Ctrl Negat.= controle negativo. EB= extrato bruto; FAE= fragdo acetate de etila; F8-16= Fracdo rica em compostos fenolicos. Score 3 = Typical body movement and sucker in

movement, adhering to the bottom or sides of the culture plate Score 1.5 = Reduced movement throughout the body and/or of anterior and posterior regions, absence of adhesion
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Tabela 7- Scores de motilidade dos vermes jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni expostos a Praziquantel e extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila

(FAE) e fracdo rica em compostos fenolicos (F 8-16) da casca de Schinus terebinthifolia ap6s 3, 6, 12 e 24 horas de incubacéo.

Groups Mean + standard deviation (SD) and percent of worms (%) in motility scores after incubation
3h 6h 12h 24 h
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Ctrl 2040.0 2040.0 2040.0 2040.0
Negat. (100%) (100%) (100%) (100%)
Ctrl PZQ
10 uM 20+0.0 2040.0 2040.0 2040.0
(100%0) (100%) (100%) (100%0)
EB
(Hg/mL)
- 1.33+0.57 18.66+0,57 1.33+0.57 0.67+0.57 18+0.0 1.33+0.57 0.67+0.57 18+0.0 1+1.0 5.67+0.0 20+0.0
(6.67%) (93.33%) (6.67%)  (3.33%) (90%) (6.67%) (3.33%) (90%) (5%) (28.33%)  (66.67%)
50 0.67 £0.57 19.33+0.57 0.33£0.57 0.67+0.57 1.67+1.52 17.67+£0.57 0.33+0.57 1+0.0 (5%) 1.33+1.15 17.33%0.57 0.67£0.57 1.33x0.57 5+2.64 13+2.64
(3.33%) (96.67%) (1.67%) (3.33%)  (8.33%) (86.67%) (1.67%) (6.67%) (86.67%) (3.33%) (6.67%) (15%) (75%)
100 0.67+£0.57 2.33+0.57 17+0.0 1.33+x1.15 2.67+3.05 2.33+2.08 12.33+3.78 2+0.0 5.33£3.05 5.33+4.04 6+6.55 7.67+3.21 4.67+351 2.33+1.15 5.33%6.11
(3.33%) (11.67%)  (85%) (6.67%) (13.33%) (11.67%)  (68.33%) (10%)  (26.67%) (26.67%)  (36.66%) (40%) (21.66%)  (11.66%)  (26.66%)
200 17.67+£0.57 2.33+0.57 17#1.0 1.67+0.57 1.33%1.15 17.33x0.0 2.67+£1.15 0.33£0.57 19+1.0 1+1.0 (5%)
(88.33%) (11.67%) (85%)  (10%)  (6.67%) (85%)  (13.33%)  (1.67%) (95%)
400 19.33+1.15 0.67%£1.15 19.33+1.15 0.67+1.15 20+0.0 20%0.0
(96,67%) (3.33%) (96,67%) (3.33%) (100%6) (100%6)
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FAE
(ng/mL)
” 20+0.0 20+0.0 133400 067+1.15  18+0.0 10410 0.67+1.15 18.33+057 0.67+0.57 6674251  12+1.73
(100%) (100%) (6.67%)  (3.33%) (90%) 5%)  (3.33%)  (91.67%) (3.33%)  (11.67%)  (85%)
. 8+1.73 124173 167+152 2674305 1533+3.78 1.67+1.52 2.67+3.05 15.67+3.21 2674251 0.67+115 4674208 124346
40%)  (60%) (8.33%) (1333%)  (78.34%) (8.33%) (13.33%)  (78.34%) (1333%)  (3.33%)  (1167%) (71.67%)
6410  14+10 1334230 4674208 167+L52 1233+208 3334577 5334152 3+10  8.33+6.65 8+360 6+0.0 (30%) 133:057 4.67+321
100 30%)  (70%) 667%) (2333%)  (633%) (o1 6700 (16.67%) (26.67%) (15%)  (41.66%) (40%) (6.67%)  (23.33%)
- 174264 233+251 0.67+1.15  13+20 5334208 1+1.0  067+057  14.33+2.08 5.67+2.08 16674416  3.33+4.16
(85%)  (1167%) (3.33%) (65%) (26.67%) 73(%)  (3.33%) (T167%) (28.33%) (83.33%)  (16.67%)
100 20+0.0 20+0.0 20+0.0 20+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
F8-16
(ng/mL)
s 20+0.0 0.33:0.57 0.33+0.57 19.33+0.57 0.67+0.57 1.33+1.33  18.0+1.0 104173 40420  15+3.60
(100%) (L67%)  (L67%)  (96.66%) (3.33%) (6.67%)  (90%) (5%) (20%) (75%)
& 20+0.0 0.33:0.57 033057 19.33+0.57 14173 233+115 16674251 133+152 4.67+288 13.67+351
(100%) (1L67%)  (1.67%)  (96.66%) (5%) (11.67%) (83.33%) (6.67%)  (23.33%)  (68.34%)
100 20400 0.67+0.57 10+1.0 2334251  16.0+1.73 0.67+0.57 1.67+1.52 50400 12.67+1.15 20420 167+152 6.67+230  10+1.0
(100%) (3.33%) (%)  (LL.67%)  (80%) (3.33%) (8.33%)  (25%)  (63.34%) (10%)  (833%) (33.33%)  (50%)
- 20400 167+1.15 1.67+1.52 14.33+057 2334251 4334057 4.67+251 7.042.64  4.0+2.0 12334152 333+208 2674057 1.67+0.57
(100%) (8.33%) (8.33%) (7L67%)  (11.67%) (2167%) (23.33%)  (35%) (20%) (6167%) (1667%) (1333%)  (8.33%)
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2020.0
400 (100%)

2.67+2.08 17.67+1.52 8.67+2.51 10.67+3.51 0.67+1.15 17.0£20 233%1.15 0.67+1.15
(11.67%) (83.33%) (43.33%) (53.34%) (3.33%) (85%)  (11.67%)  (3.33%)

Ctrl Negat.= controle negativo. EB= extrato bruto; FAE= fracdo acetate de etila; F8-16= Fracdo rica em compostos fendlicos.Score 3 = Typical body movement and sucker in
movement, adhering to the bottom or sides of the culture plate Score 2 = Reduced movement throughout the body and/or of anterior and posterior regions, absence of adhesion

of the sucker. Score 0 = Absence of body movement.

100



101

Tabela 8- Resultados dos vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos ao extrato bruto da casca de S. terebinthifolia por 120 horas.

Percentual de vermes (%) nos escores de motilidade apds tempo de incubagao

24h 72h 96h
Grupos
0 1 2 3 3 0 1 2 3 0 1 2 3 2 3
Controle 100 100 100 100 100
PZQ 10 100 100 100
MM
EB
(ng/mL)
25 100 100 100 100 50.0 50.0
50 100 100 100 100 62,5 37.5
100 100 100 100 43.75 56.25 62.5 37.5
200 6.25 93.75 75 25 75 125 75 125 6.25 1875 75
400 6.25 31.25 56.25 6.25 6.25 625 25.0 6.25 6.25 62.5 31.25 50.0 37.5 625 625 18.75
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Percentual de vermes (%) nos escores de motilidade apds tempo de incubacéo

24h 48h 72h 96h 120h
Grupos
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 100 100 100 100 100
PZQ 10 100 100 100 100 100
UM
FAE
(ng/mL)
25 100 100 56.25 43.75 56.25 43.75 7 25
50 93.75 25 75 375 625 125 75 125 375 56.25 6.25 50 50
100 56.25 31.25 125 625 25 125 93.75 6.25 93.75 6.25 18.75 81.25
200 93.75 6.25 6.25 93.75 125 875 31.25 68.75 100
400 43.75 56.25 62.5 375 875 125 100 100

Tabela 9- Resultados dos vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos a fracdo acetato de etila da casca de Schinus terebinthifolia por 120

horas.
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Tabela 10- Resultados dos vermes adultos de S. mansoni expostos a fragdo rica em compostos fendlicos (F 8-16) da casca de Schinus

terebinthifolia por 120 horas.

Percentual de vermes (%) nos escores de motilidade apés tempo de incubagéo

24h 48h 72h 96h 120h
Grupos
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Controle 100 100 100 100 100
PZQ 10 100 100 100 100 100
1M
F8-16
(ng/mL)
25 100 100 375 625 43.75 56.25 31.25 68.75
50 100 18.75 81.25 6.25 37.5 56.25 31.25 43.75 25 125 375 50
100 18.75 81.25 18.75 81.25 18.75 75 6.25 4375 50 6.25 25 75
200 6.25 37.5 56.25 31.2543.75 25 43.75 43.75 12.5 56.25 43.75 100
400 43.75 43.75 125 6.25 25 68.75 56.25 25 18.75 62.5 375 100
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Tabela 11- Resultados do desacasalamento dos vermes adultos expostos ao extrato bruto da casca de
Schinus terebinthifolia e sua fraces por 120 horas.

[ng/mL] Tempo EB FAE F8-16
% % %
25 24 16,67 16,67 16,67
48 25 16,67 16,67
72 33,33 16,67 33,33
96 41,67 25 33,33
120 41,67 25 33,33
50 24 25 33,33 16,67
48 25 33,33 33,33
72 33,33 33,33 33,33
96 50 50 33,33
120 50 50 33,33
100 24 25 33,33 41,67
48 25 50 58,33
72 58,33 50 58,33
96 66,67 50 66,67
120 83,33 50 66,67
200 24 33,33 58,33 66,67
48 83,33 91,67 75
72 100 91,67 75
96 100 100 100
120 100 100 100
400 24 50 83,33 75
48 83,33 100 100
72 100 100 100
96 100 100 100
120 100 100 100

EB= extrato bruto; FAE= fracdo acetato de etila; F8-16= fracdo rica em composto
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Figura 10- Resultados do efeito do EB, FAE e F8-16 da casca de S. terebinthifolia sobre viabilidade celular de
vermes adultos de S. mansoni. *P<0.05; **P<0.01 e ***P<0.0001 comparac¢do com grupo controle negativo.
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Microscopia Eletronica de Varredura dos vermes adulto, jovens e esquistossomulos de
schistosoma mansoni.

Os esquistossémulos do grupo controle incubados por 24 horas no meio de cultura
suplementada RPMI 1640 exibiram topografias e estruturas superficiais preservadas (fig. 2 a-
c). Na fig. 2b ilustra a curvatura dorsal completa de esquistossomulo. A fig. 2a mostra regido
anterior com presenga de espinhos. A fig. 2c mostra a regiéo inferior do esquistossomulo com
a presenca da ventosa ventral. Apos 24 horas de exposi¢do na concentragdo de 200 pg/mL do
EB da casca de S. terebinthifolia foi obsevada a presenca de bolhas, sulco profundo e uma
extensa area com orificios e reducdo dos espiculas no tegumeto (fig. 3 a-c). Na concentracao
de 400 pg/mL do EB, foi observada uma extensa area de descamacdo e orificios, sulcos
profundos e reducdo dos espinhos no tegumento (fig. 3 d-f). Apds 24 horas de exposicao na
concentracdo de 200 pg/mL da FAE da casca de S. terebinthifolia foram obsevados as seguintes
alteracOes: formacdo de bolhas, sulcos profundos, areas com descamacgdo e surgimento de
orificios no tegumento, além de encurtamento devido a contracdo muscular e reducdo de
espiculas no tegumento (fig. 4 a-c). Para concentracdo de 400 pg/mL foram observadas
alteracdes como area com inchaco, formacdo de bolhas, sulcos e sulcos profundos, surgimento
de orificios, redugdo de espiculas no tegumento e encurtamento de verme (Fig. 4 d-f). Em
relacdo F8-16, na concentracdo de 200 pg/mL foram observado encurtamento do verme,
formacdo de bolhas, descamacdo do tegumento, surgimento de orificio e reducdo de espicula
no tegumento (Fig. 5 a-c). Na concentracdo de 400 pg/mL as alteracdes foram caracterizadas
por perda total do tegumento com exposi¢do de tecido subtegumentar, presenca de bolhas,
dobras coalescida e rompimento do tegumento, além de algumas areas com inchaco (Fig. 5 d-
f). O efeito do PZQ ap6s 24 h de incubacdo causou alteragdes no tegumento como erosdo do

tegumento (ET), sulcos profundos (SP), descamacéo (D) e formacdo de bolhas (B). (Fig. 6 a-
c).
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Figura 11- MEV imagem do esquistossomulo do grupo controle negativo. Parasitos incubados em meio de cultura
suplementada por 24 horas; (b, 2.85 kx) a curvatura dorsal mostra a estrutura da superficie intacta e a topografia
morfolégica normal; (a, 1.88 kx) a imagem ampliada mostra a regido anterior com presenca de espinhos (E) (c,
9.93 kx) a imagem ampliada mostra regido inferior com presenca de ventosa ventral (VV).

EMT=1000K/  Mag S2TKX  SgnalASE EHT=1000K  Mag= 194KX  SgwA=SE! EHT=1000W  Mag= 527KX  SgmlA=SE!
WO = 80mm IProbe=_100pA VP Taget= 10Pa _—weesdd | | ST WO 80mm iPobes 100pA VP Targets 10Pa WO+ 80mm iPobes 100pA VP Tagets 10P

o EHT=1000KV  Mag= 510KX  SignalA=SEl KA

104m EHT=1000W  Mag= 262KX ‘Signal A= SE
WD = 80mm iProbe= 100pA VP Targst= 10Pa —_— =
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u‘__K_A 2um alur-mnnkv Mag= 510KX Signal A = SEY _‘-J_KA
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1
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Figura 12- (a-f). MEV imagem do esquistossomulo exposto ao EB nas concentrac6es de 200 e 400 pg/mL por 24
horas; (b; e, 1.94; 2.62 kx) mostra esquistossdomulos completo com danos no tegumento; (a, 5.27 kx) a imagem
ampliada mostra &rea com orificios (O), bolhas (B) e reducdo de espinhos (RE); (c, 5.27 kx) a imagem ampliada
mostra uma extensa area com orificios (EAO); (d, 5.10 kx) mostra a presenga de sulco (S) e sulco profundo (SP);
(f, 5.10 kx) a imagem ampliada mostra uma extensa area de descamacédo (EAD) e sulcos profundos (SP).
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Figura 13- (a-f). MEV imagem do esquistossomulo exposto a FAE nas concentracdes de 200 e 400 pg/mL por 24
horas; (b; e, 1.96; 1.66 kx) mostra esquistossdmulos completo com danos no tegumento; (a, 5.10 kx) a imagem
ampliada mostra area com orificios (O), bolhas (B), rea com sulco (AS) e sulco profundo (SP); (c, 5.10 kx) a
imagem ampliada mostra uma area com reducgdo de espicula (RE), area com descamacao (AD) e presenga de
bolhas; (d, 5.10 kx) mostra area com sulcos (AS), presenca de bolhas, orificios e tegumento inchado (T1); (f, 5.10
kx) a imagem ampliada mostra uma area com reducdo de espicula (RE), presenca de bolhas (B), sulcos (s) e
orificios (O).

HT = 10.00 KV Signal A= SE
/D = 10.0 mm

Mag= 432KX 1 LI EHT=1000K/  Mag= 252KX Signal A= SE1
IProbe= 100pA _ VPTargets 10Ps et tWEN WD =100 mm IProt = 10Pa o

be= 100pA VP Target

Figura 14- (a-f). MEV imagem do esquistossomulo exposto a F8-16 nas concentra¢fes de 200 e 400 pg/mL por
24 horas; (b; e, 2.52; 6.83 kx) mostra esquistossdmulos completo com danos no tegumento; (a, 4.32 kx) a imagem
ampliada mostra presenca de orificio (O), bolhas (B) e area com redugdo de espiculas (RE); (c, 8.07 kx) a imagem
ampliada mostra uma area com descamagdo (AD) e presenga de sulcos (S); (d, 10.00 kx) mostra a presenca de
subtegumento inchado (SI), bolha (B) e rompimento do subtegumento (RS); (f, 10.00 kx) a imagem ampliada
mostra sulcos profundos (SP), sugimento de dobras coalescidas (DC) e rompimento de sutegumento (RS).

109



110

Figura 15- (a-c). MEV imagem do esquistossomulo exposto ao controle positivo (PZQ) na concentragéo de 10
UM por 24 horas; (b; e, 2.52; 6.83 kx) mostra esquistossbmulos completo com danos no tegumento; (a, 4.32 kx) a
imagem ampliada mostra presenca de orificio (O), bolhas (B) e area com reducéo de espiculas (RE); (c, 8.07 kx)
a imagem ampliada mostra uma area com descamagdo (AD) e presenca de sulcos (S); (d, 10.00 kx) mostra a
presenca de subtegumento inchado (Sl), bolha (B) e rompimento do subtegumento (RS); (f, 10.00 kx) a imagem
ampliada mostra sulcos profundos (SP), sugimento de dobras coalescidas (DC) e rompimento de sutegumento
(RS).

Os vermes jovens do grupo controle negativo apresentaram topografia corporal e
aspectos ultraestruturais com parametros morfolégicos normais, assim como demonstrado na
Figura 7 (a-c). Ainda na regido anterior é possivel observar as ventosas ventral (VV) e oral
(VO) do parasito (Fig. 7 a-c). Os vermes jovens expostos ao EB de S. terebinthifolia e suas
fracdes apresentaram alteracOes significativas no tegumento. Apds 24 horas de exposicao, o EB
na concentracdo de 200 pg/mL causou alteracdo no tegumento dos vermes e foi possivel
observar areas com lesdo focal (LF), formacéo de bolhas (B), areas com sulcos profundos (SP)
e aparecimento de orificios no tegumento (O) (Fig. 8 a-f). E para concentracdo de 400 pg/mL
foi possivel observar uma contracdo dorsoventral (CD), sulcos profundos (SP), descamacéo do
tegumento (D) e erosédo (E) na regido da ventosa oral (Fig 9 a- f).

Em relacdo a FAE, apds 24 horas de exposicdo a concentracdo de 200 pg/mL, causou
alteracdes no tegumento de vermes jovens como formacao de bolhas (B), orificios (O), sulcos
profundos (SP) e descamacéo (D) (Fig. 10 a-f). Enquanto que na concentracdo de 400 pug/mL
foram observadas alteragdes como contragdo muscular (CM), lesbes focais (LF), dobras
coalescidas (DC), orificios (O) e descamacéo no tegumento (D) e formacdo de bolha (B) (Fig.
11 a-f). Para a F8-16, a concentracdo de 200 pg/mL causou alteragcdes como sulcos profundos
e extensa area com orificios (EAO), descamacdo (D), erosdo do tegumento (ET) com exposicao
de tecido subtegumentar, além de formagdo de bolhas (B) e orificios (O) (Fig. 12 a-f). Na
concentracdo de 400 pg/mL foram observadas alteracbes como contracdo muscular (CM),
formacéo de bolhas (B), erosdo (E) na regido da ventosa oral, descamagéo (D), orificios (O),

sulco profundo (S) e extensa area com retracdo do tegumento (RT) (Fig. 13 a-f). O efeito do

110



111

PZQ apbs 24 h de incubacdo foi marcado por alteracfes no tegumento como erosdo do
tegumento (ET) e formacdo de bolhas (B). (Fig. 14 a-c).

EHT=1000kV  Mag= 188KX
WO = 100 mm IProbe = 100pA VP Target

R e T R e — T S BiT-1000R Mg 188K
R W L = ¢ S Sk 5 LIKA

‘Signal A= SE1
VP Target=_10Pa

Figura 16- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni do grupo controle negativo. Parasitos incubados
em meio de cultura suplementada por 24 horas; (b, 819 x) regido médiana do verme mostra a estrutura superficial
intacta (RM); (a, 1.88 kx) em uma imagem ampliada da regido anterior mostra a ventosa oral e ventral (VO; VV);
(c, 1.88 kx) em uma imagem ampliada mostra regiéo inferior sem alteragdo (RI).

\ _ S a2 d < e X = 1
EMT=1000K/  Mag= 100KX ‘Sgnal A= SE ‘Sigral A= SE1 - o X ‘Sonal A= SE1
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Figura 17- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni exposto a concentragdo 200 pg/mL da EB da casca
S. terebinthifolia por 24 horas. (a, 1.00kx) mostra a curvatura dorsoventral com sulcos profundo (SP) (b, 2.50kx)
a parte anterior a ventosa oral mostra o tegumento com lesdo focal (LF), bolhas (B) e sulcos profundos (c, 2.50kx)
em imagem aumentada, regido anterior a ventosa ventral mostra formacéo das bolhas (B) e orificios no tegumento
(O) (d, 500x), a regido inferior mostra os solcos (S) na parte posterios e dorsal (f, 2.50kx) em uma imagem ampliada
mostraextensa area com corrugagao no tegumento (EAC) e orificio (O).
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Figura 18- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni exposto a concentragdo 400 pg/mL da EB da casca
S. terebinthifolia por 24 horas. (a, 1.00kx) mostra a curvatura dorsoventral com contragdo muscular (MC) (b,
2.50kx) em imagem aumentada regido inferior mostra sulcos profundos na parte posterior (SP), (c, 2.50kx) regido
anterior do tegumento mostra erosdo ao redor da ventosa oral (E) (d, 1.00kx), a regido inferior mostra a contracéo
muscular (CM) e formacéo de bolhas (B) (f, 5.00 kv) em uma imagem ampliada mostra sulco profundo (SP),
orificios (O) e bolhas (BR).
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Figura 19- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni exposto a concentracdo 200 pg/mL da FAE da
casca S. terebinthifolia por 24 horas. (a, 500x) mostra & curvatura dorsoventral (b, 1.00kx) em uma imagem
ampliada, a parte anterior do verme mostra o tegumento com sulcos profundos (SP), formacdo de bolhas (B) e
descamacéo (D). (d, 2.50kx) em uma imagem ampliada, regido posterior do verme mostra uma extensa area de
retracdo do tegumento (RT) e orificios (O). (f, 5.00kx) em imagem ampliada, a parte inferior mostra a tegumento
com sulcos (S), formacdo de bolha (B).
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Figura 20- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni exposto a concentracdo 400 pg/mL da FAE da
casca S. terebinthifolia por 24 horas. (a, 500x) mostra a curvatura dorsoventral com contra¢cdo muscular (CM). (c,
2.50kx) em uma imagem ampliada, regido anterior a ventosa ventral mostra o tegumento com leséo focal (LF), (d,
2.50kx) em uma imagem ampliada, regido proxima a ventosa oral mostra tegumento com dobras coalescidas (DC),
lesdo focal (LF) e sulcos profundos (SP). (e, 1.00kx) em imagem ampliada, a regido dorsal mostra tegumento com
sulcos (S) (f, 2.50kx) em uma imagem ampliada mostra uma extensa area do tegumento com orificios (EAQ).

EMT=1000W  Mag= 500X Sigral A= 5t

el E BNT-1000W  Mag: 100KX  SgralA=SEl EMT=1000K/  Mag= 250KX  SgralA=SEl
et v WA o PR LIKA ; e 000

ViD=100mm __IPbe= 1002A VP Tagew 109 iomrethEd | WD=100mm ___IProbes 10008 VP

ENT= 1000k  Mag= 100KX Signal A= SE1
WD=100mm__ IPmbe= 100pA  VPTagets 10Pa

LIKA [om

Mag= 260KX  Signal A= SE1
IProca s 100pA PTagete 10

Figura 21- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni exposto a concentragdo 200 pg/mL da F8-16 da
casca S. terebinthifolia por 24 horas. (a, 500 x) mostra a curvatura dorsoventral (b, 1.00 kx) em uma imagem
ampliada, a regido dorsal do verme, mostra o tegumento com descamacéo (D) e sulcos profundos (SP), (c, 2.50kx)
em uma imagem ampliada, regido dorsal do verme mostra formacédo da bolha (B) e uma extensa area do tegumento
com orificios (EAO) (e, 5.00 kx) em imagem aumentada, a regido anterior do verme no a ventosa ventral, mostra
a descamacao de tegumento (D) (f, 2.50 kv) em uma imagem ampliada, regido préxima a ventosa oral mostra uma
extensa area do tegumento com descamacgédo (EAD).
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Figura 22- (a-f). MEV imagem do verme jovem de S. mansoni exposto a concentracdo 400 pg/mL da F8-16 da
casca S. terebinthifolia por 24 horas. (a, 100x) mostra & curvatura dorsoventral (¢, 5.00 kx) em uma imagem
ampliada, mostra eroséo ao redor da ventosa oral (E) na parte posterior & ventosa oral mostra a formagao da das
bolhas (B), e naregido anterior do verme, mostra contragdo muscular (CM). (d, 5.00 kx) em uma imagem ampliada,
regido dorsal mostra formacéo da bolha (B) e tegumento com orificios (O). (e, 2.50 kx) em uma imagem ampliada,
a regido dorsal mostra tegumento com sulcos profundos (SP) (f, 2.50 kx) em uma imagem ampliada, uma extensa
area com retracdo do tegumento (RT).

B
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Figura 23- (a-c). MEV imagem do esquistossomulo exposto ao controle positivo (PZQ) na concentracdo de 10
UM por 24 horas; (b, 220 x) mostra esquistossdmulos completo com danos no tegumento e contragdo muscular
(CM); (a, 1000 x) a imagem ampliada mostra presenca de bolhas (B), e erosdo do tegumento ao redor da ventosa
oral (ET); (c, 900 x) a imagem ampliada mostra uma area com erosdo do tegumento (ET).

Na figura 15 a-c, sdo demonstrados os vermes incubados por 120 horas em meio PPMI
1640 suplementado que corresponde o grupo controle negativo. As imagens mostraram a
topografia corporal e aspectos ultraestruturais com parametros morfolégicos normais. Na
imagem (Fig. 15a), pode ser observado um verme macho exibindo sua curvatura ventrolateral
com canal ginecoforo (CG) evidenciado, que corresponde a uma dobra longitudinal que serve
para albergar a fémea com o objetivo de acasalamento e reproducdo. Na parte anterior do verme
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macho, pode ser observada ventosa oral, ventral e tegumento com inimeros tubérculos (Fig.
15b). Em uma imagem aumentada da parte médio dorsal foi observado varios tubérculos com
espiculas tipicas, ademais, também foram observadas papilas ciliadas, papilas com aspecto de
cUpula e dobras tegumentares dispostas em paralelo (Fig. 15c¢).

As mudancas na ultraestrutura dos vermes adultos de S. mansoni causadas por EB da
casca de S. terebinthifolia e suas frages nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL apo6s 120 horas
de exposicdo sdo apresentadas nas Figs. 16/17a-f, 18/19a-f e 20/21a-f, respectivamente. Para
EB, na concentracdo de 200 pg/mL foi observada lesdo focal no tegumento (LF) na ventosa
oral e descamacdo no tegumento, e na regido dorsal do tegumento foram observadas as
seguintes alteracfes: formacdo de bolhas (B), danos nas dobras tegumentares (Dt), tubérculos
com reducdo de espiculas (DT) e sulco (Fig. 16b; e; f). Enquanto que, na concentracdo de 400
pg/mL as alteragdes foram mais severas, portanto, foi observada na regido anterior do verme
erosao no tegumento ao redor da ventosa oral (ET), lesdo focal (LF), perda de tubérculos (Pt),
descamacéo (D), reducdo de tubérculo (RT) e com aparecimento de dobras coalescidas (DC),
formacéo de bolhas (B), algumas rompidas (BR), danos nos tubérculos (Et) com reducéo das
espiculas (RE) na regido dorsal do tegumento de verme (Fig. 17b; c; e; ).

A FAE na concentracdo de 200 pg/mL causou alteracfes nitidas sobre a musculatura
dos vermes, causando intensa contragdo na regido dorsoventral (Fig. 18). Os efeitos da FAE
foram mais acentuados na concentracdo de 400 pg /mL (Fig. 19). Na concentragéo de 200
pug/mL foram observadas alteragdes como danos nos tubérculos (DT) com exposicao do tecido
subtegumentar, reducdo das espiculas (RE) e formacéo de bolhas (B), bolhas rompidas (BR) e
formagdo de orificios na regido dorsolateral do tegumento de verme (Fig 18 b-f). Na
concentragdo de 400 pg /mL foram observadas alteragGes significativas no tegumento do
verme, como formacdo de bolhas (B) e bolhas rompidas (BR), com surgimento de dobras
coalescidas (DC) na parte dorsal, lesdes focais e descamacdo na regido posterior da ventosa
oral, erosdo de tubérculos (ET) com a exposicao de tecido subtegumentar, reducdo das espiculas
(RE) e sulcos na regido dorsolateral (Fig. 19 a-f).

Na fragdo F8-16, os vermes incubados na concentracdo de 200 pg/mL sofreram danos
notdveis no tegumento, sendo possivel observar danos nos tubérculos (DT) com reducdo das
espiculas e danos nas dobras tegumentares (Dt) e formacdo de bolha (B) na regido dorsal
proximo da ventosa ventral, e na regido inferior do verme (Fig. 20 b- f). Para concentracdo de

400 pg/mL, foi observada lesdo focal (LF) no tegumento na parte posterior da ventosa ventral,
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formacédo de bolhas(B), danos nos tubérculos (DT) e reducdo de espiculas (RE) e danos nas
dobras tegumentares (Dt) e porosidade no tegumento (Fig. 21 b-f). Apds 120 horas de
exposicdo, foi observado o encurtamento dos vermes adultos expostos a PZQ 10 uM, devido a
contracdo muscular (CM) provocada por essa droga. O efeito do PZQ apds 120 h de incubacao
foi marcado pela presenga de tubérculos erodidos (ET) com a perda de espiculas (PE) e
exposicdo do tecido subtegumentar, dobras tegumentares lisas (DTL) e sulcos (S) no

tegumento. (Fig. 22 a-c).

FIOCRUZ-FE

Figura 24- (a-c). MEV images do tegumento do verme adulto de S. mansoni do grupo controle negativo. Parasitos
incubados em meio de cultura suplementado com RPMI por 120 horas; (a, 55x) mostra canal ginecéforo (CG); (b,
250x) a parte anterior mostra as ventosas oral e ventral (VO; VV); (c, 1000x) a regido dorsal ilusta os tubérculos
(T, papilas ciliadas (Pc), papilas em forma de cupula (PC), tegumento com dobras paralelas arranjadas (TD).

Figura 25- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto & concentra¢do 200 pg/mL do EB da casca
S. terebinthifolia por 120 horas. (a, 150 xX) mostra a curvatura dorsoventral. (b, 500 X) mostra a regido anterior do
verme com ventosa oral e ventral. (¢, 1.00 kx) em uma imagem aumentada mostra lesGes focais na ventosa oral e
descamacdo (LF) (d, 500 x) mostra a curvatura dorsolateral. (e, 1.00 kx) mostra a regido dorsal com sulco (S). (f,
5.00 kx) em maior aumento a parte dorsal mostra o tegumento com danos nos tubérculos (DT) com reducédo de
espicula, formacédo de bolhas (B) e danos nas dobras tegumentares (Dt).
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Figura 26- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto a concentragao 400 pg/mL do EB da casca
S. terebinthifolia por 120 horas. (a, 150 x) mostra a curvatura dorsoventral. (c, 1.00 kx) em uma imagem aumentada
mostra lesdes focais (LF) na regido dorsal préximo a ventosa oral, erosdo no tegumento da ventosa oral (ET) e
dobra coalescida (DC). (d, 500 x) em uma imagem ampliada ilustra a regido dorsolateral com descamacéo (D) e
perda dos tubérculos (Pt). (f, 1000 x) em maior aumento a parte dorsal mostra erosao do tubérculo (Et) com reducéo
de espicula (RE) e formac&o de bolhas (B).

FIOCRUZ-PE 1 X3 FIOCRUZ-PE

FICCRUZ -PE XSBE  SBum F I0CRUZ -PE 2,588 18mm FI0CRUZ-FPE

Figura 27- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto & concentra¢do 200 pg/mL da FAE da
casca S. terebinthifolia por 120 horas. (a, 50x) mostra a curvatura dorsolateral do verme (c, 1000x) em maior
aumento da regido dorsal, é exibido o tegumento com danos tubérculos (DT) com reducéo de espiculas (RE) e
bolhas (B), (d, 50 x) mostra a curvatura dorsoventral com danos no tegumento (f, 15 kv) mostra a formacéo de
orificio, bolhas (B) e bolhas rompida (BR).
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Figura 28- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto & concentracdo 400 pg/mL da FAE da
casca S. terebinthifolia por 120 horas. (a, 45x) mostra a curvatura dorsoventral (b, 250x) a parte posterior a ventosa
oral mostra o tegumento com les6es focais (LF) e descamacdo (D) (¢, 500x) em imagem ampliada mostra formacéo
das bolhas (B) e dobras coalescidas (DC), (d, 300 x) em uma imagem ampliada ilustra a regido dorsolateral com
sulcos, (e, 1000x) em imagem aumentada, a regido dorsal mostra a bolha rompida (BR), eroséo do tubérculo (ET)
e reducdo de espiculas (RE).
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Figura 29- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto a concentra¢do 200 pg/mL da F8-16 da
casca S. terebinthifolia por 120 horas. (a, 100x) mostra a curvatura dorsoventral (b, 10.00kx) mostra a regido
dorsolateral com lesdo no tegumento. (¢, 10.00kv) a parte dorsal prdxima a ventosa ventral mostra danos no
tubérculo (DT) e reducdo de espiculas (RE). (d, 1.00 kx) mostra lesdo na regido dorsal e inferior do verme (e,
5.00kx) em regido inferior do verme, mostra a formagao bolha no tegumento (B) e redugdo das espiculas (RE). (f,
5.00 kx) em uma imagem ampliada mostra reducéo de espiculas (RE), danos nas dobras tegumentares (Dt) e
porosidade no tegumento (PT).
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Figura 30- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto a concentra¢do 400 pg/mL da F8-16 da
casca S. terebinthifolia por 120 horas. (a, 500 x) mostra lesdo focal (LF) e sulcos (S) na regido posterior da ventosa
oral e ventral (b, 500x) a regido dorsolateral do verme mostra o tegumento com sulcos profundos (SP). (c, 1.00
kx) em uma imagem ampliada mostra formag&o de bolhas (d, 2.50 kx) regido dorsolateral mostra formacédo das
bolhas (B). (e, 5.00 kx) em imagem aumentada, a regido dorsal mostra a bolha rompida (BR) e danos nos tubérculos
(DT) (f, 10.00 kx) em uma imagem ampliada mostra danos na dobra tegumentares (Dt) e redugéo das espiculas
(RE).

EHT=1000kV  Mag= 150X ‘Signal A = SE1
WD = 10.0 mm IProbe= 100pA VP Targets 10Ps

EMT=1000K/  Mag= 100KX Signal A = SE1
WD = 100 mm Probe= 100pA VP

Figura 31- (a-f). MEV imagem do verme adulto de S. mansoni exposto a PZQ 10 uM por 120 horas. (a, 100 x)
mostra a curvatura dorsal (b, 1.00 kx) em uma imagem ampliada, a regido dorsal do verme mostra descamacéo do
tegumento (D) e sulcos (c, 2.50 kx) em imagem aumentada, a regido dorsal mostra dobra tegumentar lisa (DtL),
erosdo dos tubérculos (ET) e perda de espiculas (PE).

Discusséo

Para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de extratos vegetais, é de
grande relevancia uma pesquisa detalhada do perfil fitoquimico da planta em estudo. No
presente estudo a prospeccao fitoquimico dos extratos de S. terebinthifolia revelaram a presenca
de metabolitos secundarios, como taninos, saponinas, terpenoides, esteroides, flavonoides e

acucares. Na literatura ha relatos de que os terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos e seus
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derivados possuem varias atividades bioldgicas, dentre as quais atividade esquistossomicida
(Moraes, 2015). Portanto, estudos mostram que alguns terpenoides possuem agéo sobre 0s
vermes adultos de S. mansoni, além de provocar a separacdo completa dos casais (Moraes,
2015). E com relacdo aos flavonoides, ndo causam mortalidade aos vermes adultos de S.
mansoni, porém apresentam redugdo significativa na motilidade dos vermes e causam
desacasalamentos (Neves et al., 2015). Estudo realizado com as amostras de S. terebinthifolia
quanto ao seu potencial moluscicida (dados ndo publicados) foi possivel identificar a presenca
de flavonoides terpenoides atraves do CCD e acido galico e catequinas pelo HPLH, e os efeitos
biol6gicos como perda da motilidade, desacalamento e lesdes significativas no tegumeto dos
vermes provocados por essas amostras podem estar relacionados a esses compostos ou por uma
acao sinérgica com varios outros compostos contidos nas amostras.

Para o controle e combate a esquistossomose a OMS recomenda o uso de Praziquantel
para o tratamento de pessoas infectadas, devido a sua acdo sobre todas as espécies do género
Schistosoma. Embora o0 PZQ tenha apresentado uma elevada acéo terapéutica e eficacia, o que
leva a diminuicdo da morbidade das pessoas, 0s relatos na literatura tem reportado que essa
droga possui acdo menos eficaz sobre as formas jovens dos vermes (MORAES, 2011;
TLAMCANI; ER- RAMI, 2014; NEVES, 2016; MENDES, 2019). Portanto, a procura e
descoberta de novos compostos exigem agédo esquistossomicida, em todas as formas evolutivas
do Schistosoma. Neste trabalho atividade do PZQ foi testada na forma jovem do verme e
esquistossomulo de Schistosoma. Foi observado que ndo houve mortalidade ap6s 120 horas de
incubacdo. No entanto, os resultados apds a exposicdo com EB, FAE e F8-16 da casca de S.
terebinthifolia apresentaram atividade efetiva sobre as duas fases do verme de S. mansoni
expostos as concentracdes de 100, 200 e 400 pg/mL apds 120 horas de incubacdo (Tabela 3-
7), causando alteraces na motilidade, reducdo da viabilidade celular do verme e danos
significativos no tegumento e morte.

Entretanto, de acordo com relatos na literatura, para avaliar os efeitos do medicamento
sobre os vermes de S. mansoni, 0 tegumento constitui o principal alvo para atuagéo da droga,
devido a sua funcdo de proteger os Orgdos vitais, absor¢do de nutrientes, metabolizacdo de
lipidios e colesterol, proliferagdo e reparo de tecidos e absorcdo seletiva de medicamentos
(Krautz Peterson et al., 2007; Faghiri; Skelly, 2009; Pereira et al., 2011; Lima et al., 2014).
Portanto, apds analise da ultraestrutura as imagens mostraram uma alta suceptibilidade dos

vermes em diferentes fases evolutiva (esquistossomulos, verme jovem e adulto de S. mansoni),
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principalmente em altas concentragcfes, 200 e 400 pg/mL apds 120 horas de incubacdo foi
observada, devido as mudancas na atividade motora (retracdo do tegumento e contracdo
muscular) e intensa e extensa destruicdo do tegumento, como formado de bolha, erosédo do
tegumento e tubérculos, reducdo de espiculas, descamacdo e surgimento de orificios. Essas
alteracOes contribuem para explicar os efeitos e possivel mecanismo de acdo das amostras de
S. terebinthifolia. Portanto estudos com acido barbatico e sal de potéassio de acido usnico
também demostraram efeitos similares (Araujo et al., 2020; Silva et al., 2020), o que corabora
com nosso estudo.

Nos ultimos anos, ha varios relatos de plantas medicinais quanto aos seus potenciais
esquistossomicida. E a Organizacdo Mundial da Saude tem incentivado estudos com plantas
medicinais tradicionalmente conhecidas para o desenvolvimento de novos medicamentos,
principalmente para as enfermidades que atingem paises em desenvolvimento (Oliveira et al.,
2014). Estudos com extratos da casca e raiz de Rauwolfia vomitoria demostraram uma boa
atividade esquistossomicida frente aos vermes adultos de S. mansoni, onde todos os vermes
expostos as concentracfes de 250-1000 pg/mL apresentaram 100% de mortalidade apds 120
horas de exposicdo (Tekwu et al., 2017). O mesmo efeito foi observado no nosso estudo para
vermes adultos, porém em concentracgdes inferiores, 200 e 400 pg/mL. Outro estudo realizado
por Quelemes et al., 2015, com extratode Azadirachtaindica A. Juss também demostrou acdo
esquistossomicida sobre os vermes adultos de S. mansoni nas concentracGes de 200 e 300
pug/mL apds 120 horas de incubacdo. Porém, este trabalhou ndo analisou a ultraestrutura do

verme de S. mansoni.

Conclusao

Os resultados obtidos a partir da exposicdo das diferentes fases evolutivas de S. mansoni
permitem concluir que os extratos da casca de S. terebinthifolia apresentaram atividade
esquistossomicida contra os vermes jovens, esquistossomulos e vermes adultos, de S. mansoni.
Além, de causar desacasalamento nos casais dos vermes adultos, principalmente em
concentra¢do mais altas (100, 200 e 400 pg/mL) e também foi possivel observar alteracoes
significativas nos tegumentos dos vermes adultos, jovens e esquistossdmulos nas concentraces
de 200 e 400 pg/mL atraves da microscopia eletrénica de varredura. Portanto, este trabalho abre

perspectivas para futuras pesquisas sobre a utilizacdo destas substancias in vivo.
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7.3 Artigo 3- Avaliacdo da atividade antitumoral e antioxidante in vitro do extrato bruto da
casca de schinus terebinthifolia Raddi e suas fragoes.

Phytotherapy
S
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Artigo a ser traduzido para o inglés, revisado e submetido ao periédico PHYTOTHERAPY
RESEARCH no formato Original Research Article (FI: 3.76; QUALIS CB II: B1).

Manuscrito 3. Avaliacéo da atividade antitumoral e antioxidante in vitro do extrato bruto
da casca de schinus terebinthifolia Raddi e suas fragde
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RESUMO

O céancer é uma das doencas responsavel pela morbidade e mortalidade das pessoas no mundo,
tornando assim, uma importancia problema para saude publica em pais desenvolvidos e
subdesenvolvidos. Os produtos naturais derivado de plantas medicinais tém sido fontes
essenciais de compostos com propriedade antitumoral e antioxidante. O Schinus terebinthifolia
Raddi é uma planta nativa do semiérido brasileiro, conhecida e decantada na Regido Nordeste,
principalmente no bioma Caatinga. No presente estudo foram avaliadas atividade antitumoral
e antioxidante in vitro do extrato bruto da casca de schinus terebinthifolia e suas fracdes sobre
as linhagens de células tumorais (HeLa e MDA-MB-231) e linhagem células normais de rim
do macaco (células Vero), utilizando teste de MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)2,5-
diphenyltetrazolium bromide), teste de DPPH+ (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) e
ABTS+ (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid). Os resultados da atividade
antioxidante mostram que o extrato bruto (EB), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo rica em
compostos fenolicos (F8-16) exibiram um excelente potencial antioxidante. Para EB a ICso do
teste de DPPH e ABTS foi 3.59 e 10.78 ug/mL e para FAE a ICsp do teste de DPPH e ABTS
foi de 3.60 e 12.39 ug/mL, enquanto que para F8-16 do teste de DPPH e ABTS foi de 29.22 e
71.38 pug/mL. O screening da atividade citotoxica do EB, FAE e F3-7 da casca de S.
terebinthifolia exibiram uma atividade citotdxica significativo para ambas as linhagens de
células tumorais, onde para células de cancer cervical (HeLa) a CLso foi de 81.47; 89.22 e 80.27
pg/mL e para as células de linhagem de cancer de mama (MDA-MB-231) a CLso foi de 30.38;
21;85 e 35.88 pug/mL apods 72 horas de incubacéo. Por outro lado, o EB, a FAE e F3-7 da casca
de S. terebinthifolia exibiram uma redugdo da citotoxicidade sobre células Vero, linhagem de
celulas ndo tumorais, e apresentaram a CLso de 281,47; 304,95 e 326,05 pg/mL apds 72 horas
de exposicdo. Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que os extratos da casca de S.
terebinthifolia foram vidveis como agente antioxidante e antiproliferativos por apresentarem as
ICs e CLs abaixo de 100 ug/mL. Ademais, os extratos da casca de S. terebinthifolia foram
menos toxicos para as células ndo tumorais.

Palavras chaves: Antioxidante, antitumoral, Schinus terebinthifolia.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma das principais responsavel pela morbidade e mortalidade das pessoas
no mundo, tornando assim, uma importancia problema para salde publica em pais
desenvolvidos e subdesenvolvidos (TRAEBERT et al., 2013; CHINEMBIRI et al., 2014;
INCA, 2015). Em 2015, mais de 8,8 milhdes de pessoas morreram vitima do céncer e é
considerada a segunda causa de morte no mundo todo (WHO, 2017). Relatos na literatura
mostram que no ano de 2012 pelo projeto Globocan/larc indicou que, dos 14 milhGes de novos
casos, mais de 60% aconteceram em paises subdesenvolvidos e dos 8 milhdes de mortes, 70%
aconteceram nesses paises.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INC), 2015, os tipos de cancer mais incidentes
no mundo foram pulméo (1,8 milh&o), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milhdo) e préstata (1,1
milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulméo (16,7%), préstata (15,0%), intestino
(10,0%), estdbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias encontradas
foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do Utero (7,9%) e estdmago
(4,8%).

De acordo com Instituto Nacional de Cancer (INC), 2018, no Brasil, a estimativa feita
para 2018-2019, indica cerca de 600 mil casos novos de cancer para cada ano. Excluindo o
cancer de pele ndo melanoma com a incidéncia de aproximadamente 180 mil casos novos,
ocorrerdo em torno de 420 mil casos novos de cancer. Enquanto que, o calculo global corrigido
para sub-registro, indica a incidéncia de 640 mil de casos novos. Portanto, sequndo o Instituto
Nacional de Cancer (INC), 2018, os tipos de cancer que serdo mais incidentes sio canceres
de préstata em homens em torno de 68 mil e mama em mulheres em torno 60 mil novos
Casos.

Entretanto, estudos apontam que, 0 emprego de mais de uma forma de tratamento, vem
fornecendo resultados satisfatorios a depender do tipo de cancer. Apesar desse avan¢o no campo
da oncologia, muitas doencas cancerigenas ainda exibem respostas fracas e discretas (Kummar
et al., 2004). Por outro lado, os relatos na literatura mostram que, agentes antineoplapsicos
utilizados atualmente, no tratamento de cancer possuem desvantagens como efeitos colaterais
e adversos, apresentam toxicidades criticos e producdo da resisténcia de muitos farmacos.
Além, dessas desvantagens, esses agentes possuem altos custos e também sdo mutagénicos,
carcinogeénicos e teratogénicos (Newman et al., 2003; lyer et al., 2013; Markman et al., 2013;
Chinembiri et al., 2014).
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Portanto, as desvantagens relacionadas ao tratamento convencional de doencas
cancerigenas vém aumentando o interesse dos pesquisadores a procura de novas drogas
alternativas e complementares para o uso no tratamento das doencas malignas (Molassiotis et
al., 2005; Chinembiri et al., 2014). Os compostos bioativos extraidos de plantas medicinais tém
mostrado atividades promissoras como drogas antitumorais e também podem auxiliar na sintese
de novas drogas (Chinembiri et al., 2014). Outros estudos apontam que 0s produtos naturais
tem sido uma boa fonte de recursos alternativos, mais de 60% de drogas anticancerigenas
aprovadas desde 1983 até 1994 eram de produtos naturais (Newman et al., 2003; Silva et al.,
2009).

Schinus terebinthifolia Raddi é uma planta nativa do semiarido brasileiro, conhecida e
decantada na Regido Nordeste, principalmente no bioma Caatinga. Pertence a familia
Anacardiaceae é popularmente conhecido como aroeira de praia. A espécie S. terebinthifolia é
considerada uma planta nativa do Sul e Centro das América e também héa relatos da sua
distribuicio em regides tropicais e subtropicais da Africa e dos Estados Unidos (Dvorkin-
Camiel, 2008; Vieira et al., 2015). Entre as regides do Brasil, S. terebinthifolia encontra-se
distribuido, na regido Sul, Sudeste, Centro Oeste e Nordeste (Estevao et al., 2015).

De acordo com a literatura, o rastreamento fitoquimicos realizados com o género
Schinus, revelaram a presenca de terpendides, acidos graxos em S. molle e em S. terebinthifolia
(Ceruks et al., 2007). Outros relatos na literatura em relacdo a perfil fitoquimica de S.
terebinthifolia também mostra a presenca de metabdlitos tais como: compostos fenolicos
simples, flavonoides e taninos, 6leo essencial, esteroides, terpenoides, antraguinonas e
saponinas (Lawrence, 1984; Lima et al., 2006).

O S. terebinthifolia possui uma grande importancia na medicina popular. De acordo com
a literatura, essa espécie é tradicionalmente usada na medicina popular no tratamento de ulcera,
problemas respiratorios, feridas, reumatismo, gota, tumor, diarreia, doencgas de pele, artrite
(Morton, 1978; Lima et al., 2009). Além disso, ha relatos do uso de S. terebinthifolia como
anticéptico, anti-inflamatorio e entre outras enfermidades. (Medeiros et al., 2007; Lima et al.,
2009).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.2. Obtencéao de extrato e fragdes das cascas de Schinus terebinthifolia Riddi

O extrato bruto (EB) foi obtido das cascas de Schinus terebinthifolia por maceracéo,
utilizando a proporc¢éo droga: solvente 10% (p/v), e etanol (40%, v/v) como liquido extrator
durante 72 horas. Em seguida, a solucdo foi filtrada, concentrada em evaporador rotativo (RV10
Basic, IKA®) sob pressdo reduzida, congelada e liofilizada (L101, Liotop®). O extrato bruto
resultante foi solubilizado em agua destilada na proporcdo 10% (p/v) e em seguida a solugéo
obtida foi particionada por solventes de polaridade crescente (acetato de etila - 10 vezes; n-
butanol - 3 vezes). A fracdo acetato de etila (FAE) e fragdo aquosa foram reunidas, concentradas
em evaporador rotativo e posteriormente congeladas e liofilizadas, enquanto que a fagdo n-
butanol foi reunida e seca em banho maria a 40 °C (Bueno et al., 2012). Os extratos foram

mantidos em dessecadores até a realizacdo dos ensaios analiticos e bioldgicos.

2.3. Prospeccao fitoquimica da fracdo acetato de etila de S. terebinthifolia Raddi

Para as analises por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) foram utilizadas placas
de aluminio de silica gel 60 F2s4 (Merck®). O método empregado na identificacéo das principais
classes de metabolitos secundérios (taninos, flavonoides, saponinas, esteroides e triterpenoides)
utilizou sistemas de solventes e reveladores propostos por Wagner e Bladt (1996). A analise
dos resultados foi realizada mediante observacdo dos cromatogramas sob luz branca e
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm.

2.4. Cromatografia em Coluna Aberta (CC)

A fracdo acetato de etila foi submetida fracionamento por meio de cromatografia em
coluna aberta utilizando Sephadex LH-20® como fase estacionaria e metanol (MeOH) como
fase movel, com o objetivo de isolar as substancias ativas (saponinas e compostos fenélicos).
Portanto, foram coletados aproximadamente 12 mL por tubos e as fracdes foram monitoradas
por CCD.

2.4. Analise qualitativa e quantitativa da fracdo acetato de etila das cascas de Schinus
terebinthifolia Raddi por CLAE

Para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foram preparadas
solugdes estoque da FAE de Schinus terebinthifolia e dos padrdes acido galico (98% de pureza,

Vetec®), acido elagico (>95% de pureza, Sigma®) e catequina (98% de pureza Sigma®).
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As solucdes foram preparadas em agua ultrapura (Purelab Classic UV, Elga®), na
concentracdo de 1 mg/mL para a fragdo acetato, e nas concentracdes de 10 pg/mL para as
solugbes padrdo. As solucdes foram filtradas em membranas de PVDF 0,45 pm (Chromafil®).

As analises foram realizadas em cromatografo liquido (Ultimate 3000, Thermo Fisher
Scientific®), acoplado a detector de arranjo de fotodiodos (DAD; Thermo Fisher Scientific®),
equipado com bomba binaria com degaseificador e amostrador automatico equipado com loop
de 20 pL. Para a andlise e processamento dos dados, foi utilizado o software Chromeleon 6.0
(Dionex, Thermo Fisher Scientific®, USA). A fase estacionaria foi composta por coluna Cis
(250 mm x 4.6 mm, 5 pm) da Dionex® equipada com pré-coluna (Cis, 4 mm x 3.9 pm,
Phenomenex®); a fase movel foi composta por agua (A) e metanol (B) ambas acidificadas com
acido trifluoroacético (0,05%). A eluicdo foi realizada em modo gradiente: 0-10 min, 12,5—
25% B; 10-17 min, 25-40% B; 17-25 min, 40-70% B; 35-37 min, 75% B; 37-38 min, 75—
10% B; o fluxo utilizado foi igual a 0,8 mL/min e volume de injecdo de 20 uL. A deteccdo foi
realizada em 254, 270 e 280 nm, determinados de acordo com os mé&ximos observados nos
espectros de varredura dos picos dos padrbes e amostras. Todas as analises foram realizadas em
triplicata.

Os compostos foram identificados nas amostras através de comparacao entre 0s tempos
de retencdo (tr) do padréo e dos picos correspondentes presentes nas fragdes, além da analise
de crescimento de area apds fortificacdo da solugdo estoque da fracdo com as solucgdes padrao.
Os teores de acido galico e/ou catequina foram calculados a partir da seguinte equacéo:

Cp X AA

— x FD x 100
Ap X m

Onde Cp = concentragdo do padrdo em g/mL (pureza do padrdo); Ap = area do padrdo; AA = 4rea da amostra; m

= massa da amostra; FD = fator de dilui¢do.

2.6. Atividade antioxidante in vitro
2.6.1. DPPH+ (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) scavenging activity

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato bruto, da fracdo acetato de etila, da
fracdo rica em saponinas e da fracdo rica em compostos fenolicos da casca de Schinus
terebinthifolia pelo método de sequestro de radicais livres foi medida por doacao de hidrogénio
utilizando o radical estavel DPPH (Blois, 1958). As medicGes foram realizadas em triplicata e
as atividades de inibicdo foram calculadas com base na porcentagem de DPPH removida. Um

analogo de vitamina E (Trolox-Sigma-Aldrich, Alemanha) e BHT (Sigma-Aldrich, Alemanha)
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foi usado como padréo. A percentagem de inibicdo (1%) foi calculada utilizando a seguinte
equacdo: 1% = [(Abs0O -Abs1) / Abs0] x 100, em que AbsO é a absorvancia do controlo e Abs1
¢ a absorvancia do extrato hidroalcéolico, da fracdo acetato de etila, da fracao rica em saponinas
e da fracdo rica em compostos fenolicos da casca de Schinus terebinthifolia.

2.6.2. ABTS+ (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) scavenging
activity

A atividade antioxidante de do extrato bruto, da fracdo acetato de etila, da fracédo rica
em saponinas e da fracdo rica em compostos fendlicos da casca de Schinus terebinthifolia pelo
ensaio ABTS foi baseada na geracdo do radical croméforo catidnico obtido da oxidacdo de
ABTS por persulfato de potassio (Re et al., 1999). Todas as experiéncias foram realizadas em
triplicado. Um analogo de vitamina E (Trolox-Sigma-Aldrich, Alemanha) e BHT (Sigma-
Aldrich, Alemanha) foi usado como padrdo. A percentagem de inibicdo (1%) foi calculada
utilizando a seguinte equacdo: 1% = [(Abs0O -Abs1) / Abs0] x 100, em que AbsO é a absorbancia
do controlo e Absl é a absorbancia do extrato hidroalcoolico, da fracdo acetato de etila, da
fracdo rica em saponinas e da fracdo rica em compostos fendlicos da casca de Schinus
terebinthifolia.

2.6.3. Capacidade antioxidante total (TAC)

A Capacidade Total de Antioxidante foi determinada pelo método do fosfomolibdénio
(Prieto et al., 1999). Utilizou-se &cido ascorbico como referéncia e a Capacidade Total de
Antioxidante foram expressas como equivalente de acido ascorbico. O TAC (%) foi calculado
utilizando a seguinte formula: TAC (%) = [(absorbancia da amostra - absorbancia do branco) /
(absorbancia do acido ascérbico - absorbancia do branco) x 100]. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata.

2.7. Atividade antitumoral
2.7.1 Cultivo celular

As linhagens de células cancerigenas utilizadas no trabalho foram HelLa (células de
cancer cervical humano) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario). Como controle de
células normais foi utilizado a linhagem VERO (células de rim de macaco-verde africano).
HelLa e VERO foram cultivadas no meio DMEM enguanto a MDA-MB-231 em RPMI, ambos
0s meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de

penicilina/estreptomicina. As linhagens celulares ficaram incubadas a 37 °C em atmosfera com
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5% de CO2 e ao atingirem confluéncia de 80% ou mais, elas foram tratadas com solugdo de
tripsina 0,5% - EDTA 0,025% por 5 min a 37 °C, a fim de soltar as células aderidas ao frasco
de cultura. ApdGs a incubacdo, as células desprendidas foram coletadas e meio de cultura
suplementado com SFB foi adicionado para inibir a acdo proteolitica da tripsina. A densidade
celular foi estimada através da contagem do nimero de células em camara de Neubauer. Para
experimentos posteriores foi utilizado uma densidade celular de 1 x 10° células/mL.
2.7.2 Ensaio de Citotoxicidade in vitro

A capacidade citotoxica foi avaliada pelo ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-
yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma Aldrich), o qual consiste na reducdo desse
composto por meio de redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas, formando
cristais azuis de formazan. Primeiro, as células foram incubadas em placas de 96 pocos durante
24 h para promover a adeséo celular. Apés esse periodo, o0 meio de cultura foi removido e 0s
pogos foram lavados com tampdo fosfato salina (PBS). Antes da incubacdo com as células, 10
mg das amostras (EB, FAE, F3-7, F8-18) foram diluidas em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO)
e agitadas em banho ultrassom por 20 min. Por conseguinte, essas amostras foram diluidas nos
meios de cultura apropriados para as linhagens de modo que 100 pL dessas amostras em
diferentes concentragdes (300-25 pg/mL) foram incubadas com as células. Como controle de
viabilidade celular utilizou-se células incubadas apenas com meio de cultura e o controle de
morte celular foi obtido pela incubacdo com DMSO (50% v/v em meio de cultura). As células
tratadas e os controles foram incubados em quintuplicata a 37 °C e 5% de CO2 por 72h. Apds
a incubacdo, o meio de cultura foi removido e 100 pL de meio contendo 10 puL de MTT (5
mg/mL) foi adicionado. Ap6s 3h de incubacdo a solugdo contendo MTT foi removida e 0s
cristais de formazan formados foram solubilizados por agitagdo durante 15 min com DMSO. A
viabilidade celular foi medida pela comparacao da absorbancia (A = 595 nm) entre 0s grupos

tratados e o controle ndo tratado.
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3. RESULTADOS
3.1. Perfil fitoquimico do extrato bruto (EB), fracao acetato de etila (FAE) e fracdo rica
em compostos fendlicos (F8-16) da casca de Schinus terebinthifolia Raddi.

O fracionamento da fracédo acetato através da coluna aberta em gel de Sephadex LH-20
rendeu 20 fragdes, as quais foram analisadas por CCD. Esta andlise permitiu a separacéo de
dois grupos: as fragdes 3-7 apresentaram-se ricas em saponinas e as fragdes 8-16 apresentaram-
se ricas em compostos fendlicos. As fragbes 8-16 foram reunidas e selecionadas para 0s
experimentos.

Na tabela 1 encontram-se as classes que apresentaram resultado positivo para a EB,
FAE, F3-7 e F8-18, de S. terebinthifolia. Os resultados foram evidenciados a partir da
comparacao do fator de retengdo (Fr) e coloracéo das bandas das amostras que correspondiam
aos padroes avaliados. Portanto, foi evidenciada a presenca de taninos hidrolisaveis e

condensados, flavonoides, saponinas, acucares, esteroides e terpenoides.

Tabela 12- Anélises por cromatografia de camada delgada do extrato bruto, fracdo acetato de
etila e fragdo rica em compostos fendlicos e saponinas da casca de S. terebinthifolia Raddi.

Classes EB FAE F 8-16 F 3-7
Esteroides (f-sitosterol) + + - +
Terpenoides(f-sitosterol) + + - +
Saponinas (saponinas) + + - +
Flavonoides (quercetina) + + + +
Taninos hidrolisaveis (acido galico) + + + -
Taninos condensados (catequinas)  + + + -

Sinal (+) indica a presenca dos constituintes quimicos e Sinal (-) indica a auséncia dos constituintes quimicos.

Nas analises por CLAE-DAD foram evidenciadas a presenca de &cido galico (pico 1, tr
= 8,87 min) e catequina (pico 2, tr = 17,2 min) no EB, FAE e F8-16 (Figura 1) das cascas de S.
terebinthifolia. A presenca dos compostos foi confirmada pela co-injecdo dos padrbes e

amostras, tempos de retencéo e espectros de varredura dos picos (Figura 2).
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Figura 32- Cromatogramas obtidos por CLAE para EB (A); FAE (B) e F8-16 (C) obtidos das

cascas de S. terebinthifolia Radd.
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Figura 33- Espectros de varredura dos picos referentes a presenca de acido galico e catequina

na amostra evidenciados nas amostras da casca de S. terebinthifolia Raddi.
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As analises por CLAE-DAD também permitiram quantificar estes metabdlitos nas

amostras do EB, FAE, fracéo rica em saponina e fragcdo rica em compostos fendlicos (F8-16)

como mostra a tabela 2. A FAE e F8-16 apresentaram maiores teores de acido galico quando

comparadas ao EB. Por outro lado, o EB e F8-16 exibiram maiores teores das catequinas quando

comparados a FAE.
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Tabela 13- Teores de &cido gélico e catequina calculados nas amostras de Schinus
terebinthifolia, obtidos por CLAE.

Amostras g% AG 9% CAT

EB 0,17 (1,30) 0,09000 (0,56)
FAE 0,20 (2,20) 0,089000 (0,05)
F3-7 0,36 (2,40) 0,095000 (0,54)
F8-16 0,26 (2,13) 0,097000 (0,15)

EB: extrato bruto; FAE: fracdo acetato de etila; F3-7: fracdo rica em saponinas; F8-16: fracdo rica em compostos
fenolicos; g%: gramas de metab6lito por 100 g de residuo seco; AG: Acido galico; CAT: Catequina. Os dados

foram expressos como média (desvio padréo relativo).

3.2. Atividade antioxidante in vitro e determinacéo dos fendis totais

De modo geral, a atividade antioxidante esta associada & alto teor de compostos
fenolicos no material vegetal, por tanto, o teor de compostos fendlicos foi determinado no EB
da casca de S. terebinthifolia e suas fracGes. Na tabela 3 encontram-se os resultados da
determinacdo de fendis totais no extrato bruto e fragdes. No entanto, quanto maior a quantidades
do &cido gélico encontrada em equivalente por grama EB e fragcGes, maior a percentagem de
compostos fenolicos determinados. Os resultados da determinacdo de fendis totais revelam que
0 EB e FAE da casca de S. terebinthifolia exibiram maior teor de compostos fendlicos em

comparacao com as fracGes ricas em saponinas (F3-7) e compostos fendlicos (F8-16).

Tabela 14- Teor de polifendis totais (TPT) do extrato bruto, fracdo acetato de etila e fracdo
rica em compostos fenolicos da casca de S. terebinthifolia Raddi.

Amostras TPT (g%)

EB 45,20 + 0,14 (0,32)
FAE 44,87 + 0,22 (0,49)
F3-7 20,44 + 0,24 (1,21)
F8-16 26,08 £ 0,11 (0,43)

TPT: teor de polifendis totais; EB: extrato bruto; FAE: fracdo acetato de etila; F3-7: fracdo rica em saponinas; F8-
16: fragdo rica em compostos fendlicos.
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A tabela 4 ilustra os resultados da ICso da atividade antioxidante dos diferentes extratos
da casca de S. terebinthifolia. Os resultados apontam que o EB, FAE e F8-16 exibiram um
excelente potencial antioxidante. Portanto, pode-se observar que EB e FAE também
apresentaram maior capacidade de captacdo de radicais livres e seguidos de fracdo rica em

compostos fendlicos como era esperado.

Tabela 15- Resultados da concentracdo inibitoria o extrato bruto, fracdo acetato de etila e
fracdo rica em compostos fenolicos da casca de S. terebinthifolia Raddi.

Sample DPPHe+ ABTSe+ TAC
1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL)
Trolox 65.31 145.29 N.D.
Ascorbic Acid ND. N.D. 502.11
BHT 293.46 498.13 N.D.
EB 3.59 10.78 52.78
FAE 3.60 12.39 69.23
F3-7 101.38 242.45 573.19
F8-16 29.22 71.38 123.48

DPPH: 2,2-((diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate); ABTS: 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid)); TAC: Total antioxidant capacity; ND - Not determined. EB: extrato hidroalcdolico; FAE: fracdo acetato de

etila; F3-7: fracdo rica em saponinas; F8-16: fracdo rica em compostos fendlicos.

3.3. Atividades citotdxicas in vitro

Os efeitos citotdxicos de todos os extratos (EB, FAE, F3-7 e F8-1363) foram
determinados sobre a viabilidade das células de linhagens cancerigenas, HeLa (linhagem de
tumor de cancer cervical) e MDA (linhagem de cancer de mama) através do teste MTT. Onde
0 screening da atividade citotoxica do EB, FAE e F3-7 da casca de S. terebinthifolia exibiram
a CLso abaixo de 100 pg/mL para ambas as linhagens de células tumorais, enquanto que a F8-
16 exibiu a CLso acima de 100 pg/mL como ilustra a tabela 5. Ademais, as células da linhagem
de céncer de mama (MDA) foram mais sensiveis ao EB, FAE e F3-7 da casca de S.
terebinthifolia (Tabela 5). Por outro lado, as células de linhagem normal (células Vero)

incubados com o EB, FAE e F3-7 da casca de S. terebinthifolia foram menos sensiveis a esses
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extratos quando comparados com as células tumorais de ambas as linhagens, apresentando a
CLso acima de 100 pg/mL (Tabela 5).

Tabela 16- Atividade citotoxica do extrato bruto e suas fragdes da casca de Schinus
terebinthefolia Raddi sobre linhagem tumorais humano, HeLa e MDA e células normais
(Células vero).

HelLa MDA Células Vero

CLso pug/mL (95% LC) CLsopg/mL (95% LC)  CLsopg/mL (95% LC)

EB 81,47(71,54-91,40) 30,38 (25,69-35,07) 281,47 (270,46 - 292,49)
F.EA 89,22(79,44-99) 21,85 (16,10-27,6) 304,95 (295,51 - 314,39)
F.3-7 80,27 (62,64-97,90) 35,88 (29,06-42,70) 326,05 (313,95 - 338,15)

F. 8-16 234,46 (225,11-243,81) 212,48 (200,93-224,03)  ------m-mmmmmmmmmmmomoes -

HelLa: linhagem de tumor de cancer cervical; MDA: linhagem de cancer de mama; EB: extrato

hidroalcéolico; FAE: fracdo acetato de etila; F3-7: fragdo rica em saponinas; F8-16: fragdo rica em compostos
fendlicos.

A figura 3 e 4 ilustram os resultados da analise estatistico da viabilidade celular de duas
linhagens de células cancerigenas (HeLa e MDA), incubadas as diferentes concentracfes do
EB, da FAE, F3-7 e F8-16 da casca de S. terebinthifolia, apds 72 horas. Onde foi observada que
todas as concentracdes utilizadas no teste sobre as duas linhagens apresentaram diferencas
estatisticamente significativas ("P< 0.05 e “"P< 0.0001) quando comparadas ao grupo controle
negativo, respectivamente. Também foi possivel constatar com esses resultados, que a reducédo
da viabilidade celular aumentou de acordo com aumento das concentragdes, 0 que revela um
efeito dose dependente. Enquanto que, na figura 5 ilustram os resultados da viabilidade celular
da linhagem de células normais, células Vero (células de linhagem do rim de macaco). Os
resultados nos permitem constatar que as células de linhagem normal (células Vero) foram
menos sensiveis ao BE, FAE e F3-7 da casca de S. terebinthifolia, onde apenas nas
concentragdes de 200 e 300 pug/mL foram observadas diferencas estatisticamente significativas
guando comparadas ao grupo controle negativo, respectivamente. O efeito também foi dose

dependente.
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Figura 34- Resultados da viabilidade celular da linhagem de células tumorais, HeLa- linhagem de
tumor de cancer cervical, expostos ao EB- extrato bruto, FAE — fracéo acetato de etila, F3-7 — fragéo
rica em saponinas e F8-16 — fragdo rica em compostos fendlicos.
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Figure 35- Resultados da viabilidade celular da linhagem de células tumorais MDA- linhagem de
cancer de mama, expostos ao EB- extrato bruto, FAE — fracdo acetato de etila, F3-7 — fracdo rica em
saponinas e F8-16 — fracdo rica em compostos fendlicos.
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Figura 36- Resultados da viabilidade celular da linhagem de células normais, células Vero- linhagem
de células de macaco, expostos ao EB- extrato bruto, FAE — fragdo acetato de etila, F3-7 — fragdo rica
em saponinas.

4. DISCUSSAO

Os dados obtidos neste trabalho nos permitem constatar que as amostra da casca de S.
terebinthifolia possuem uma citotoxicidade seletiva de diferentes linhagens de células tumorais
e exibiram uma diminuicdo da atividade em celulas de linhagem normal. As substancias de
origem natural sdo largamente aplicadas no controle e tratamento de neoplasia maligna e tem
sido fontes essenciais dos compostos com propriedade antitumoral (Hartwel, 1982). Estudos
apontam que, mais de 60% dos medicamentos anticancerigenas sdo derivados de produtos
naturais (NEWMAN et al., 2003; SILVA et al., 2009). Portanto, os resultados da atividade
antitumoral apresentado pelas amostras da casca de S. terebinthifolia abriram novas
possibilidades de estudo de cancer por essa planta (Tabela 5).

Para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de extratos vegetais, é de
grande relevancia uma pesquisa detalhada do perfil fitoquimico da planta em estudo. No
presente estudo a prospeccdo fitoquimico das amostras de S. terebinthifolia revelaram a
presenca de metabolitos secundarios, como taninos, saponinas, terpenoides, esteroides,
flavonoides e agucares. Entre esses compostos identificados nos extratos da casca de S.

terebinthifolia, alguns como, por exemplo, terpenoides, esteroides, flavonoides e derivados de
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taninos foram relatados como compostos com atividade antitumoral (Alhusainy et al., 2014;
Kaur et al., 2014; Pacifico et al., 2013; Gonzalez-Sarrias et al., 2012). Diante desses relatos dos
compostos identificados nas amostras da casca de S. terebinthifolia, também constituiem um
campo promissor para o0 desenvolvimento de novos medicamentos antitumoral a partir de
derivados de plantas medicinais (Tabela 5).

Até 0 momento, ndo hé relatos na literatura sobre atividade antitumoral das amostras da
casca S. terebinthifolia frente as linhagens de células tumorais, HeLa e MDA. Porém, outros
estudos com extratos de planta, mostraram atividade antiproliferativa de extratos de alecrim
contra as células de cancer de mama (MCF-7 e MAD-MB-468), apresentando 1Cso de 90 e 26.8
ng/mL apo6s 120 horas de incubagdo, enquanto que para células de cancer de colo de Utero a
ICso foi de 23.31 pug/mL apds 72 horas de exposicdo (Moore et al 2016). A atividade antitumoral
do extrato hidroalcdolico da casca de Acacia seyal sobres células de linhagem de cancer de
mama (MCF-7 e MAD-MB-468), onde foi observada uma citotoxicidade significativa em uma
das linhagens de cancer de mama, MCF-7 com a ICsp de 100 ug/mL e para 0 MDA-MB-231
citotoxicidade foi menos significativo a I1Cso foi de 265 ug/mL apds 24 horas de exposicao.

Em relacdo a atividade antioxidante, estudos na literatura apontam que a tividade
antioxidante estd intimamente relacionda a presenca de alto teor de compostos fendlicos. Por
outro lado, estudos também apontam que as espécies da familia Anacardiaceae tém apresentado
um potencial antioxidante (Moyo et al., 2010; Okoth et al., 2013; Ajileye et al., 2015). Portanto,
os resultados do nosso estudo mostraram um potencial antioxidade frente ao DPPH e ABTS. E
os resultados da prospeccdo fitoquimica mostraram apresenca de copostos fendlicos como
favonoides e taninos. Dois estudos realizados, uma com extrato da folha e outro fruto de S.
terebinthifolia e suas fragdes apresentaram potencial antioxidante e essa atividade foi atribuida
ao alto teor compostos fendlicos como flavonoides e taninos identificados nessas amostras

(Silva et al., 2017; Rocha et al., 2019), coraborando assim com 0s resultados do nosso estudo.
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5. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos a partir da exposi¢do de células tumorais e nédo
tumorais aos extratos da casca de S. terebinthifolia, pode-se concluir que o EB, a FAE e F3-7
exibiram citotoxicidade significativa para ambas as linhagens de células tumorais,
principalmente, para a linhagem de cancer de mama com CLsp de 30,38; 21,85 e 35,88 ug/mL,
enquanto que os extratos da casca de S. terebinthifolia apresentaram citotoxicidade reduzida
para a linhagem células de normais. E os resultados da atividade antioxidante mostram que o

EB, FAE e F8-16 exibiram um excelente potencial antioxidante.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos da exposi¢éo dos organismos testes permite concluir que:

Os testes fitoquimicos (CCD e CLAE) do extrato bruto da casca de S. terebinthifolius e
suas fracOes revelaram a presenca de saponinas, taninos, esteroides, flavonoides,
trepenoides, fendis, acucares, acido galico, e catequinas.

As fracbes de FAE e F8-16 originaria do extrato da casca de S. terebinthifolia
apresentaram atividade moluscicida contra moluscos adultos de B. glabrata, enquanto

apresentam baixa toxicidade ao ambiente de acordo com o ensaio artemicida.

O teste do MN e ensaio cometa demonstrou que EB de S. terebinthifolia e suas fracdes
FAE e F8-16 agem sobre as células de defesa do molusco B. glabrata, causando
diferentes alteracoes celulares nos hemocitos MN, BC e apoptose celular, além de

causar danos significativos no DNA.

O EB e FAE da casca de S. terebinthefolius mostraram-se vidveis como
esquistossomicida de origem vegetal nas concentracGes de 100, 200 e 400 pg/mL e para
F8-16 nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL ap6s 120 horas de incubacéo.

As amostras de S. terebinthefolius causaram desacasalamento nos casais dos vermes
adultos, principalmente em concentracdo mais altas (100, 200 e 400 pg/mL) e apés
analise da ultraestrutura foi possivel observar alteracdes significativas nos tegumentos
dos vermes adultos, jovens e esquistossdomulos S. mansoni provocada pelas amostras de

S. terebinthefolius nas concentragdes de 200 e 400 pg/mL.

O EB, a FAE e F3-7 exibiram citotoxicidade significativa para ambas as linhagens de
células tumorais, principalmente, para a linhagem de cancer de mama com CLso de
30,38; 21,85 e 35,88 pg/mL, enquanto os extratos da casca de S. terebinthifolia

apresentaram citotoxicidade reduzida para a linhagem células de normais.
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