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RESUMO

A esquistossomose acomete 236.6 milhdes de pessoas em regides e tropicais e
subtropicais do mundo. Caramujos do género Biomphalaria spp. S&o o principal
hospedeiro intermediario do S. mansoni no Brasil. Assim, na auséncia de vacinas e
politicas sanitarias eficazes, uma das estratégias para reduzir a esquistossomose,
preconizada pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) € o controle populacional do
molusco B. glabrata. Dessa forma, buscou-se avaliar a toxicidade da plumbagina
sobre caramujos adultos do B. glabrata e cercéarias do S. mansoni. Para a verificacdo
da atividade moluscicida da plumbagina foram utilizados caramujos adultos da
espécie B. glabrata e embrides nos estadios de gastrula, blastula, trocofora, véliger e
hippo stage. Os animais adultos foram expostos a plumbagina nas concentracdes de
2-4 ug/mL por 24 h. Os embrides foram selecionados e expostos as concentracdes de
0,3-0,2 pg/mL por 24 h. Ambos os grupos foram lavados e observados por 7 dias apos
a exposicao, e os adultos foram observados quanto a parametros de fertilidade e
fecundidade. A andlise da atividade cercaricida foi realizada por meio da exposicao
de cercérias (cepa Belo Horizonte) a plumbagina nas concentracdes de 1-3 pg/mL,
sendo estas avaliadas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. A toxicidade ambiental
sobre Artemia salina foi verificada por exposi¢cdo dos nauplios as concentracdes de
0,5-2,75 pg/mL por 24 horas. A plumbagina demonstrou atividade moluscicida a
baixas concentra¢des contra embrides (LC90 de 0,84, 1,35, 0,96, 0,70 e 1,06 ug/mL
respectivamente) e contra adultos (LC90 de 4,34 ug/mL), ap6s 24 h de exposicao.
N&o foi possivel observar alteracdes na fecundidade ou fertilidade dos caramujos
expostos. A plumbagina foi capaz de aumentar a frequéncia de danos no DNA e o
namero de hemacitos, sendo a apoptose e a binucleacdo as principais alteracdes
identificadas. Na exposicdo das cercarias a plumbagina foi possivel observar 100%
de letalidade na concentracdo de 1 pg/mL em 120 minutos e nas demais
concentragdes a partir de 60 minutos, com menor toxicidade para A. salina, quando
comparada com niclosamida. Em concentragdes inferiores as preconizadas pela
OMS, plumbagina apresentou acdo moluscicida sobre B. glabrata e acdo cercaricida
sobre cercarias de S. mansoni. Assim, plumbagina pode representar alternativa

promissora no controle da infecgéo pelo S. mansoni.

Palavras-chave: Cometa; Embribes; Hemacitos; Moluscicida; Naftoquinona.



ABSTRACT

Schistosomiasis affects 236.6 million people in tropical and subtropical regions of the
world. Snails of the genus Biomphalaria spp. They are the main intermediate host of
S. mansoni in Brazil. Thus, in the absence of vaccines and effective health policies,
one of the strategies to reduce schistosomiasis, recommended by the World Health
Organization (WHO) is population control of the mollusc B. glabrata. Thus, we sought
to evaluate the toxicity of plumbagin on adult snails of B. glabrata and cercariae of S.
mansoni. To verify the molluscicidal activity of plumbagin, adult snails of the species
B. glabrata and embryos in the gastrula, blastula, trochophore, veliger and hippo stage
were used. Adult animals were exposed to plumbagin at concentrations of 2-4 ug/mL
for 24 h. Embryos were selected and exposed to concentrations of 0.3-0.2 ug/mL for
24 h. Both groups were washed and observed for 7 days after exposure, and adults
were observed for fertility and fecundity parameters. The analysis of cercaricidal
activity was performed by exposing cercariae (Belo Horizonte strain) to plumbagin at
concentrations of 1-3 pg/mL, which were evaluated at 15, 30, 60 and 120 minutes. The
environmental toxicity on Artemia salina was verified by exposing the nauplii to
concentrations of 0.5-2.75 ug/mL for 24 hours. Plumbagin demonstrated molluscicidal
activity at low concentrations against embryos (LC90 of 0.84, 1.35, 0.96, 0.70 and 1.06
pg/mL respectively) and against adults (LC90 of 4.34 pg/mL), after 24 h of exposure.
It was not possible to observe changes in the fecundity or fertility of exposed snails.
Plumbagin was able to increase the frequency of DNA damage and the number of
hemocytes, with apoptosis and binucleation being the main alterations identified. In the
exposure of cercariae to plumbagin, it was possible to observe 100% lethality at a
concentration of 1 ug/mL in 120 minutes and at other concentrations from 60 minutes
onwards, with less toxicity to A. salina, when compared to niclosamide. At
concentrations lower than those recommended by the WHO, plumbagin had a
molluscicidal action on B. glabrata and a cercaricidal action on cercariae of S. mansoni.
Thus, plumbagin may represent a promising alternative in the control of S. mansoni

infection.

Keywords: Comet. Embryos. Hemocytes. Molluscicide. naphthoquinone.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose foi responsavel por 236,6 milhdes de pessoas infectadas
no ano de 2019, sendo uma doenca infecto-parasitaria que se manifesta de forma
aguda e crbnica. Esta parasitose ocupa o segundo lugar entre as doencas parasitarias
de maior importancia com relagdo a morbidade e mortalidade no mundo, atras apenas
da maléaria (BRITO, 2012; OMS, 2021). Os agentes etioldgicos da esquistossomose
sao vermes trematoddeos do género Schistosoma spp., com destaque para a espécie
responsavel por causar a esquistossomose nas Ameéricas, o Schistosoma mansoni
(SAMBON, 1907), sendo endémica em 54 paises tropicais e subtropicais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A transmissdo do S. mansoni depende do contato com colec8es hidricas onde
habitam caramujos infectados liberando cercarias, fase infectante para o hospedeiro
definitivo, o homem. As espécies Biomphalaria tenagophila, presente do litoral da
Bahia ao Rio Grande do sul, B. straminea, com maior distribuicdo ao longo do territério
nacional, e B. glabrata, nas regides Nordeste, Sul e Sudeste, atuam como hospedeiro
intermediario, responsaveis pelo éxito no desenvolvimento da parasitose no Brasil
(KATZ, 2018).

Como formas de combate a esquistossomose, a Organizacdo mundial da
saude (OMS) preconiza o tratamento periddico e em larga escala com Praziquantel, o
acesso a agua potavel e saneamento basico e o controle dos hospedeiros
intermediarios (OMS, 2021). Esse controle pode ser realizado através do uso de
moluscicidas, substancias usadas para controlar e/ou exterminar moluscos de
importancia econémica na agronomia e na medicina humana, como no caso dos
vetores de S. mansoni (MCCULLOUGH, 1992; SOKOLOW et al., 2016). Um dos
critérios estabelecidos pela OMS para um moluscicida ideal é sua embriotoxicidade,
de modo que seja capaz de matar embrides do caramujo antes da eclosédo dos ovos
(OMS, 1965). Outros autores defendem que concentragOes letais para caramujos
adultos, mesmo que ndo matem embrides imediatamente, ainda podem causar
malformacgdes e alteracdes que impecam a eclosdo ou matem os embrides mesmo
apos a aplicacdo (DE ARAUJO et al., 2018; DUNCAN; STURROCK, 1987; SANTOS
et al., 2020; SILVA et al., 2019)
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Atualmente, a niclosamida € o Unico moluscicida recomendado pela OMS,
porém apresenta baixa seletividade biocida, elevado custo para aplicacdo e
dificuldade de transporte (OMS, 2017). Assim, € necessaria a pesquisa e a busca por
novos agentes moluscicidas que apresentem atividade seletiva contra os caramujos
alvos em concentracdes atoxicas para a fauna e flora locais, com um bom custo
beneficio e de facil aplicacdo (LARDANS; DISSOUS, 1998; RAPADO et al., 2013;
SOKOLOW et al.,, 2016; OMS, 2017). Os testes de ecotoxicidade podem ser
realizados a partir de diversos organismos como bactérias, algas, peixes e crustaceos,
dentre os quais a Artemia salina se destaca como modelo amplamente empregado,
pois ja demonstrou alta sensibilidade para monitoramento ecotoxicolégico de novos
agentes moluscicida (COSTA et al., 2008; ARAUJO et al., 2018a; SILVA et al., 2019a).

A investigacdo de produtos naturais € uma das principais estratégias para a
pesquisa de candidatos a novos farmacos. Produtos naturais jA conhecidos, com
atividades farmacoldgicas, biolégicas e biosseguranca comprovadas, podem ser
redirecionados para novos alvos biolégicos. Esse redirecionamento pode representar
uma economia de bilhées de dolares, mais de 15 anos de investigacao, além de menor
risco de toxicidade, resisténcia e/ou tolerancia, tornando-se uma questédo de grande
interesse para a comunidade cientifica e industria farmacéutica (VIEGAS JR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006; PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007; BERLINCK et al., 2017;).
Neste sentido, as naftoquinonas representam uma ampla e variada familia de
metabdlitos naturais de grande interesse para a industria farmacéutica (NILE; PARK,
2014).

A naftoquinona Plumbagina (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona), isolada das
raizes da planta medicinal Plumbago indica, € amplamente distribuida na familia
Plumbaginaceae, possui amplo espectro de propriedades bioldgicas e farmacoldgicas
incluindo ativacédo da apoptose, acdo antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena,
antibacteriana e antifungica (PADHYE et al., 2012) e contra S. mansoni
(LORSUWANNARAT et al., 2013). As naftoquinonas se destacam como promissores
antiparasitarios, além de possuir derivados ativos contra embrides e caramujos
adultos de B. glabrata (CAMARA et al., 2008; ZHANG; COULTAS, 20132; SANTOS et
al., 2020). Estudos demonstraram o efeito de polifendis, caracterizados por possuirem
uma ou mais hidroxilas ligadas a um anel aromatico, como potenciais moluscicidas.

Naftoquinonas como a plumbagina possuem fenol em sua férmula quimica,
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possivelmente apresentando efeito toxico semelhante aos polifenodis anteriormente
testados (SINGH; YADAV; SINGH, 2010; ARAUJO et al., 2018a; HASHEESH et al.,
2020).

Com base nos pontos discutidos, se faz necessario a busca por agentes
moluscicidas alternativos para auxiliar o controle da esquistossomose. Assim, este
estudo objetiva avaliar a acdo da plumbagina sobre diferentes estdgios embrionarios
(blastula, géastrula, trocofora, véliger e hippo stage) e adultos de B. glabrata, seus
efeitos genotoxico e citotoxico sobre o caramujo, assim como sua acdo sobre
cercarias de S. mansoni e sobre Artemia salina, como bioindicador de ecotoxicidade

ambiental.
1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade moluscicida, citotoxica e genotdxica da plumbagina sobre
Biomphalaria glabrata, Acdo cercaricida contra cercarias de S. mansoni e

ecotoxicidadde sobre Artemia salina.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade da plumbagina sobre embrides de B. glabrata, analisando
parametros embrionarios (mortalidade e ma-formacao) em diferentes estagios
evolutivos (blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hippo stage), ap0s exposicao
a plumbagina durante 24 horas pelo método de imersao;

e Avaliar a toxicidade da plumbagina sobre caramujos adultos de B. glabrata
analisando parametros de mortalidade e reproducao apos exposi¢cao aguda a
plumbagina durante 24 horas pelo método de imerséo;

e Avaliar a citotoxicidade da plumbagina sobre hemdécitos de caramujos adultos
de B. glabrata através da frequéncia de anomalias nucleares;

e Avaliar a genotoxicidade da plumbagina através de ensaio cometa;

e Avaliar a toxicidade da plumbagina sobre cercarias de S. mansoni.

e Avaliar a ecotoxicidade ambiental da plumbagina através de testes com Artemia

salina;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

Conhecida popularmente no Brasil como Barriga d’agua, bilharziase, doenga
do caramujo ou xistose, a esquistossomose € classificada pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) como integrante da lista de Doencas Tropicais negligenciadas
(DTN). Segundo a OMS, 236,6 milhbes de pessoas precisaram de tratamento
preventivo no ano de 2019 e estima-se que 90% dos que precisam de tratamento
encontram-se na Africa. Como formas de combate a esquistossomose a OMS
preconiza o tratamento periodico e em larga escala com praziquantel, o controle dos
hospedeiros intermediarios e 0 acesso a agua potavel e saneamento basico (OMS,
2021).

Causada por vermes trematddeos do género Schistosoma, a esquistossomose
€ prevalente entre 78 paises e territérios de clima tropical e subtropical com 700
milhdes de individuos vivendo em areas de risco. Dos paises atingidos, apenas 52
disponibilizam quimioterapia para a populagédo (OMS, 2021). O género Schistosoma
possui 7 espécies de interesse para a medicina humana, sendo o Schistosoma
haematobium responséavel pela esquistossomose urogenital, principalmente na Africa,
no Oriente Médio e na Franca. As outras seis espécies, S. mansoni, S. japonicum, S.
mekonji, S. guineensis, S. intercalatum e S. malayensis séo as espécies responsaveis
pela forma intestinal em diversos paises, com destaque para Caribe, Suriname,
Venezuela e Brasil nas Américas, grande parte dos paises do continente africano e

algumas regides da Asia como a China (Figura 1) (noya et al., 2015).
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Figura 1 - Distribuicdo mundial das espécies de Schistosoma com importancia em saude
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Fonte: (WEERAKOON et al., 2015)

A espécie responsavel por causar a esquistossomose no Brasil € o
Schistosoma mansoni (SAMBON, 1907), sendo endémica em 54 paises tropicais e
subtropicais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2014). A nivel nacional, a
esquistossomose esta presente em 19 estados, principalmente nas regiées Nordeste
e Sudeste, com 1,5 milhdo de pessoas infectadas no pais e outros 25 milhdes vivendo
em regides de risco de infeccdo (Figura 2), ou seja, onde é conhecida a presenca de
hospedeiros intermediarios necessarios & manutencdo e transmissdo do parasita
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2017; BRASIL, 2017; NOYA et al., 2015). Estima-
se uma meédia anual de 508 6bitos entre os anos de 2006 e 2015 (BRASIL, 2017).
Considerando valores utilizados para diagndstico, internacdo e tratamento, além de
outros custos direta ou indiretamente relacionados, o custo da esquistossomose para
o Brasil no ano de 2015 foi de US$ 41,706,337.35 (NASCIMENTO et al., 2019).
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Figura 2 - Distribuicdo da esquistossomose em areas endémicas no Brasil por faixa de

positividade e por municipio, 2009-2017
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Fonte: (BRASIL, 2017)

E notavel a ocorréncia continua dos casos ao longo do litoral do pais,
distribuindo-se no curso de importantes bacias hidrograficas, sendo Pernambuco um
dos principais estados quanto a taxas de incidéncia, prevaléncia, internacdes
hospitalares e mortalidade (KATZ, 2018).

Tradicionalmente considerada uma doenca rural no Brasil, nos uUltimos anos
casos de esquistossomose tém sido registrados em localidades periurbanas, urbanas
e litorAneas, embora esses possam nao indicar contaminacdo autoctone e sim,
migracgéo de individuos infectados (Figura 3) (OLIVEIRA et al., 2018). Em Pernambuco
a doenca se manteve tradicionalmente na zona da m ata do estado, no entanto passou
a apresentar casos nas zonas litoraneas (Figura 4) (BARBOSA et al., 2013; DE
SOUZA GOMES et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). Barbosa e colaboradores, ao
longo dos anos, publicaram trabalhos relatando surtos de esquistossomose aguda e
potenciais focos de infeccéo do parasita em locais variados da regido metropolitana
de Recife, com destaque para locais de grande apelo turistico como a praia de Porto
de Galinhas (BARBOSA et al., 2001a, 2001b, 2011, 2015a, 2015b, 2016, 2018).
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Figura 3 - Fluxo de pacientes com esquistossomose na cidade do Recife, oriundos de
municipios endémicos do estado de Pernambuco no qual ocorreu infec¢do, Pernambuco,
2007-2013
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Fonte: Sistema de Informagéo de Agravos de Notificagcdo (Sinan). (OLIVEIRA et al., 2018).

Figura 4 - Mapa da distribuicdo de hospedeiros intermediarios do Schistosoma. mansoni em

regides do estado de Pernambuco
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Fonte: (BARBOSA et al., 2018). Criadouro de caramujos (amarelo), reservas (azul) e focos

identificados de transmisséo da esquistossomose (vermelho).
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2.2 SCHISTOSOMA MANSONI

2.2.1 Origem e Caracteristicas bioldgicas do Schistosoma mansoni

Os primeiros casos de esquistossomose mansoénica no Brasil foram descritos
por Manoel Piraja da Silva em 1908, onde relatou a necropsia de 20 pacientes nos
quais foram encontrados ovos com espicula lateral e vermes. Suas descricdes
minuciosas do tamanho e caracteristicas dos vermes e dos ovos foram fundamentais
para diferenciacdo entre as espécies Schistosoma haematobium e S. mansoni.
Embora Piraja da Silva tenha sido de fato o primeiro a descrever morfologicamente e
de forma completa ambas as formas sexuais dos vermes, foi Sambon que nomeou a
espécie em homenagem a Patrick Manson, primeiro pesquisador a encontrar ovos da
espécie e levantar a hipotese de existir outro agente causador da bilharziose (KATZ,
2008; NOYA et al., 2015). Ja Lutz foi responsavel por descrever os hospedeiros
intermediarios encontrados no Brasil, além de publicar o ciclo do S. mansoni no B.
glabrata e B. straminea (NOYA et al., 2015)

O S. mansoni, quanto a classificacao taxonémica, pertence ao Reino Animalia,
Filo Platyhelminthes, Classe Trematoda, Subclasse Digenea, Ordem Strigeiformes,
Familia Schistosomatides e Género Schistosoma. Faz parte da subclasse Digenea
devido ao fato de possuir um ciclo de vida heteroxénico, necessitando de dois
hospedeiros para completar seu ciclo evolutivo. O hospedeiro definitivo € o homem,
mas outros mamiferos ndo humanos, como primatas, ruminantes e roedores, podem
assumir o papel como hospedeiros permissivos, mantendo o ciclo em ambientes
silvestres. Quanto ao hospedeiro intermediario temos caramujos do género
Biomphalaria, moluscos de 4gua doce da classe gastrépode (REY, 2008; GENTILE et
al., 2012).

O Schistosoma mansoni € um verme trematédeo dibico, possuindo distingdo
sexual entre macho e fémea (Figura 5). Os machos tem cor esbranqui¢cada, medindo
cerca de 1 cm e cobertos com tegumento revestido de tubérculos. Possuem uma
ventosa oral e acetabulo na por¢éo anterior do corpo e, na por¢ao posterior, as laterais
de seu corpo se dobram formando o canal ginecoforo, onde as fémeas séo albergadas
e fecundadas (MELO; COELHO, 2016).

Morfologicamente a fémea (Figura 5), medindo 1,5 cm, é maior que o macho,
possui tegumento liso e coloragdo mais escura em decorréncia do sangue

semidigerido. Assim como os machos possui uma ventosa oral e um acetabulo na
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parte anterior do corpo, e na porcao posterior possui corpo cilindrico onde fica
localizado seu sistema reprodutor (MELO; COELHO, 2016). As fémeas permanecem
dentro do canal ginec6foro do macho durante o acasalamento, periodo em que ocorre
a maturacdo dos vermes e posterior fecundagcdo. Cada fémea € capaz de produzir
aproximadamente 400 ovos diariamente. Destes, metade séo eliminados junto com
as fezes e a outra € embolizada e depositada nos tecidos, especialmente hepatico
(LENZI et al., 2008; MACHADO-SILVA; NEVES; GOMES, 2008).

Figura 5 - Imagem de microscopia eletrénica de varredura de casal de vermes de Schistosoma

mansoni acasalados

Fonte: (AUGUSTO, 2016)

Os ovos (Figura 6A) de Schistosoma mansoni tem formato oval, espinho lateral,
nao operculado, 150 micrdbmetros de comprimento e 60 de largura e quando maduro
ha a presenca de miracidio em seu interior (MELO; COELHO, 2016). Os miracidios
(Figura 6B) tem formato oval, e séo revestidos por cilios implantados em células
epiteliais, responsaveis por seu deslocamento aquatico. Medindo em média 180
micrébmetros de comprimento e 64 de largura, e na extremidade anterior possui
terebratorium onde estéo presentes as glandulas de penetracdo e os sacos digestivos
(MELO; COELHO, 2016).
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Figura 6 - Fases evolutivas do S. mansoni

Fonte: A- AUGUSTO (2016); B- AUGUSTO (2016); C-(NEGRAO-CORREA et al., 2008); D-
AUGUSTO (2016). A- Ovo, B- Miracidio, C- Esporocisto primario e D- Cercaria.

O miracidio, quando nos tecidos do caramujo, perde o revestimento epitelial e
se torna uma estrutura sacular alongada com paredes culticulares. Com oito dias a
larva tem forma de t ubo enovelado cheio de células germinativas em multiplicagéo,
chamado de esporocisto primario (Figura 6C). Dentro dessa estrutura, as células
germinativas se desenvolvem em esporocistos de segunda geracao, medindo 1,5 mm
e de estrutura semelhante. Ao romper, séo liberados de 20 a 40 esporocistos filhos
(MELO; COELHO, 2016). De 100 a 300 mil cercérias sdo geradas, com sexos
definidos, através de poliembrionia a partir dos esporocistos secundarios e liberadas
cerca de 4 a 7 semanas apos a penetracado (FARO et al., 2013).

As cercarias (Figura 6D), também chamadas de furcocercarias, devido a sua
cauda bifurcada, tem sua estrutura dividida em corpo e cauda com 0,5 cm de
comprimento, possuindo uma ventosa oral, com as glandulas de penetracéo, e outra
acetabular na regido do corpo (MELO; COELHO, 2016). Essa fase larval possui uma
maior capacidade de penetracdo até 8 a 12 horas apoés liberacdo e com o passar do
tempo essa capacidade diminui devido ao consumo de suas reservas energéticas
(JOLLY et al., 2007)

2.2.2 Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni

A fase assexuada do ciclo tem inicio quando fezes do hospedeiro definitivo,
contendo ovos de S. mansoni (Figura 7 etapa 1), alcancam cole¢des de agua doce.
Em contato com a agua, ovos maduros do parasita eclodem devido ao fluxo osmoético

de 4gua e luz intensa, oxigenacao e temperaturas mais elevadas. A estrutura liberada
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de dentro do ovo é o miracidio (Figura 7 etapa 2), larva ciliada que nada ativamente,
seguindo mecanismos de foto e quimiotaxia, até infectar moluscos do género
Biomphalaria. A penetracdo acontece através de substancias histoliticas secretadas
por suas glandulas cefalicas e intensos movimentos miracidianos. A penetracdo
(Figura 7 etapa 3) pode acontecer em qualquer regido, mas preferencialmente pela
base das antenas ou pela regido cefalopodal (COELHO et al., 2008a; NEVES, 2012;
REY, 2008, 2011).

Figura 7 - Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sao
liberadas na agua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracdo,

/ transformando-se esquistossémulos

6- Penetracdo

na pele

8- Circulacdo

l

9- Migracéo até o
sistema porto
hepatico, onde se
formam adultos

3- Miracidios penetram
no molusco

2- Miracidios
liberados
dos ovos

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam o0s ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: (SOUZA et al., 2011)

Quarenta e oito horas depois 0 miracidio passa por alteragbes morfologicas e
se torna esporocisto primario (Figura 7 etapa 4) contendo células germinativas que se
multiplicam originando esporocistos secundarios. Das células germinativas presentes
nesses esporocistos secundarios, se desenvolvem as cercarias (Figura 7 etapa 5). As
cercarias, em condicbes ideais de temperatura e luminosidade, nadam até o
hospedeiro definitivo (FARO et al., 2013).
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A penetracao das cercarias (Figura 7 etapa 6), no individuo marca o inicio da
fase sexuada do ciclo. A penetracdo acontece de forma ativa, com auxilio das
ventosas oral e ventral e secrecao de enzimas liticas pelas glandulas acetabulares. A
perda da cauda bifurcada (Figura 7 etapa 7) acontece através de movimentos
vibratérios no momento em que alcancam capilares cutaneos, tornando-se
esquistossébmulo (Figura 7 etapa 8) (MACHADO-SILVA; NEVES; GOMES, 2008;
BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013).

Através da circulagdo sanguinea e\ou linfatica os esquistossdmulos chegam a
circulacdo venosa e seguem rumo ao coracao e pulmdes. O agora esquistossémulo
pulmonar retorna ao coracao, migra por diversos o0rgaos e aloja-se no sistema porta
intra-hepatico (LENZI et al., 2008). Cerca de 30 dias ap6s a infec¢cdo ocorre a
diferenciacdo sexual da forma jovem em macho ou fémea que copulam e
permanecem juntos (Figura 7 etapa 9). Posteriormente acontece a migracao dos
casais para as veias mesentéricas até as vénulas da submucosa intestinal onde
ocorre a postura dos ovos (Figura 7 etapa 10). Neste momento o ovo contém um
embrido em formacao que vai amadurecendo no decorrer de uma semana, tempo que
0 ovo leva para atravessar o epitélio intestinal e chegar a luz do intestino. Esses ovos
sao entdo eliminados junto as fezes e quando alcancam colec¢8es hidricas reiniciam o
ciclo do parasita (ROQUIS et al., 2015).

2.2.3 Sintomatologia e patogénese da esquistossomose

A sintomatologia da esquistossomose acompanha a migragdo e o
desenvolvimento do S. mansoni no hospedeiro definitivo, embora muitos casos se
mantenham assintomaticos. A classificacdo dessas fases pode variar a depender do
autor em questdo. E possivel classifica-las entre forma aguda e forma crénica. A forma
aguda abrange o periodo inicial da infeccao, iniciando cerca de 12 horas apés a
penetracdo das cercarias, quando os pontos de penetracdo desenvolvem reacoes
inflamato6rias na derme e subderme da pele, é denominada dermatite cercariana
(Figura 8A), que tem intensidade variada a depender do nimero de cercarias
(Lichtenbergova et al., 2008; Mahmoud et al, 2009). Quando o esquistossdmulo chega
aos pulmdes, sua presenca pode gerar arterite, arteriolite e necrose, aléem de um
infiltrado leucocitario (PRATA; COURA, 2008; KING; MAHMOUD, 2016).
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Figura 8 - Apresentacgéo clinica da esquistossomose

Fontes: A-(LAMBERTUCCI, 2010); B-(KODAMA et al., 2009); C-(PRATA; COURA, 2008); D-
(LIMA et al., 2012). A- Dermatite cercariana; B- Varizes esofagicas; C- Hepatoesplenomegalia;

D- Granulomas em tecido intestinal.

Denominada febre de Katayama, a fase aguda da esquistossomose pode ser
sintomética, assintomética ou confundida com outras doencgas da infancia (VITORINO
et al., 2012; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2017). Esta fase é dividida em uma
fase pré-patente, antes da oviposicdo e apresentando sintomatologia variada, e pés-
patente, apds a oviposicdo, momento em que nos exames de fezes séo visualizados
0S 0Vos e ja ha a presenca de grandes granulomas periovulares em 6érgdos como
figado, intestino e pulm&o, bem como infiltrados inflamatérios nestes 6rgéaos (Silva et
al., 2008).

As formas crénicas da doenca tém inicio cerca de 6 meses apdés a infecgéo e
podem durar anos. Nesta fase as manifestacdes clinicas variam de acordo com o local
e o0 grau de parasitismo, capacidade imunologica do individuo e tratamento
(VITORINO et al., 2012; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2017). Ocorre entdo
inflamacgéo granulomatosa ocasionada pela reacéo do organismo ao acumulo de ovos
e seus antigenos nos tecidos, principalmente o intestinal e hepatico. Com a
cronificacdo o tecido inflamado passa pelo processo de fibrose, que tem como
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consequéncia o0 aumento da pressdao do sistema circulatorio local, chamado de
hipertensao portal. Deste momento em diante a morbidade da doenca pode se agravar
com o desenvolvimento de hepatomegalia e esplenomegalia (Figura 8C), varizes
esofagicas (Figura 8B), e alteracbes das vilosidades intestinais (Figura 8D). Essas
alteracdes teciduais sao as responsaveis pela mortalidade da doenca (ANDRADE,
2008; PRATA; COURA, 2008).

A forma crbnica da doenca pode se apresentar nas seguintes formas (ANDRADE,
2008):

e Forma leve, onde héa eliminacdo de ovos nas fezes, mas sem sintomatologia
forte ou especifica, geralmente em individuos de areas endémicas.

e Formas digestivas intestinais e hepatointestinais, também leves, atingem
raramente o intestino sozinho e mais comumente intestino e figado. Acomete
frequentemente criancas e adultos jovens.

e Forma crbnica grave, onde ocorre fibrose hepatica periportal, lesionando e
obstruindo a veia porta intra-hepatica, embora mantenha a estrutura do
parénquima preservada. Nessa forma pode-se desenvolver também
hipertensdo portal que tem como consequéncia a formacdo de varizes
esofagicas e hepatoesplenomegalia.

e Forma hepética avancada, quando o figado do apresenta megalia embora
possua alteragcbes macro e microscopicas tipicas, devido a uma provavel
adaptacao do sistema vascular local, evitando o excesso de pressao.

e Forma Hepatoesplénica, com espacamento portal fibroso sistematizado com
formacdes irregulares ou em forma de placa ou estrelas, embora o parénquima

permaneca inalterado.

Formas ectbpicas também podem acontecer, com a reacdo granulomatosa
esquistossomotica ocorrendo nos tecidos renal (glomerulopatia esquistossomoética),
pulmonar (pneumonia esquistossomoética com cor pumonale), nervoso
(neuroesquistossomose encefalica e/ou neuroesquistossomose mielorradiculopatica)
e trato genital. Todas as formas, usuais ou ndo, podem cursar com lesdes tumorais
em consequéncia do acumulo massivo e focal de ovos (ANDRADE, 2008; FERRARI,
DRUMMOND; REIS, 2008).
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2.2.4 Diagnéstico, Tratamento e Profilaxia da esquistossomose

As manifestacdes clinicas da esquistossomose auxiliam no diagnostico durante
a anamnese do paciente, junto a dados epidemioldgicos da regido e histérico de
exposicao a fatores de risco para infeccdo. A confirmacéo laboratorial € realizada
através de exame coproparasitologico pelos métodos de sedimentacdo espontanea
Hoffman, Pons e Janer ou Kato-Katz, sendo este uUltimo mais especifico e com
resultado quantitativo para a carga parasitaria (BRASIL, 2014).

Métodos imunologicos como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e
IFI (Imunofluorescéncia indireta) também podem ser usados na pesquisa de
anticorpos contra o parasita. Outra forma de diagndstico € pelo uso de exames de
imagem como a ultrassonografia, onde se avalia presenca e grau de fibrose, além de
alteracdes anatdbmicas no tecido hepatico (VITORINO et al., 2012).

O Praziquantel (PZQ) (2-(ciclohexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-
pirazino[2,1-a] isoquinolina-4) (Figura 9) é o farmaco de escolha pela OMS para o
tratamento da esquistossomose, se mostrando eficaz para a cura parasitaria, com
taxas entre 75% e 95%, e reducao de 80% a 90% na contagem de ovos dos pacientes
nao curados (VALE et al., 2017; FARMANGUINHOS, 2018). Na ultima década, os
esforcos no tratamento com PZQ mostraram um progresso substancial no controle da
morbidade e da mortalidade. O tratamento se mostra essencial para curar os sintomas

e prevenir a progressao para severidade e a forma crénica da doenca (MOLOO, 2020).

Figura 9- Estrutura quimica do Praziquantel

oy

Fonte: Do autor (2021).

Mazigo e colaboradores (2012) realizaram estudos na Tanzania, demonstrando

gue a administracdo em massa do PZQ, embora eficiente na cura do paciente, ndo &
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sempre bem sucedida na diminuicdo da prevaléncia da esquistossomose, devido a
situacdes onde a cura € incompleta pelo farmaco ndo atuar sobre fases jovens do
verme, reinfeccdo e o desenvolvimento de resisténcia (PICA-MATTOCCIA; CIOLI,
2004; CRELLEN et al.,, 2016). Segundo o Dr. Amadou Garba Djirmay, lider do
programa global de controle da esquistossomose da OMS, para alcancar a
erradicacdo da doenca € necessario investir em outros métodos de combate como o
controle dos moluscos hospedeiros intermediérios no ciclo do parasita (MOLOO,
2020). Esse controle pode ser realizado por variados métodos: controle ambiental,
controle bioldgico, controle quimico como 0 emprego de moluscicidas, podendo ajudar
a reduzir a transmisséao interrompendo o ciclo do parasita (TELES; CARVALHO, 2008;
NOYA et al., 2015).

A esquistossomose comumente afeta areas pobres ou comunidades rurais,
especialmente com atividades ligadas a cole¢des hidricas, como agricultura, pesca e
turismo de lazer. Por isso a profilaxia da doenca esté diretamente relacionada a 4gua
e ao cuidado com a populacdo. A OMS preconiza como formas de prevencao e
controle das esquistossomoses o tratamento em massa da populacdo, de modo a
reduzir o desenvolvimento de casos graves e 0 surgimento de novos focos de
transmissdo, 0 acesso a agua potavel e saneamento basico para a populacao,
evitando o contato com cole¢Bes hidricas possivelmente contaminadas e a
contaminac¢ao de novos locais, e o controle do hospedeiro intermediario do S. mansoni
(OMS, 2021).

2.3 HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS DO SCHISTOSOMA MANSONI

As diversas espécies de Schistosoma nao apenas divergem quanto a
distribuicdo geogréfica, mas também quanto ao género e espécie de seus hospedeiros
intermediarios. Para o S. japonicum, atuam como hospedeiros intermediarios
caramujos do género Oncomelania (Figura 10A), o género Bulinus (Figura 10A) atua
para as espécies S. haematobium, S. intercalatum e S. guineensis, género Neotricula
(Figura 10B) para S. mekongi e, por fim, o Género Biomphalaria (Figura 10A) para o
S. mansoni (CDC, 2019).
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Figura 10 - Hospedeiros de diferentes espécies de Schistosoma

"

Fonte: A- LEWIS (2008); B- https://www.pasteur.la/project-carried-on-in-the-lab-
3/investigation-of-northern-migration-of-schistosoma-mekongi-in-lao-peoples-democratic-

republic-ongoing/. A- Da esquerda para a direita Bulinus truncatus truncatus (S.
haematobium), Biomphalaria glabrata (S. mansoni), e Oncomelania hupensis hupensis (S.

japonicum). B- Neotricula aperta (S. mekongi).

Acredita-se que, devido a auséncia de hospedeiros intermediarios compativeis
com o ciclo de outras espécies de Schistosoma, ndo foi possivel a adaptacdo dessas
espécies nas Américas (KATZ; ALMEIDA, 2003). O ciclo de desenvolvimento do
parasita depende ndo apenas de caracteristicas ambientais, como luminosidade e
temperatura, mas também do comportamento biolégico, compatibilidade fisiolégica da
susceptibilidade e do sistema imunolégico dos hospedeiros intermediarios e
mecanismos adaptativos do parasita, sem 0s quais 0 desenvolvimento ndo progride
(COELHO et al., 2008b). A dependéncia do éxito do parasita com a disponibilidade
desses caramujos também €& evidenciada pela correlagdo com o processo de
diapausa destes. Foi demonstrado que esporocistos primarios sdo capazes de reduzir
seu metabolismo em consonancia com o metabolismo de B. glabrata quando expostos
a situacdes adversas, retornando a atividade metabdlica e continuando seu
desenvolvimento assim que o caramujo voltar a ter contato com a agua e acelerar seu
metabolismo, destacando a adaptacéo do parasita ao comportamento do hospedeiro
intermediario. Pesquisadores teorizam a possibilidade de que os surtos sazonais de
casos de esquistossomose no litoral Pernambucano sao devido a este comportamento
(COELHO et al., 2008b; PIERI; FAVRE, 2008).


https://www.pasteur.la/project-carried-on-in-the-lab-3/investigation-of-northern-migration-of-schistosoma-mekongi-in-lao-peoples-democratic-republic-ongoing/
https://www.pasteur.la/project-carried-on-in-the-lab-3/investigation-of-northern-migration-of-schistosoma-mekongi-in-lao-peoples-democratic-republic-ongoing/
https://www.pasteur.la/project-carried-on-in-the-lab-3/investigation-of-northern-migration-of-schistosoma-mekongi-in-lao-peoples-democratic-republic-ongoing/
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2.3.1 O género Biomphalaria

Os caramujos hospedeiros intermediérios do S. mansoni no territério brasileiro,

sao assim classificados taxonomicamente (LIMA, 1995):

Reino: Animalia,

Filo: Mollusca,

Classe: Gastropoda,

Subclasse: Pulmonata,

Ordem: Basommatophora,

Familia: Planorbidae

Género Biomphalaria.

Com relacédo as espécies consideradas de interesse no Brasil, por passarem
pelo processo de infecgdo natural, séo B. glabrata (Say, 1818) (Figura 11A), B.
tenagophila (D’orbigny, 1835) (Figura 11B) e B. straminea (Dunker, 1814) (Figura
11C).

Figura 11 - Espécies de Biomphalaria spp.

Fonte:A-http://www.xenophora.org/Iconographie/Planorbidae/Biomphalaria%?20
glabrata%2013/Biomphalaria%?20glabrata%2013.html B-http://www.planetainv
ertebrados.com.br. C-(ZENG et al., 2017) Acesso em: 21/01/2021. A-Biomphalaria glabrata

B-Biomphalaria tenagophila C-Biomphalaria straminea.

Outras espécies de Biomphalaria foram descritas em territério brasileiro. B.
occidentalis (Paraense 1981) e B. guaiabensis (Paraense 1984), semelhantes ao B.
tenagophila, mais resistentes a infeccdo por S. mansoni. Também existem as
espécies B. amazobnica (Paraense, 1966), B. cousini (Paraense, 1966) e B. peregrina

(D’orbigny, 1835), que demonstraram susceptibilidade a infeccdo com miracideos


http://www.xenophora.org/Iconographie/Planorbidae/Biomphalaria%20%20glabrata
http://www.xenophora.org/Iconographie/Planorbidae/Biomphalaria%20%20glabrata
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originados de regides endémicas quando em laboratorio, mas sem deteccdo de
infeccdo natural. Assim como o B. amazonica, outras espécies foram posteriormente
infectadas laboratorialmente sendo consideradas potenciais hospedeiras
(PARAENSE, 1986; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2014; NOYA et al., 2015).

O género Biomphalaria foi nomeado devido a morfologia do giro central,
formando um “umbigo” (omphalos) dos dois lados da concha (Figura 12). Sendo as
caracteristicas anatdmicas das espécies de importancia médica descritas a seguir:
Quando adulto, a concha dos caramujos tem formato de disco biconcavo, com a
concha enrolada em um mesmo plano horizontal, sem opérculo, com curvatura

voltada a esquerda (sinistrogira) e de cor geralmente castanha (PARAENSE, 2008).

Figura 12 - Morfologia externa de caramujos do género de Biomphalaria

Fonte: (PARAENSE, 2008). ac — abertura da concha; ag — abertura genital masculina; bm —
borda do manto; ca — calo; cl — colo; gi — giro interno ou apical (primeiro giro); la — largura da



34

abertura; Id — lado direito; le — lado esquerdo; ol — olho; pb — pseudobranquia; pc — pericardio;
pe — pé; pf — periferia; pl — palpos labiais; pn — pneumdstoma; pr — prepulcio; ps — peristoma;

S0 — sola; su — sutura; e te — tentaculo.

A concha do Biomphalaria e dos gastropodes em geral € constituida por
diversas camadas de material organico e calcario, por isso é importante haver
presenca de calcio no ambiente e pH ideal para incorporacéo desse elemento. Cristais
de carbonato de célcio, em forma de aragonita ou calcita, formam as camadas mais
internas, enquanto a camada mais externa, chamada periéstraco, € organica
constituida exclusivamente de material proteico associado a quinonas, chamada
cochiolina responsavel pela coloracdo da concha (BARBOSA, 1995; BARNES, R. D.;
RUPPERT, 1996).

Na parte posterior da regido cefélica ha um par de tentaculos flexiveis,
filiformes, extensos e cilindricos, responsaveis pelo tato do caramujo. Os olhos ficam
na base dessas projecdes com os palpos labiais mais a baixo, préximos a sola. Seu
sistema digestivo € constituido por boca, cavidade bucal, mandibula, ligada a radula
no interior da boca, o esdfago, estbmago, intestino, reto e anus (PARAENSE, 2008).
A radula é revestida por varios denticulos quitinosos em forma de gancho responséavel
por triturar os alimentos (CANTINHA, 2008; REY, 2008).

Os gastrépodes possuem como Orgaos sensoriais 0os olhos, osfradios (6rgéo
guimiossensor) e rinéforos (quimiorecptores), os tentaculos (receptores de contato) e
otocistos (responsaveis pelo equilibrio e orientacdo). O sistema nervoso central
(Figura 13-sn) é formado por pares de ganglios, um anel nervoso esofagico e dois
pares de corddes nervosos longitudinais, possuindo também neurdnios sensoriais e
motores (BARBOSA, 1995; CIMERMAN; CIMERMAN, 2005; PARAENSE, 2008; REY,
2008). No sistema respiratorio, o principal érgédo € o saco pulmonar que se abre na
cavidade paleal através das pneumoéstomas e, junto as pseudobréanquias, realiza a
respiragdo nos caramujos (CIMERMAN; CIMERMAN, 2005; CANTINHA, 2008;
NEVES, 2012).
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Figura 13 - Estruturas de importancia anatdémica do B. glabrata.

d? @

g !

Fonte: (PARAENSE, 2008). bo — bolsa do oviduto; bp — bainha do pénis; bv — bolsa vaginal,
cc — canal coletor do ovoteste; cd, cd’ — canal deferente; ce — canal espermético; ces — canal
da espermateca; cm — colar do manto; cp — canal prostético; cr — crista renal; e — espermateca;
es — esOfago; est — estdbmago; ga — glandula do albume; gd — glandula digestiva
(hepatopancreas); gn — glandula nidamental; i — intestino; m — meato do ureter; od —
ovispermiduto; ot — ovoteste; p — préstata; pc — pericérdio; pr — prepucio; sb — saco bucal; sn
— sistema nervoso central; tr — tubo renal; u — ureter; ut — Gtero; va — vagina; vp — veia

pulmonar; vr — veia renal; vs — vesicula seminal;
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Como outros caramujos gastropodes, B. glabrata apresenta um sistema
circulatério aberto onde os hemdcitos presentes na hemolinfa atuam como células
efetoras de seu sistema imune, sendo divididos em granuldcitos (80%) ou hialindcitos
(20%) responsaveis pela fagocitose de particulas estranhas e possiveis organismos
invasores, lembrando os macrofagos presentes em animais vertebrados (BARBOSA,
1995; PARAENSE, 2008; CAVALCANTI, 2011; NEVES, 2012). Outras funcdes
realizadas por hemdécitos sdo encapsular invasores como parasitas, transporte de
calcio no reparo tecidual, liberacdo de substéncias toxicas e producdo de fatores
sollveis que sdo capazes de estimular outros hemdécitos e a coagulacdo (JONG-
BRINK; BAGGEN, 1992; PARAENSE, 2008; CAVALCANTI, 2011). A hemolinfa é
composta por plasma rico em agua, hemoglobina, ferro dissolvido, que representa
97% das proteinas presentes, bicarbonatos, cloreto de sédio, proteinas e os proprios
hemdcitos (VERRENGIA GUERRERO et al., 1997; REY, 2008; CAVALCANTI, 2011;
PESSOA, S. B.; MARTINS, 2011).

A literatura ainda traz discordancias quanto a origem dessas células
sanguineas. Enquanto ndo ha evidencias de um unico 6rgdo hematopoiético
especializado, ha diversas indicacfes quanto a producdo dessas células por areas
diversas do corpo dos caramujos (PARAENSE, 2008). Alguns autores consideram que
sdo originadas de células conjuntivas de diversas partes enquanto outros especulam
serem produzidos principalmente por um érgao intitulado Amebocyte Producing Organ
(APO), localizado entre o pericardio e o epitélio posterior da cavidade do manto
(SOUZA, 2006; PARAENSE, 2008; SALAMAT; SULLIVAN, 2009). Os hemdcitos
estdo presentes livremente na circulacdo sanguinea ou fixos nos tecidos. O coragao
presente nesse sistema é recoberto por membrana pericardica e dividido em uma
auricula e um ventriculo, sendo responsavel por bombear a hemolinfa partindo da
artéria aorta e irrigando os tecidos para depois ser drenado nos seios venosos e
retornar através das veias pulmonar e renal, sendo reoxigenada no processo (SOUZA,
2006; PARAENSE, 2008; PESSOA, S. B.; MARTINS, 2011).

As caracteristicas do sistema reprodutor destes caramujos sao alguns dos
responsaveis por identificar os planorbideos. Seguindo a tendéncia de sua subclasse,
Biomphalaria agrupa caramujos hermafroditas, com o ovotéstis produzindo ambas as
células germinais lado a lado, tanto espermatozoides quanto 6vulos, embora em

momentos diferentes (PARAENSE, 2008). O ovotéstis, localizado na extremidade
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caudal do corpo é constituido de vesiculas simples em forma de péra, bi, tri ou
quadrifurcadas, com varios foliculos cada um produzindo gametas (BARBOSA, 1995;
CANTINHA, 2008; PARAENSE, 2008). Embora sejam capazes de realizar
autofecundacdo, quando em coldnias e em situacBes favoraveis, esses caramujos
preferem realizar fecundagcdo cruzada, garantindo maior variabilidade genética
(BARBOSA, 1995; CANTINHA, 2008; PARAENSE, 2008; NEVES, 2012;). Por outro
lado, uma caracteristica que dificulta a eliminagdo do molusco em focos de
transmissdo, € que quando em situacdes adversas 0s poucos individuos que
sobreviveram sdo capazes de restaurar a populacdo em questdo de meses (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE., 2014; PALASIO et al., 2015). Ainda, Costa e colaboradores
(2004) avaliaram que o B. glabrata possui maior capacidade reprodutiva quando em

fertilizac&do cruzada do que em autofecundacéo.

Caramujos Biomphalaria tem como habitat, colecbes hidricas dulcicolas
naturais, artificiais ou temporérias, independente da altitude, de tipo Iéntico ou lético,
embora sejam mais comuns nas margens de rios de pequeno porte de correnteza
fraca. Um corpo d’agua rico em matéria organica, de pH neutro e temperaturas na
faixa de 20 a 26°C com baixa velocidade de fluxo € o ideal para o desenvolvimento
dessa espécie de caramujo, embora tenham sido documentados diversos criadouros
em lavouras, locais poluidos e esgotos. Mesmo que sua movimentacdo ativa seja
lenta, a espécie pode se dispersar de forma bastante eficaz através de flutuacéo ou
agregado a outros dejetos arrastados pelo fluxo d’agua. A colonizacao de novos locais
pode ser também bem sucedida por transporte passivo, tanto das desovas como de
individuos em estagio de dorméncia (TELES; CARVALHO, 2008). Esses moluscos
podem se alimentar de limo, frutas, algas ou folhas, de modo que a presenca de
vegetacdo natural ao redor ou flutuante no lago € muito vantajosa, pois serve como
substrato para o caramujo, tanto para alimentacdo quanto para abrigo e suporte
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2014).

Biomphalaria glabrata é usado como modelo de estudo devido a sua grande
distribuicdo geografica, longo ciclo de vida e facil manutencéo em laboratério (HOTEZ
et al., 2009; SCHOLTE et al., 2014). Em seu habitat pode haver um percentual de até
70% de infectados, enquanto em condi¢des laboratoriais a taxa chega a 100%, sendo
0 espécime mais susceptivel, e, portanto, ideal para manter o parasita. Mudancas

comportamentais, reprodutivas e fisiolégicas podem acontecer no B. glabrata em
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infeccbes parasitarias, inanicdo, estivacdo (dorméncia por condicfes adversas) e
exposicdo a moluscicidas (WHITE; FRIED; SHERMA, 2007; MELLO-SILVA et al.,
2011; FARO et al., 2013).

Para um moluscicida ser realmente efetivo, € necessario que também seja
capaz de matar os embrides dos caramujos, evitando que 0s sobreviventes voltem a
repovoar a regido muito rapidamente. De modo que, para a devida compreensao de
possiveis efeitos teratogénicos ocasionados por novos agentes, € necessaria uma
adequada compreensdao do desenvolvimento embrionario normal dos caramujos
(WATANABE, 2008).

2.3.2 Caracteristicas embrionéarias

O potencial reprodutivo do Biomphalaria glabrata pode sofrer altera¢des devido
a infeccbes parasitarias, inanicdo e exposicdo a agentes toxicos por afetar suas
reservas de carboidratos, alteracdes na glicose hemolinfatica, niveis de glicogénio e
mobilizacdo das reservas de galactdgenos, tornando-os bons indicadores para
condi¢cdes adversas como exposicdo a poluentes aquaticos (MELLO-SILVA et al.,
2007; FARO et al., 2013; AUGUSTO et al., 2015).

Diversos autores estudaram a embriologia do Biomphalaria sp., descrevendo
um total de 4 estadios embrionarios, sendo eles blastula, gastrula, trocéfora e véliger
(CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE, 1992; KAWANO et al., 2004;
WATANABE, 2008). No entanto, antes de alcancar estes estadios alguns processos
sdo necessarios. O inicio se d4 com a oviposi¢cdo. Esses caramujos tendem a
depositar suas desovas em superficie préximas a agua como pedras nas margens de
rios ou folhas e galhos flutuantes. Cada uma dessas desovas, quando em condi¢des
ideais podem chegar a conter mais de 100 ovos. Esses ovos, quando maduros medem
cerca de 100 um de didmetro. Quando no ambiente, esses ovos passam por uma

série de clivagens mitoticas até atingir o primeiro estadio (WATANABE, 2008).

Em aproximadamente 15 horas apds a primeira clivagem, o embrido se
encontra no estadio de blastula (Figura 14A), onde passa por mitoses, mas sem
aumentar o volume celular. O estadio de gastrula (Figura 14B), fase seguinte, ocorre
entre 24 e 39 horas apos a 1° clivagem e nele acontecem um achatamento na regiao

do polo vegetativo seguindo para o polo animal, apresenta trés camadas celulares,
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ectoderme, mesoderme e endoderme, fim das clivagens, e inicio de movimentacao
celular, crescimento e diferenciacéo. O estadio de trocofora (Figura 14C) acontece
entre 40 e 90 horas apo6s a 1° clivagem. Aqui acontece a organogénese e formacao
das regides que separam as partes pré-trocal, posteriormente torna-se a regido
cefélica, e poés-trocal, que darad origem a boca. Na regido oposta encontra-se a
glandula da concha. De 96 a 120 horas apos a 1° clivagem, temos o estadio de véliger
(Figura 14D), com alta movimentacdo dentro do ovo e caramujo jovem quase
totalmente formado. Apés as 120 horas, se tem a fase hippo stage (Figura 14E), com
a formacédo da concha sobre parte do corpo e do pé€, o aparecimento dos tentaculos e
olhos. Por fim, cerca de 6 dias ap0s a 1° clivagem ocorre a eclosdo das desovas
(CAMEY; VERDONK, 1969; KAWANO; OKAZAKI; RE, 1992; KAWANO et al., 2004;
WATANABE, 2008).

Figura 14 - Diferentes estadios embrionarios de Biomphalaria glabrata:

Fonte: (ARAUJO et al., 2021). A- blastula, B- gastrula, C- trocofora, D- véliger e E- Hippo

stage.
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2.3.3 Distribuicéo geogréafica

Biomphalaria glabrata (Figura 15A) é considerado o mais importante
hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni no Brasil devido a alta
susceptibilidade ao parasita e sua distribuicdo nas regides Nordeste, Sudeste e Sul
do pais, onde sua presenca € quase sempre associada a presenca de casos da
parasitose (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2014).

Figura 15 - Distribuicdo dos hospedeiros intermediarios no Brasil.
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Fonte: (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 2014). A-Biomphalaria glabrata. B- Biomphalaria
straminea. C- Biomphalaria tenagophila.

Biomphalaria. straminea (Figura 15B) é a segunda espécie em importancia
como hospedeiro, sendo considerado um mau vetor do ponto de vista biolégico, pois
apresenta certa resisténcia a infeccdo pelo parasita, rapida mortalidade apoés infeccéo
em laboratério e refratariedade na liberacdo de cercarias quando infectado,
caracteristicas atribuidas ao seu sistema imunoldgico e ativacdo de genes de
resisténcia. Embora seja a espécie mais adaptavel a todos os climas do pais
possuindo também a maior distribuicdo territorial. Biomphalaria tenagophila (Figura
15C) possui a menor distribuicdo estando presente em apenas 10 estado, mais restrita
as regides Sul e Sudeste (PARAENSE, 1986; CAVALCANTI et al., 2012; NOYA et al.,
2015).

Em 2008, o ministério da saude atualizou os dados de distribuicdo geografica

dos moluscos hospedeiros do S. mansoni nos estados com o intuito de reforcar o
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Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE. 2014). Essa distribuicao foi reafirmada por Carvalho e colaboradores (2018).

2.4 ESTRATEGIAS DE CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE

As estratégias de combate a esquistossomose costumavam ser baseadas na
administracdo de agentes quimicos como moluscicidas. Nos anos 70, o combate a
esquistossomose foi fortemente direcionado a aplicacdo de moluscicidas devido a
dificuldade de tratamento, baixa eficacia e os efeitos colaterais das drogas
disponiveis. Com o alto custo e baixa eficacia das substancias utilizadas, ocorreu um
aumento na busca por alternativas moluscicidas naturais (TELES; CARVALHO, 2008).
A partir de 1984 foi introduzida a estratégia de quimioterapia seletiva, ou em massa
em locais endémicos, com praziquantel e oxamniquine. Desde 2006, a estratégia
mudou do tratamento em massa da populagéo para o tratamento preventivo com PZQ
(NOYA et al., 2015)

Em 2017, a OMS instaurou a resolucdo WHA70.16 que estabelece a reducao
em ao menos 40% na incidéncia de vetores de doencas transmissiveis até 2025.
Como problema de saude publica de grande importancia o controle dos caramujos
envolvidos na esquistossomose tem sido reforcado pela organizacado, no intuito de
eliminar a parasitose, corroborando com as campanhas de tratamento em massa da
populacdo (MOLOO, 2020).

Para facilitar a implementacédo do controle vetorial, manuais foram publicados
a respeito da utilizacdo de moluscicidas e, procedimentos e critérios para teste da
eficacia dessas substancias pela OMS em 2017 e em 2019 (OMS, 2017, 2019). A
niclosamida foi a escolha de tratamento malacolégico no passado, como ocorreu na
China durante 30 anos. No entanto, as outras partes do mundo seguiram a via
contraria e os programas de controle foram gradualmente descontinuados e sua
competéncia foi enfraquecida (MOLOO, 2020).

Segundo o Dr. Rajpal Yadav, cientista do Departamento de Controle de DTN
da OMS:

“O controle malacolégico € um componente crucial da estratégia
global de eliminacdo da esquistossomose. E tempo de procurar por
novos produtos para controle de caramujos que possuam custo-
beneficio e baixo risco aos seres humanos e ao meio ambiente. Alguns
esforcos estdo sendo realizados para explorar compostos
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moluscicidas a partir de plantas, algas marinhas e microrganismos”
(MOLOO, 2020, traducéo nossa).

Uma terceira opgao para o controle da esquistossomose, além de tratamento
em massa com 0 praziquantel e o combate ao caramujo vetor, € a 0 aumento da
cobertura do saneamento basico em areas de habitacdo humanas, assim como a
disponibilizacéo de agua potavel para a populacao. A presenca de saneamento basico
e a implementacédo de acdes de educacédo sanitéria para a populacdo podem diminuir
o contato de fezes contaminadas com as colecdes hidricas, impedindo a instalacéao

de novos focos de transmissdo da doenca (OMS, 2021).

2.4.1 Controle populacional do Biomphalaria glabrata

A niclosamida (2,5'-dicloro-4'- aminosalicilanilida) (Figura 16) é a droga de
escolha da OMS como agente moluscicida, trata-se de um pé soluvel amarelo que
pode ser aplicado por gotejamento ou aspersdo a depender do volume do corpo
hidrico tratado (TELES; CARVALHO, 2008; OMS, 2017). A niclosamida atua inibindo
a fosforilacdo oxidativa, interrompendo a respiracdo mitocondrial quando em
concentracdo superior a 0,1 nM em caramujos (HOLLINGWORTH, 2001). Além de
sua acdo moluscicida, a niclosamida também apresenta acdo contra helmintos
cestoides e esta presente em formulagdes para o tratamento de teniase (ANDREWS,;
THYSSEN; LORKE, 1982).

Figura 16 - Estrutura quimica da niclosamida.
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Fonte: Do autor (2021).

Ainda que eficaz na mortalidade de miracidios e cercarias e na reducdo da
populacdo de caramujos com elevada toxicidade e causando mortalidade de 100%
em 8 horas na concentracdo de 1 mg/L, a niclosamida também demonstrou acao

inespecifica atingindo a fauna e flora local, especialmente peixes e anfibios (VEGA et
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al., 1988; TELES; CARVALHO, 2008). Com elevado custo de produc¢éo, sendo téxico
para a pele e mucosa de seres humanos e a instabilidade a luz solar, o farmaco possui
uma razdo custo beneficio questionavel (OLIVEIRA-FILHO; PAUMGARTTEN, 2000;
ABREU; GOULART; OLIVEIRA BRETT, 2002; RAPADO, 2012).

Outro aspecto negativo quanto a niclosamida, € a incapacidade de interromper,
de forma definitiva, a transmissao local devido a presenca de sobreviventes que
voltam a reproduzir, a ecloséo de desovas sobreviventes ou a chegada de novos
individuos por dispersao de outros locais (TELES; CARVALHO, 2008).

2.5 QUINONAS DE ORIGEM NATURAL

Nas ultimas décadas, a comunidade cientifica voltou seu interesse a pesquisa
de novas drogas baseadas em substancias bioativas produzidas por plantas
(HAKURA et al., 1994; SIMONSEN et al., 2001; LU et al., 2013; EL-BESHBISHI et al.,
2015; ALFEROVA et al., 2019). Essa necessidade de novos farmacos, principalmente
de origem natural, se instalou devido ao desenvolvimento de variados mecanismos de
resisténcia aos tratamentos ja empregados para 0s mais diversos organismos, desde
bactérias multirresistentes a parasitas que desenvolveram mecanismos de escape
para os farmacos disponiveis no mercado.

Metabdlitos secundarios produzidos a partir das raizes, folhas, flores e demais
estruturas de plantas diversas tem demonstrado as mais variadas propriedades
farmacoldgicas (DER VIJVER, 1972; LOPEZ L.; LEYVA; GARCIA DE LA CRUZ, 2006;
TRIPATHI; PANDA; BISWAL, 2019; ROY, 2020). Quimicamente, quinonas s&o
substancias organicas classificadas como Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
Oxigenados (HPAO), com duas carboxilas em posi¢cdes orto ou para, ligadas a um
anel insaturado de seis atomos de carbono (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016). Na
natureza, as quinonas sdo produzidas como metabdlitos secundarios de plantas,
possuindo diversas atividades biolégicas como a¢ao anticancerigena, antimicrobiana,
antiparasitaria e anti-inflamatoéria. Essas substancias podem ser classificadas, de
acordo com os anéis de 6 atomos de carbono presentes em sua estrutura em
antraquinonas, benzoquinonas, fenantraquinonas e, por fim, naftoquinonas (LU et al.,
2013) (Figura 17).
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Figura 17- Estrutura quimica das classes de quinonas naturais.
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Fonte: Do autor (2021).

As naftoquinonas possuem um anel aromatico naftaleno, como indicado por
seu nome. Sdo substancias que compdem uma classe de derivados naftalenos
organicos, incluindo compostos de origem sintética ou natural, presentes em diversas
espécies vegetais (HOOK, 2001; FOWLER et al., 2018). Muito utilizadas na medicina
tradicional asiatica para o tratamento de diversas doencas, desde inflamacdo a
parasitoses, plantas contendo naftoquinonas demonstram ter fortes efeitos
citotéxicos, com acgdo inseticida, antibacteriana e antifungica (BABULA et al., 2007,
ALFEROVA et al., 2019). Essa toxicidade € creditada a dois mecanismos potenciais,
alquilacdo de proteinas/DNA ou pela producédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) gerando estresse oxidativo (HAKURA et al., 1994; SHANG et al., 2012; TSAO
et al., 2020).
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As naftoquinonas séo reduzidas enzimaticamente gerando espécies reativas
de oxigénio (EROS) (SHANG et al.,, 2012; TSAO et al., 2020). Esse processo de
reducdo da molécula pode ter resultados distintos a depender de quantos elétrons séo
reduzidos. Se for apenas um elétron ocorre a producdo de semiquinonas através da
acao de ubiquinona oxidoredutase, citocromo b5 redutase, NADPH-citocromo P450
redutase e xantina oxidoredutase. Como consequéncia as naftoquinonas séo capazes
de parar o ciclo celular, causar danos ao DNA, induzir a apoptose, interromper a
atividade de teldmeros, da telomerase, inibir outros componentes do ciclo celular,
aumentar a producéo de ROS, alterar a expressao de marcadores celulares, inibir vias
de sinalizacdo, suprimir a expressdo de vias de angiogénese e vacuolizacdo
citoplasmatica induzida (Yin et al., 2020; TSAO et al., 2020).

Bhuwan e colaboradores (2012) demonstraram o efeito antiparasitario de uma
naftoquinona extraida da Plumbago zeylanica, que se mostrou eficaz contra ambas
as formas promastigota e amastigota de Leishmania donovani. Outras naftoquinonas
extraidas das raizes da mesma espécie foram avaliadas quanto a inibicdo da
proliferagcdo celular por Ito e colaboradores (2018), das quais plumzeilanona
demonstrou uma supressdo parcial da proliferacdo celular, enquanto maritinona
apresentou forte inibicdo da proliferacdo celular em todas as linhagens testadas.
Outros compostos extraidos das raizes desta espécie mostraram acao antioxidante
como demonstrado por Nile e Park (2014).

Quanto a uma possivel acdo moluscicida, estudos anteriores com diversas
naftoquinonas demonstraram consideravel eficacia contra géneros que agem como
hospedeiros intermediarios da esquistossomose, como Biomphalaria e Bulinus. Uma
pesquisa realizada por Camara e colaboradores (2008) comprovou a agcéo da Lausona
(2-hidroxi-[1,4]naftoquinona) e seus derivados sobre caramujos Biomphalaria
glabrata, das quais 9 demonstraram potencial moluscicida, destacando que derivados
com constituintes apolares apresentam maior acgao.

Estudos anteriores demonstraram a eficacia da combinacdo de fosfato
naftoquinona com artemisina, indicado pela OMS para tratamento de todas as formas
de malaria, como agente moluscicida contra caramujos Biomphalaria alexandrina e
Bulinus truncatus, vetores do S. mansoni e S. haematobium, respectivamente (EL-
BESHBISHI et al., 2015, 2019).
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A Plumbago zeylanica, principalmente suas raizes, € uma conhecida planta
medicinal nativa da Asia e da Africa, com efeitos conhecidos no tratamento de dores
reumaticas, dismenorreia, carbunculo, contusdes, Ulceras e eliminacdo de parasitas
(CHETTY et al.,, 2006; ZHANG et al.,, 2007). Sua importancia se da devido a

capacidade de produzir naftoquinonas, dentre as quais temos a plumbagina.

2.5.1 Plumbagina

A Plumbagina (figura 18) é uma naftoquinona encontrada nas diversas
espécies do género Plumbago, principalmente em suas raizes, possuindo variadas
acOes bioativas (DER VIJVER, 1972). Dentre suas atividades biologicas, podem ser
citadas as acOes anti-inflamatéria, anticancerigena, antiparasitaria, antiviral,
antimicrobiana, antioxidante, analgésica e antifingica nos mais diversos modelos de
infecgéo (LU et al., 2013).

Figura 18- Estrutura quimica da Plumbagina.
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Fonte: Do autor (2022).

Diversos estudos foram desenvolvidos sobre a influéncia da plumbagina sobre
diversas doencas inflamatorias e relacionadas. Em artigo publicado por Wang e
colaboradores (2018), foi demonstrado a acédo anti-inflamatoria e imunossupressora
da plumbagina presente na Plumbago zeylanica L., através de sua acao inibindo o
desenvolvimento de artrite induzida por colageno, além de suprimir a inflamacéao local
e sistémica. O mecanismo sugerido aqui foi o de inibicdo da via NF-kB e fosforilacéo

de MAP quinase.

As atividades hipolipemiante e hepatoprotetora da plumbagina, intrinsecamente

relacionadas com sua acdo anti-inflamatéria, antioxidante e antifibrética, também
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foram avaliadas no tratamento de obesidade e esteatose nado alcodlica induzida por
frutose. Neste caso o mecanismo retratado foi a reducédo da expressao génica de
SREBP-1c e aumento de PPAR-a (PAl et al., 2019).

A Isoplumbagina (5-hidroxi-3-metil-1,4-naftoquinona), extraida da Plumbago
europaea, demonstrou atividade anticancer através da modulacdo da funcdo e
dindmica mitocondrial como demonstrado por Tsao e colaboradores (2020). A
plumbagina parece ser capaz de inativar as vias Akt/NF-Kb, MMP-9 e VEGF (Fator de
crescimento endotelial vascular), todas as 3 desenvolvendo papeis importantes no
processo carcinogénico em diversos tipos celulares (ROY, 2020). No entanto, 0s
mecanismos envolvidos em sua capacidade anticancerigena parecem ser variados,
incluindo acdo antiangiogénica, antimetastaticas, evitando a invasdo de tecidos,
parada do ciclo celular e estimulacdo da apoptose e vias autofagicas. Esses efeitos
advém da regulacdo genética, capacidade de producdo de EROs, danos ao DNA e
supressdao da glutationa celular. Outra acéo interessante, além da acéo direta sobre o
tumor, é a capacidade de ressensibilizar células cancerigenas que tenham
desenvolvido resisténcia a quimio e/ou radioterapia (TRIPATHI; PANDA; BISWAL,
2019).

A atividade antiviral da plumbagina foi demonstrada por ensaios in vitro sobre
0 virus da hepatite C (HCV), quando comparado a acdo do telaprevir (HASSAN;
BERCHOVA-BIMOVA; PETRAS, 2016). A plumbagina extraida das raizes de
Plumbago scandens possui um potencial microbiostatico observado em experimentos
realizados com Staphylococcus aureus e Candida albicans embora néao tenha
apresentado efeito sobre as bactérias Gram negativas Escherichia coli e Salmonella
typhimurium (DE PAIVA et al., 2003). A plumbagina isolada da P. indica teve efeito
comprovado contra Mycobacterium tuberculosis, ao agir sobre a enzima ThyX,
responsavel pela sintese de Dtmp, sendo capaz induzir a morte celular (SARKAR et
al., 2020).

Quanto a acéo contra fungos, a plumbagina isolada de Drosera intermedia
demonstrou ser capaz de inibir o crescimento fungico tanto de leveduras quanto de
fungos filamentosos relacionados a deterioragao de alimentos, com acao semelhante
a de alguns antifungicos (GREVENSTUK et al., 2012) A plumbagina da P. indica se
mostrou eficaz contra isolados clinicos de Candida albicans, com efeito aditivo quando

associado a anfotericina B, como demonstrado por Hassan e colaboradores (2016).
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Uma possivel acdo antiparasitaria foi avaliada, como potencial agente
antimalarico, demonstrando efeito in vitro, quando utilizado o extrato etandlico de
Plumbago zeylanica (SIMONSEN et al., 2001). Em outro estudo, o extrato etandlico
de Plumbago indica também foi avaliado e seu efeito in vitro comprovado contra o
Plasmodium falciparum (THIENGSUSUK; CHAIJAROENKUL; NA-BANGCHANG,
2013). No entanto, quando avaliada a plumbagina in vivo em tratamento de 4 dias, a
droga demonstrou baixa atividade, creditada a uma mé& biodisponibilidade
(SUMSAKUL et al., 2014). Contra parasitas pluricelulares, a plumbagina se mostrou
efetiva sobre o proprio agente da esquistossomose, se apresentando como um
potencial agente quimioterapico em alternativa aos tratamentos atuais (ZHANG;
COULTAS, 2013b).

Figura 19 - Algumas das espécies de plantas citadas das quais é possivel extrair a

Plumbagina.




Fontes: A- https://toptropicals .com/catalog/uid/plumbago_zeylanica.htm . B-
https://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_query?enlarge=0000+0000+1005+0312. C-
https://toptropicals.com/catalog/uid/Plumbago_indica.htm. D- https://srplan
dscapeguide.com/eplant.php?plantnum=25044&amp;letter=b&amp;return=14 E-

http://www.growsundews.com/sundews/drosera_intermedia_tropical_
birdsnest_sundew.html. A - Plumbago zeylanica L. B - Plumbago europaea. C - Plumbago

indica. D - Plumbago scandens. E- Drosera intermédia.

2.6 TESTES ECOTOXICOLOGICOS

Substancias liberadas em colec¢des hidricas, ainda que sejam compostos
naturais, podem gerar mutacdes e danos genéticos a qualquer organismo, ndo apenas
o alvo pretendido. Caso ocorram mutacdes somaticas (ocorrem em células somaticas,
aquelas responsaveis pela formacédo de tecidos e 6rgados e por sua vez, geralmente
nao sao transmitidas) que gerem neoplasias, alguns individuos serdo perdidos,
embora geralmente ndo seja de grande impacto para a populacdo local. Por outro
lado, a ocorréncia de muta¢cdes germinativas (ocorrem em células germinativas, que
originam gametas, e por sua vez podem ser repassadas as proximas geracoes) leva
a consequéncias mais graves, como perda de gametas, morte fetal ou ma formacoes
embrionarias, ou seja, afetam a reproducéo e manutencéo da densidade populacional
da espécie (WATANABE, 2008). Embora seja de grande interesse que isto ocorra com
0 organismo alvo, ndo € interessante que aconteca com outras espécies locais, e,
portanto, € necessario o desenvolvimento de testes de ecotoxicicidade para garantir
a seguranca do composto utilizado. Outro ponto preocupante, é a descricdo prévias
dos efeitos tdxicos e deletérios sobre o organismo humano, podendo induzir doencas
graves como cancer, inibir importantes funcdes celulares ou causando danos
genéticos (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016).

Estudos ecotoxicolégicos avaliam os efeitos de agentes quimicos e fisicos nas
dindmicas e populacdes de um ecossistema especifico, de modo que fiscaliza o
potencial danoso aos organismos expostos (COSTA et al., 2008; VERSONNEN;
SOBANSKA; CESNAITIS, 2014). Esses testes sao usados para definir limites seguros
para as concentra¢cdes de droga utilizadas, evitando maiores danos a organismos que

nao sao alvo ou ao ambiente em geral (CHAPMAN, 2002).


https://srplan/
http://www.growsundews.com/sundews/drosera_intermedia_tropical_
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Bioensaios de ecotoxicidade podem ser realizados para avaliar os efeitos de
forma aguda e crbnica. No primeiro, 0 organismo teste é exposto a diferentes
concentracdes durante 24 e 96 horas. As respostas a exposi¢cao sao avaliadas para
se determinar a concentragéo letal capaz de matar 50% da populacao teste (CLso) e
a concentracdo minima necessaria para a morte de todos 0S organismos
(VALADARES, 2007). Os ensaios de toxicidade crbnica, avaliam os efeitos de uma
exposicdo prolongada a substancia teste em diferentes concentragdes, durante uma
parte ou todo o ciclo de vida do organismo teste. O acompanhamento deve ser
cuidadoso para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos, como os parametros
de sobrevivéncia, crescimento e reproducdo. Neste caso, 0 objetivo ndo € a morte do
animal, mas sim analisa-los quanto a seus parametros fisiolégicos em busca de
alteracdes em suas fung¢des normais (RAND; WELLS; MC CARTHY, 1995).

2.6.1 Bioensaio com Artemia salina

A Artemia salina (Figura 20) € um microcrustaceo invertebrado com 8-10 mm
de comprimento. Quanto a classificacdo taxonémica, pertence ao reino Animalia, filo
Arthropode, Subfilo Crustacea, classe Branchiopoda, subclasse Sarsostraca, ordem
Anostraca, familia Artimiidae, género Artemia (ASEM; RASTEGAR-POUYANI; DE
LOS RIOS-ESCALANTE, 2010; DUMITRASCU, 2011). E um organismo primitivo de
idade aproximada a 100 milhdes de anos, considerados importantes por constituirem
um elo entre os niveis superiores e inferiores de um ecossistema. Com dimorfismo
sexual, a espécie possui também 4 fases de desenvolvimento, sendo elas nuplio,
metandauplio, pré-adulto e adulto (NUNES et al., 2006). O corpo da A. salina é dividido
em cabeca, térax e abdémen (DUMITRASCU, 2011).

Figura 20- Artemia salina.
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Fonte: https://www.psychologymania.com/2013/07/artemia-salina.html Acesso em: 07 / 02 /
2021

A artemia é a escolha para testes de toxicidade devido a um conjunto de
caracteristicas intrinsecas como grande potencial reprodutivo, ampla distribuicdo
geografica, facil aquisicdo e manutencao laboratorial, curto ciclo de vida, resisténcia a
manipulacdo e cistos de facil ecloséo, contribuindo com uma boa reprodutibilidade
confiabilidade dos testes, além de baixo custo (COSTA et al., 2008; NUNES et al.,
2006; WEIDEBORG et al., 1997).

Este organismo teste tem sido muito utilizado na avaliagcdo de biomoléculas
naturais ou sintéticas com potenciais biotecnoldgicos, por se tratar de um método
seguro, prético e de grande custo-beneficio (COSTA et al., 2008; MARTINS et al.,
2014; PROCOPIO et al., 2015; SANTOS et al., 2010). Em ensaios moluscicidas, a
avaliagdo da ecotoxicidade por Artemia salina tem sido amplamente utilizada, pois
junto com outras avaliacbes ecotoxicologicas sdo capazes de indicar limites de
concentracbes mais seguros para utilizacdo dessas substancias, evitando ou
diminuindo possiveis danos ambientais nos locais de aplicagdo (ARAUJO et al.,
2018b; CAMARA et al., 2008; MARTINS et al., 2014, 2017; ROCHA-FILHO et al.,
2015; SILVA et al., 2019).


https://www.psychologymania.com/2013/07/artemia-salina.html
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DE BIOMPHALARIA GLABRATA

As sucessivas geragfes de colbnias de caramujos B. glabrata sdo originérias
de S&o Lourenco da Mata, Pernambuco, Brasil, e mantidas no mosluscéario da Area
Académica de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias Médicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os moluscos sdo mantidos em tanques plasticos
com aproximadamente 20L de &gua filtrada e declorada, com pH 7,0 e temperatura
de cerca de 25 + 3°C alimentados diariamente com alface organica fresca Lactuva

sativa L.

3.2 DROGAS

Plumbagina e todos os reagentes de grau analitico foram obtidos foi obtida da

Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA. A niclosamida foi obtida da Baylucide, Bayer®.

3.3 MANUTENCAO DA CEPA DE SCHISTOSOMA MANSONI

A cepa de Schistosoma mansoni, cepa Belo Horizonte (BH), é mantida no
moluscario da disciplina de Parasitologia da UFPE e no biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da UFPE através de passagens sucessivas da
cepa em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster.
Apds a obtencdo das cercérias liberadas por caramujos contaminados, é feita a
contagem e a média das cercéarias por microlitro de 4gua. Os camundongos sao
anestesiados e expostos a determinada quantia de amostra contendo 50 cercérias.
Em cerca de 45 dias o ciclo sexuado ho camundongo se completa e se torna possivel

a liberacéo de ovos nas fezes.
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3.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE EMBRIOES DA
BIOMPHALARIA GLABRATA

Grupos de 100 embrides em estagios de blastula (0% a 152 h) ap6s a primeira
clivagem mitética), gastrula (242 a 392 h), trocofora (432 a 662 h), véliger (962 a 1202
h) e hippo stage (1442 -1682 h) foram expostos durante 24 horas a plumbagina com
diferentes concentracbes em placas de pogcos com volume de solucédo final de 2
mL/poco. A solucdo foi previamente diluida com 0,5% de DMSO e agua filtrada e
declorada (pH 7,0). Foram realizados trés grupos controle, o primeiro com apenas
agua filtrada declorada, o segundo grupo controle com dimetilsulfoxido (DMSO) a
0.5% e um terceiro com niclosamida como controle positivo. Apés a exposi¢cao 0s
embrides foram lavados (dgua filtrada declorada) e transferidos para novas placas
com agua filtrada declorada, onde foram monitorados durante 8 dias ou até a eclosao
de todos os caramujos do grupo controle e avaliados quanto a sua viabilidade (vivos)
e inviabilidade (malformacbes e mortos). Todo procedimento experimental foi
realizado em triplicata e de acordo com De Araujo e colaboradores (2018).

3.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE CARAMUJOS
ADULTOS DE B. GLABRATA

Caramujos adultos (n=10) medindo entre 10-14 mm de diametro de concha entre 2-3
meses de idade e verificados quanto a maturidade sexual através da deposicdo de
desovas, foram expostos a plumbagina durante 24h (25 £ 3 ° C) em diferentes
concentragbes (2, 2.5, 3, 3.5 e 4 pg/mL) com volume final de 60 mL, para cada
solucdo. ApoOs a exposicao, os caramujos sobreviventes foram lavados com agua
fitrada e declorada, colocados em aquarios e observados durante 8 dias
consecutivos, com taxa de mortalidade registrada diariamente. Os mesmos
parametros para os grupos controle do item 3.4 foram mantidos. Foram considerados
mortos os individuos que apresentaram auséncia de movimento, auséncia de
batimentos cardiacos, retracdo na concha e/ou liberacdo de hemolinfa. Para avaliar
os efeitos da plumbagina sobre a fertilidade e fecundidade dos caramujos foi
observada a postura de ovos dos caramujos sobreviventes por 7 dias consecutivos

apos 48 horas de exposicédo. As desovas coletadas foram analisadas até a eclosao
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dos embribes do grupo controle 1 e os embrides foram classificados entre viaveis e
inviaveis (mortos e malformados). Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(Silva et al., 2019a).

3.6 ANALISE DE MICRONUCLEOS E OUTRAS ANOMALIAS NUCLEARES NOS
HEMOCITOS DE CARAMUJOS ADULTOS B. GLABRATA EXPOSTOS A
PLUMBAGINA

As analises foram realizadas de acordo com os procedimentos estabelecido
por Lima et al. (2019). Caramujos (n=10) foram expostos as concentracdes de 2 - 3.5
Mg/mL por 24 h e apds o periodo de exposi¢cao foram mantidos em agua filtrada e
declorada (pH 7,0) por mais 24 horas. Novamente foram realizados trés grupos
controle, o primeiro com apenas agua filtrada declorada, o segundo grupo controle
com dimetilsulfoxido (DMSO) a 0.5% e um terceiro com niclosamida como controle
positivo. Foram selecionados 4 individuos de cada grupo aleatoriamente para
posterior analise morfolégica e quantitativa de hemdcitos (Pavlica et al., 2000). Foram
coletados 100 uL de hemolinfa e colocados em laminas de microscopia éptica. Em
seguida, foi adicionada em cada amostra 100 pyL de solucdo EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético) diluido em solucdo de Ringer a 10 mM. Apls esse
procedimento, cada lamina foi colocada em uma camara umida por 30 min. Apés o
periodo de incubacgao, as células foram fixadas com 200 uL de glutaraldeido a 1% em
solucdo de Ringer por 5 min. As laminas foram subsequentemente lavadas com
solucéo de Ringer, coradas com Giemsa (10% em agua destilada) por 7 minutos, e
posteriormente lavadas com agua destilada e secas a temperatura ambiente. Para
cada concentragdo foram confeccionadas no minimo 4 laminas. Os hemdécitos (n =
1000/1amina) foram analisados em microscoépio 6ptico binocular em objetiva de 100 x,
para avaliar a frequéncia das alteracdes hemocitarias (micronucleo, binucleacdo e
apoptose). Uma aliquota de 10 pL de hemolinfa foi coletada, diluida 1: 1 em solucéo
de Ringer e aplicada a um hemocitbmetro para contagem total de células, sendo
aplicada a seguinte férmula para estimar o nimero de células por mL de hemolinfa
(Silva et al., 2019a):

Numero de células / mL de hemolinfa = (nimero total de células / Numero de

guadrantes contados) X fator de diluigdo X 10000
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3.7 ENSAIO COMETA

Possiveis danos ao DNA, quebras de DNA de fita simples, causados pela
plumbagina foram averiguados por ensaio de Eletroforese em gel de célula Unica de
acordo com metodologia adaptada (Singh et al., 1988; Grazeffe et al., 2008). Duas
laminas histoldgicas foram cobertas com agarose de fusdo normal a 1,5% dissolvida
em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) (livre de Ca?* e Mg?*) e mantida
durante a noite a temperatura ambiente. Caramujos de 10-14 mm de diametro de
concha foram expostos a diferentes concentracdes da plumbagina por 48 h. Apds 24
h do fim da exposicéo, a hemolinfa de 7 individuos de cada grupo foi coletada com o
auxilio de micropipeta com ponteiras siliconadas e colocada em Eppendorfs
previamente siliconados. Cerca de 100 uL dessa hemolinfa foi dissolvido em 100 uL
de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% (PBS livre de Ca?* e Mg?*), e colocado na
primeira camada de gel a 37°C, seu volume dividido entre 2 laminas por caramujo.
Apos solidificagdo a 4°C por 10 min, as laminas foram imersas em um frasco contendo
solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, Triton X-100 1% e sulfoxido
de dimetil 10% (DMSOQ)), a 4°C overnight e protegidas da luz. Apoés a lise, as laminas
foram colocadas em tanque de eletroforese horizontal e imersas em tampéo de
eletroforese alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13) por 20 minutos para
permitir o desenrolar do DNA e a exposicao de locais danificados. Para eletroforese o
DNA, foi aplicada uma corrente elétrica de 0,74 V/cm e 300 mA por 20 min a 4°C. Os
tratamentos alcalinos e eletroforéticos foram realizados em banho de gelo e sob luz

fraca para evitar a ocorréncia de danos adicionais ao DNA.

Apos a eletroforese, as laminas foram imersas em tampao Tris (Tris 0,4 M, pH
7,5) para neutralizacdo durante 15 min, fixadas com etanol absoluto por 10 min e
coradas com 30 yL de Syber safe. De cada lamina, 50 células foram examinadas
visualmente e classificadas de acordo com os niveis de dano ao DNA (Lee; Steinert,
2003). O exame das laminas foi feito em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX
60, Japéo) equipado com filtro de excitacdo 488 nm e filtro barreira de 520 nm
(aumento de 1000).
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3.8 AVALIACAO DA TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE CERCARIAS DE S.
MANSONI

Caramujos adultos (n=15) de B. glabrata infectados com S. mansoni (cepa Belo
Horizonte) foram expostos por 2 h a luz artificial (60 W) para liberacdo de cercarias.
Aproximadamente 100 cercarias foram expostas a 1 mL de plumbagina, preparada
como descrito no ponto 2.4, nas concentragbes de 1, 1.5, 2, 2.5 e 3 yg/mL (28° C £3).
A avaliacdo utilizou score de motilidade empregando 0s seguintes parametros:
movimentacao atipica, movimentacdo no proprio eixo, ritmo lento e auséncia de
motilidade (morte) nos intervalos de 15, 30, 60 e 120 minutos de exposicdo em
microscopio estereoscopico (LM360BZ, Lumen, Brasil). O grupo controle foi realizado
nas mesmas condicdes apenas com agua filtrada declorada. A niclosamida foi
utilizada para o controle positivo, na concentragao de 1 pg/mL. Os ensaios foram
realizados em triplicatas com resultados expressos da seguinte forma: Auséncia de
morte (-), menos de 50% de morte (+), superior a 50% de morte (++) e 100% de
mortalidade (+++) (Silva et al., 2019b).

3.9 AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE AMBIENTAL DA PLUMBAGINA SOBRE
ARTEMIA SALINA

Para o ensaio de toxicidade ambiental, ovos encistados de A. salina (50 mg)
foram colocados em recipientes com agua do mar (pH 8), sob luz artificial (60W) e
aeracao constante em temperatura de 25 + 2°C por 48 h para eclosdo. Em seguida,
as larvas obtidas foram separadas em grupos (n=10) e submetidas as concentracfes
de 0.5, 1, 1.5, 2, 2.25, 2.5 e 3 da plumbagina, entdo incubadas em agua do mar, por
24 h na mesma temperatura. Controles foram realizados com agua do mar,
dimetilsulféxido (DMSO) a 0,5% e niclosamida. Os testes foram realizados em
quadruplicatas e a avaliacdo da mobilidade das larvas foi realizada através de
microscopio estereoscopico (LM360BZ, Lumen, Brasil) (Aradjo et al., 2018).



57

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados séo expressos como media + desvio padrdo (DP). A analise de
variancia (ANOVA) foi usada para comparacéo entre os grupos. Quando a ANOVA
revelou uma diferenca significativa, o pos-teste de Turkey foi usado para identificar a
diferenca entre os grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando p
< 0,05. Estas analises foram realizadas através do programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). As concentracdes letais CL 10, CL 50 e
CL 90 (10, 50 e 90% das amostras) foram determinadas através de analise Probit com
intervalo de confianca de 95%, para o teste de embriotoxicidade, andlise moluscicida
com B. glabrata e analise de ecotoxicidade com A. salina A regresséo Probit foi
calculada pelo método de Finney onde os resultados foram obtidos pela razdo entre
os valores Log (dose) e probit. A transformacéo do log foi realizada automaticamente
pelo programa estatistico StatPlus® 2009 Professional software (AnalystSoft,

Canada).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/lethal-concentration
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Abstract

BACKGROUND: Snails of the genus Biomphalaria spp are intermediate hosts of
Schistosoma mansoni, the main etiological agent of schistosomiasis mansoni, which
affects about 236,6 million people in tropical and subtropical regions of the world. The
World Health Organization recommends the population control of vector snails as one
of the strategies to reduce the prevalence and incidence of schistosomiasis. In this

study, molluscicidal and antiparasitic activities of plumbagin, a naturally sourced
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naphthoquinone with a range of biological effects, were evaluated against B. glabrata
and cercariae of S. mansoni.

RESULTS: After 24 h of exposure, plumbagin demonstrated molluscicidal activity at
low concentrations against embryos (LCso of 0.56, 0.93, 0.68, 0.51 and 0.74 pg/mL for
the blastula, gastrula, trochophore, veliger and hippo stage, respectively) and adult
snails (LCso of 3.56 pg/mL). There were no changes in exposed snails fecundity or
fertility; However, plumbagin was able to increase the frequency of DNA damage and
the number of hemocytes, with apoptosis and binucleation being the main hemocyte
alterations. In addition, plumbagin showed death of S. mansoni cercariae in the
concentration of 1.5 pg/mL in 60 min, while showing moderate toxicity to Artemia
salina.

CONCLUSION: Plumbagin proved to be a promising substance for the control of B.
glabrata population, intermediate host of S. mansoni, as well as the cercariae, infective
stage for the man (definitive host), while being moderate toxic to A. salina, crustacean
widely used in ecotoxicity tests.

Key-world: Comet  assay, Embryotoxicity, Hemocytes, Molluscicidal,

Naphthoquinone, schistosomiasis.

INTRODUCTION

Schistosomiasis is a neglected infectious disease that affects about 236.6
million people worldwide and puts another 779 million at permanent risk of infection?.
The etiological agents of schistosomiasis are helminths of the genus Schistosoma spp.
which need snails as intermediate hosts, an essential part to complete their life cycle?.
In the Americas, schistosomiasis has as its etiological agent S. mansoni and snails of
the genus Biomphalaria spp as intermediate hosts®4. In Brazil, there are three species
of epidemiological interest, B. glabrata, B. straminea and B. tenagophila, with B.
glabrata being the main species involved in the transmission and maintenance of
cases. This is due to the wide geographic distribution of B. glabrata, in addition to their
high rate of reproduction, ease of natural infection and high capacity for releasing
cercariae, an infective evolutionary phase for humans, the definitive host of S.
mansoni*®,

The World Health Organization (WHO) recommends three main measures to

interrupt the transmission of S. mansoni: periodic and large-scale treatment with
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praziquantel (PZQ), the only drug available; guaranteeing access to potable water and
basic sanitation; and population control of vector snails'. Mass treatment with PZQ
aims to reduce the contamination of water collections with feces containing eggs
eliminated by the infected, and consequently prevent the infection of snails and the
release of cercaries, in addition, to reduce the morbidity and mortality of the infection.
However, this strategy has not been shown to be effective in reducing the prevalence
and incidence of schistosomiasis, in addition to being responsible for the development
of resistance and/or tolerance of Schistosoma strains against PZQ®%’. Thus, given the
absence or scarcity of investments in basic sanitation, population control of vector
snails becomes a priority strategy for reducing Schistosoma spp infection®. According
to WHO recommendations, this control can be performed using molluscicide
agents®1°,

Niclosamide is the WHO recommended molluscicide for population control of
intermediate hosts of Schistosoma spp. However, this molluscicide, of synthetic origin,
has low biocidal selectivity, high cost for application, instability under sunlight, causes
skin and mucosal irritability, in addition to inducing resistance and/or tolerance in snalil
strains'1213, Thus, the scientific community recommends the search for new
molluscicide candidates, of natural or synthetic origin, which are biosafe, stable, have
selective action, considered cost-effective in production and application, and that have
action against snails in embryonic and adult stages 141516,

Among several natural secondary metabolites produced by plants used in
traditional medicine and pharmaceutical industries, naphthoquinones, a class of
naphthalene derivatives, have a broad pharmacological and biological spectrum/:18,
Studies have reported the action of naphthoquinones against immature stages and
adults of S. mansoni and S. haematobium, and toxicity against embryos and adults of
the species B. alexandrina, B. glabrata and Bulinus truncatus, vectors of medical
importance!®?%21.  The naphthoquinone plumbagin (5-hydroxy-2-methyl-1,4-
naphthoquinone (Figure 1)) is isolated from several species of the Plumbago genus
and stands out for its antioxidant??, anti-inflammatory??, antibacterial and antifungal
activities?3, anti-tumor activities, and in cell apoptosis?*. Like other naphthoquinones,
plumbagin exerts its biological and pharmacological effects through protein and/or
DNA alkylation and oxi-redox imbalance?42526,

Artemia salina is widely used in the toxicity assessment of natural or synthetic

molecules with biotechnological potential, as in molluscicide screening. This biological
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model is used for being a safe, practical, cost-effective and highly sensitive
method?728.29.30.31  Therefore, this study reports for the first time the toxicity of
plumbagin against embryos (blastula, gastrula, trochophore, veliger, and hippo stage)
and adults of B. glabrata, its cytotoxic and genotoxic effect, cercaricidal activity against

cercariae of S. mansoni, and ecotoxicological evaluation against Artemia salina.

Materials and methods
Drugs

Plumbagin (5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone (Ci11HsOs , molecular
weight 188.18)) from Plumbago indica was obtained from Sigma Chemical
(https:/lwww.sigmaaldrich.com/BR/en/product/sigma/p7262), St. Louis, MO, USA.
Niclosamide was obtained from Bayluscide, Bayer®. All analytical reagents were
obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Maintenance of Biomphalaria glabrata and Schistosoma mansoni strains

The B. glabrata and S. mansoni strains (BH strain, Belo Horizonte — MG, Brazil)
are maintained through successive generations in the molluscarium of the Department
of Tropical Medicine of the Medical Sciences Center and Animal Facility of the
Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA) of the Federal University of
Pernambuco (UFPE). The molluscs were kept in plastic tanks (50 x 23 x 17 cm) with
20 L of filtered and dechlorinated water, pH 7.0, at 25 + 3°C, 12 h of light/dark cycle,

and fed daily with fresh organic lettuce (Lactuca sativa L.).

Assessment of plumbagin toxicity on B. glabrata embryos

Embryos of B. glabrata were collected from adult specimen spawns that were
deposited on transparent polyethylene sheets (8 X 8 cm). Groups of 100 embryos at
the blastula stage (0-15 h after the first cleavage), gastrula (15-26 h), trochophore (26-
66 h), veliger (66-120 h), and hippo stage (120-144 h) were selected with the aid of a
stereoscopic microscope (Wild M3B, Heerbrugg, Switzerland)®?. The experimental
groups were formed from the selection of a varying number of egg masses (between

3-6), so that each group contained 100 embryos. The selected spawns were intact and
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had only one embryo per egg. The experimental groups were exposed to different
concentrations of plumbagin (0.3, 0.5, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.5 and 2 ug/mL). Each of
these concentrations was tested in triplicate, as were the control groups. Soon, 300
embryos were exposed to each concentration, as were the control groups. Embryos
were placed in plastic Petri dishes (60 mm x 15 mm) and each group was exposed for
24 h to the concentrations (0.3 - 2 pg/mL) of plumbagin, previously diluted in 0.5%
dimethylsulfoxide (DMSO) and filtered dechlorinated water (pH 7.0). For each
embryonic stage, the experiment was performed with two negative control groups, the
first with embryos exposed to only filtered dechlorinated water and the second with
embryos exposed to a 0.5% DMSO solution in filtered dechlorinated water. A third
group was formed by embryos exposed to 1 ug/mL of niclosamide (NCL), as a positive
control. After exposure (24 h) the embryos were washed in dechlorinated filtered water
and transferred to new plates with dechlorinated filtered water (pH 7.0, at 25 + 3°C),
where they were monitored for 7 days after their first cleavage, at the hatching time of
the control group snails. Embryos were evaluated to determine the percentage of
viability (alive) and non-viability (malformations and dead). The entire evaluation of the
effect of plumbagin against embryos was performed twice under the same conditions,
but at different times. Each time, all concentrations and control groups were evaluated

in triplicate to ensure data and statistical analysis reliability.2%30:31,

Evaluation of the toxicity of plumbagin on adults of B. glabrata

Adult snails measuring 10-14 mm in shell diameter, 2-3 months of age, and
which sexual maturity was proven through spawning deposition were selected for the
trials. Each concentration of plumbagin (2, 2.5, 3, 3.5 and 4 uyg/mL) was evaluated on
groups containing 10 subjects in the same container for 24h. All concentrations were
evaluated in triplicate, so that at the end 30 snails were exposed to each concentration.
B. glabrata (n= 10/group) were exposed for 24 h to different concentrations (2-4 pg/mL)
of plumbagin, previously diluted in 0.5% DMSO and dechlorinated filtered water (pH
7.0, a 25 + 3°C) for a final volume of 60 ml per concentration. Three groups of snails
were selected to form two negative controls and one positive control, as described in
the embryotoxicity assay. The snails were observed for behavior during the first hours
of exposure. After exposure, the surviving snails were washed with filtered and

dechlorinated water, transferred to aquariums, and monitored every 24 h for 8
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consecutive days for assessment of mortality. Snails with the absence of heartbeat,
presence of shell retraction, and/or hemolymph release were considered dead.

To assess the fertility and fecundity of the snails, the spawns were collected
daily during the mortality assessment interval, kept in separate Petri dishes, and
monitored for 7 consecutive days regarding their embryonic development. With the aid
of a stereoscopic microscope, the spawns and embryos were analyzed and classified
into viable and non-viable (dead and malformed). The molluscicidal evaluation of
plumbagin was performed twice under the same conditions but at different times. Each
time, all concentrations and control groups were evaluated in triplicate to ensure data

and statistical analysis reliability.2930:31-

Analysis of micronuclei and nuclear anomalies in hemocytes of adults B.

glabrata

Analyses were performed as established by Silva et al., 2019.%°. Snails (n=10)
were exposed to the same concentrations of plumbagin as in item 2.7 for 24 h and
after the exposure period, they were kept in filtered and dechlorinated water (pH 7.0)
for another 24 h. The same parameters for the negative and positive control groups of
item 2.4 were maintained. Four individuals from each group were randomly selected
for further morphological and quantitative analysis of hemocytes. A 100 uL sample of
hemolymph was collected and transferred to conventional light microscopy slides.
Then, 100 puL of EDTA solution (ethylenediaminetetraacetic acid) diluted in 10 mM
Ringer's solution was added to each sample. After this procedure, each slide was
placed in a humid chamber for 30 min. After the incubation period, cells were fixed with
200 pL of 1% glutaraldehyde in Ringer's solution for 5 min. The slides were
subsequently washed with Ringer's solution, stained with Giemsa (10% in distilled
water) for 7 min, and then washed with distilled water and dried at room temperature.
For each concentration, at least four slides were made. Hemocytes (n =1000/slide)
were analyzed under a binocular optical microscope with a 100 x objective, to assess
the frequency of hemocyte alterations, classified as micronucleus, binucleation, or
apoptosis.

A 10-pL aliquot of hemolymph was collected, diluted 1:1 in Ringer's solution and
applied to a hemocytometer for total cell count, using the following formula to estimate

the number of cells per mL of hemolymph30:
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Number of cells total number of cells o
( ) X dilution factor x 10000

mL of hemolymph ~ \number o f quadrants counted

Comet assay

Possible DNA damage or single-stranded DNA breaks caused by plumbagin
were investigated by single-cell gel electrophoresis assay according to adapted
methodology3334. Microscope slides were covered with 1.5% normal fusion agarose
dissolved in phosphate-buffered saline (PBS) (free of Ca?*and Mg?*) and kept
overnight at room temperature. Snails with a shell diameter of 10-14 mm were exposed
to different concentrations (2-3.5 pg/mL) of plumbagin for 48 h. Twenty-four hours after
the end of exposure, the hemolymph of 7 individuals in each group was collected with
the aid of a micropipette with siliconized tips and placed in previously siliconized
Eppendorfs. About 100 pL of this hemolymph was dissolved in 100 pL of 0.5% low-
melting agarose (PBS free of Ca?*and Mg?*), and placed in the first layer of gel at
37°C, its volume was divided between 2 blades per snail. After solidifying at 4°C for 10
min, the slides were immersed in a flask containing a lysis solution (2.5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 and 10% dimethyl sulfoxide, DMSO), at 4°C
overnight and protected from light. After lysis, slides were placed in a horizontal
electrophoresis tank and immersed in alkaline electrophoresis buffer (300 mM NaOH
and 1 mM EDTA, pH 13) for 20 min to allow DNA unwinding and exposure of damaged
sites. For DNA electrophoresis, an electrical current of 0.74 V/cm and 300 mA was
applied for 20 min at 4°C. Alkaline and electrophoretic treatments were carried out in
an ice bath and under dim light to prevent further DNA damage. Two negative control
groups, one with only dechlorinated filtered water and the other with 0.5% DMSO
solution in dechlorinated filtered water, and one positive control group with the
genotoxic substance methyl methanesulfonate (MMS) were performed.

After electrophoresis, the slides were immersed in Tris buffer (0.4 M Tris, pH
7.5) for neutralization for 15 min, fixed with absolute ethanol for 10 min, and stained
with 30 puL of Syber safe. From each slide, 50 cells were visually examined and
classified according to levels of DNA damage®. The slides were examined using a
fluorescence microscope (Olympus BX 60, Japan) equipped with a 488 nm excitation
filter and a 520 nm barrier filter (1000 magnification). Nuclei observed during the

analysis and quantification of the slides were divided into 5 categories (0-4) according
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to the damage verified in the genetic material. Category 0 indicates that there was no
damage while categories 1 to 4 indicate an increasing level of damage to genetic
material. To determine the degree of DNA damage in hemocytes, the Damage Index
(DIl) was used as an essential parameter. The DI was calculated according to the
formula: DI =0 (damage 0) + 1 (damage 1) + 2 (damage 2) + 3 (damage 3) + 4 (damage
4).

Evaluation of the toxicity of plumbagin on cercariae of S. mansoni

Adult snails (n=15) of B. glabrata infected with S. mansoni (Belo Horizonte
strain) were exposed for 2 h to artificial light (60 W) to release cercariae. Approximately
100 cercariae were exposed to 1 ml of plumbagin, prepared as described in point 2.4,
at concentrations of 1, 1.5, 2, 2.5, and 3 pg/ml (28°C £3). The evaluation was according
to a motility score using the following parameters: atypical movement, movement on
the axis, slow rhythm, and absence of motility (death) at intervals of 15, 30, 60, and
120 min of exposure under a stereoscopic microscope (LM360BZ, Lumen, Brazil). Two
negative control groups were performed, one with only dechlorinated filtered water and
the other with 0.5% DMSO solution in dechlorinated filtered water. Niclosamide was
used for the positive control, at a concentration of 1 ug/mL. Assays were performed in
triplicate with results expressed as follows: absence of death (-), less than 50% death
(+), greater than 50% death (++) and, 100% mortality (+++)%°.

Assessment of the ecotoxicity of plumbagin on Artemia salina

For the environmental toxicity test, encysted eggs of A. salina (50 mg) were
placed in containers with sea water (pH 8), under artificial light (60 W) and constant
aeration at a temperature of 25 £ 2°C for 48 h for hatching. Then, the larvae obtained
were separated into groups (n=10) and subjected to concentrations of 0.5, 1, 1.5, 2,
2.25, 2.5, and 3 of plumbagin, then incubated in seawater for 24 h at the same
temperature. Controls were performed with sea water, 0.5% DMSO, and niclosamide.
Tests were performed in quadruplicate and larvae mobility was evaluated using a

stereoscopic microscope (LM360BZ, Lumen, Brazil)2°:30:31,
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Statistical analysis

Data are expressed as mean = standard deviation (SD). Analysis of variance
(ANOVA) was used for comparison between groups. When ANOVA revealed a
significant difference, the Tukey post-hoc test was used to identify the difference
between groups. Differences were considered significant when p < 0.05. These
analyses were performed using the GraphPad Prism 5.0 program (GraphPad
Software, San Diego, CA, US). The lethal concentrations LC1o, LCso0, and LCg0 (10, 50,
and 90% of the samples) were determined by Probit analysis with a 95% confidence
interval, for the embryotoxicity test, molluscicide analysis with B. glabrata, and analysis
of ecotoxicity with A. salina. The Probit regression was calculated by the Finney
method where the results were obtained by the ratio between the Log (dose) and probit
values®®. Log transformation was performed automatically by the statistical program
StatPlus® 2009 Professional software (AnalystSoft, Canada).

Results

Plumbagin has an embryotoxic and teratogenic effect against B. glabrata

Plumbagin was active against B. glabrata embryos at all life stages (Figure 2 A-
E), with a dose-dependent effect. This effect was significant (p<0.0001) for blastula at
a concentration of 0.3 uyg/mL and 100% lethality was reached at 2 ug/mL for gastrula
(Figure 2 A and B). For blastula, trochophore, and veliger stages, 100% lethality was
achieved at a concentration of 1 yg/mL (Figure 2 A, C, and D) and for hippo stage at
a concentration of 1.5 pg/mL (Figure 2 E). Lethal concentrations for 50% (LCso) of
embryos ranged from the minimum 0.513 (Veliger) to maximum 0.929 ug/mL (gastrula)
and for 90% (LCo0) ranged from minimum 0.702 (veliger) to maximum 1.348 pg/mL
(gastrula) (Table 1). Throughout the experiment, all life stages of the two negative
control groups (C and C+DMSO) showed equal behavior in development morphology
(Figure 3 A-E) and 100% viability (Figure 2). Exposure to niclosamide (1 pg/mL) was
100% lethal for all embryonic stages (Figure 2 and Figure 3 F-J). The morphological
alterations of the embryotoxic activity of plumbagin on B. glabrata are shown in Figure
3. Among the toxic and teratogenic effects, we observe dead embryos (Figure 3H),
hydropic embryos (Figure 3M) as the most frequent alteration among malformed ones,

and embryos with developmental delay (Figure 30) (Figure 3 K-O).
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Plumbagin has a molluscicide effect but doesn’t alter the fecundity and fertility

of adults of B. glabrata

Figure 4A shows the mortality rate of B. glabrata adults exposed to plumbagin
for 24 h and evaluated every 24 h for eight consecutive days. The concentration of 2.0
pg/mL did not cause death in the first days; only 6.66% lethality was registered at the
end of the observation period. The concentration of 2.5 ug/mL caused 3.33%, 13.33%
and 16.66% lethality at 24, 48 and 192 h, respectively. Soon after exposure to
plumbagin (time 0 h), concentrations 3.5 and 4.0 ug/mL caused lethargy, shell
retraction, increased mucus production and after 6 h the snails released hemolymph.
Additionally, concentrations 3.0, 3.5 and 4.0 ug/mL caused a lethality of 20%, 40% and
80%, respectively after 24 h and reached a lethality of 37%, 60% and 100% after 48 h
(Figure 4 A). No lethality was observed in the negative control groups (filtered water
with or without DMSO), while the group exposed to niclosamide had 100% lethality
within 24 h.

According to the results (Figure 4 B), there were no changes in the fecundity
(number of embryos/snails) and fertility (embryo viability) parameters of the snails

exposed to plumbagin when compared to controls.

Plumbagin causes hemocytic changes in adults of B. glabrata

Cytomorphological analysis of B. glabrata hemocytes showed mainly two cell
types: granulocytes (Figure 5 A), star-shaped cells with pseudopod emission, and
hyalinocytes (Figure 5B), containing greater nucleus/cytoplasm ratio and
homogeneous cytoplasm without granules. All concentrations of plumbagin caused
cytomorphological changes, with apoptosis (Figure 6-B1), binucleation (Figure 6-C1),
and micronucleus (Figure 6-D1) being the most frequent. At low frequency, it was
possible to find hyalinocytes with a decondensed nucleus and low-visible cytoplasm
(Figure 5C), hyalinocytes with cytoplasmic vacuoles (Figure 5D), trinucleated cells
(Figure 5E), cells with a reniform nucleus (Figure 5F) or joined cells (Figure 5 H).

Figure 6 expresses the total number of hemocytes (Figure A), the frequency of
apoptosis (B), binucleation (C), and micronuclei (D) in B. glabrata adults exposed to
plumbagin. The hemocyte population showed a significant increase at concentrations
of 2.5, 3 (p <0.05) and 3.5 pyg/mL (p <0.001). Regarding the frequency of hemocytic
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alterations, there was no difference between groups C and C+DMSO, where the mean
frequency of apoptosis (Figure 6 B) was 18.67 £ 5.51 and 19.67 + 11.59 out of 1000
cells, respectively. Binucleation (Figure 6 C) and micronuclei (Figure 6 D) were not
visualized in groups C and C+DMSO. On the other hand, apoptosis was the most
frequent and significant hemocytic alteration in snails exposed to plumbagin. At
concentrations of 2.0, 2.5, 3.0 and 3.5 ug/mL the mean frequency of apoptosis was
113 £ 10.54, 202.7 + 26.08, 207 + 40.04 and 182.7 + 24.21/1000 cells respectively
(Figure 6B). Despite the low frequency, binucleation was seen in groups exposed to
plumbagin with a frequency ranging from 2 £ 2 to 9.67 £ 2.08 (Figure 6C). Micronucleus
was the rarest alteration found at concentrations of 2.5-3.5 pg/mL with a mean
frequency of 0.67 + 1.15, 1 + 1, and 1 £ 1, none of them statistically significant
compared to controls. The 4.0 pg/mL concentration was not evaluated as it was

considered a lethal concentration.

Plumbagin causes DNA damage in B. glabrata hemocytes

In Figure 7, the levels of damage (0-4) in hemocyte DNA after exposure to
plumbagin were observed using the comet assay. The damage index to genetic
material caused by plumbagin was dose dependent (Figure 8 A) and significant when
compared to the C+DMSO control group, corroborating with the frequency of cells with
almost or totally destroyed nucleus, damage 3 or 4, as shown in Figure 8 B.

Plumbagin was toxic against S. mansoni cercariae

Changes in motility, such as intense vibratory movement without locomotion,
were observed within the shortest time interval (15min) at concentrations of 2 and 2.5
Mg/mL, although all cercariae were still alive. On the other hand, even in this interval,
3.0 yg/mL of plumbagin caused 35% mortality of cercariae with separation of the
cercarial body and the tail (Figure 9C), while the others were found adhered to the
plate and with reduced movement. At a concentration of 1.0 pg/mL of plumbagin,
mortality occurred after 60 min, reaching 100% mortality after 120 min. In other
concentrations, 100% mortality occurred after 60 min. The cercariae from the negative
control groups (C and C+DMSO) showed typical movement and structural

preservation, while niclosamide caused 100% lethality within 15 min of exposure.
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Environmental ecotoxicity assessment of plumbagin on Artemia salina

The results of ecotoxicity using the bioindicator A. salina exposed to different
concentrations of plumbagin are shown in Figure 10. Plumbagin at concentrations
between 0.5 - 2.0 ug/mL did not cause significant mortality to A. salina. On the other
hand, at concentrations of 2.25 and 2.5 pg/mL, larvae survival was 52.5 and 20%,
respectively. The C+DMSO group had 100% survival, similar to the C control group.

Total mortality was observed in A. salina exposed to niclosamide (1 pg/mL).

Discussion

Naphthoquinone compounds have already been evaluated for their embryotoxic
and molluscicidal action against Schistosoma spp vector snails?-37.383%9 However, no
study reported the exposure of naphthoquinone compounds to all embryonic and adult
stages of Biomphalaria spp, which may limit the knowledge of the effectiveness of
these compounds in an environment with different evolutionary stages of Biomphalaria
spp, with epidemiological importance in schistosomiasis. This is the first study to report
the toxicity of plumbagin, a naphthoquinone compound, against all embryonic stages,
as well as its cytotoxic and genotoxic effect on adults of B. glabrata, action against S.
mansoni cercariae (BH strain, Belo Horizonte — Minas Gerais, Brazil) and ecotoxicity
against A. salina.

It is recognized that early embryonic stages are less susceptible to molluscicidal
agents?>, In our study, the blastula and gastrula stages resulted in 50% inviability
(dead and malformed) in LCso of 0.556 and 0.929 pg/mL of plumbagin, while for the
hippo stage the LCsowas 0.745 ug/mL (Table 1). Santos et al. evaluated the toxicity of
14 naphthoquinone compounds against blastula, considered 7 of these compounds
promising molluscicide once they have reached unviability in LCso ranging from 00.45-
27.68 uM?L, The toxicity of lapachol and isolapachol on B. glabrata blastula was
evaluated by Lima et al. reaching an LCso of 1,414 and 0.330 pg/mL, respectively,
results similar to the studies by Santos et al. 383°, The effectiveness of molluscicide
candidates against embryos depends on their permeability in spawn. According to
Santos et al, Lima et al. and Santos et al., the molluscicidal potential of
naphthoquinone compounds is dependent on their polarity?':383°, As a rule, derivatives

with non-polar substituents presented the highest molluscicidal activities. According to
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our results, we believe that plumbagin had a better molluscicidal effect, reaching lower
LCso values when compared to other compounds due to its methyl radicals?:38:39.40.41,

Molluscicides capable of morphological changes in embryos are important as it
can make the snail’'s hatching capacity unfeasible or reduce its reproductive capacity,
consequently reducing the mollusc population and transmission risks of S.
mansoni.?t*2 Embryos with developmental delays, malformed and hydropic were also
the alterations found in the study by Santos et al., similar to our results?. Embryos with
nonspecific malformations can be classified as teratomorphic, such as exogastrulation,
or hydropic embryos. These damaged embryos do not develop, usually leading to
death before or after hatching such as indicated in the studies of Silva et al., Araujo et
al. and Batista et al.?930:3%,

Here, the LCso of plumbagin was 3,558 pg/mL against adults of the species B.
glabrata, LCso similar to lapachol (3,283 pug/mL) and isolapachol (3,049 ug/mL) against
adult snails of the same species®. In studies by Santos et al. and Camara et al., the
LCso of a series of naphthoquinone and 2-hydroxy-[1,4]-naphthoquinone compounds
and derivatives against adults B. glabrata ranged from 28.98 to 102.24 uM and 2.1 to
64.3 ug/mL, respectively?:3%49, The association of artemisinin-naphthoquinone
phosphate against adult snails Bulinus truncatus and B. alexandrina, intermediate
hosts of S. haematobium and S. mansoni, respectively, resulted in LCso of 7.5 and
16.87 pg/mL, respectively'®?°, Thus, the molluscicidal behavior may depend on the
snail species in addition to the chemical structure of the naphthoquinone derivative.

From the in silico identification of naphthoquinone compounds and their
molluscicidal experimental evaluation, Santos et al., report behavioral changes in B.
glabrata such as lethargy, confinement in the shell and mucus secretion?!. In our study,
after 6 h of exposure to plumbagin, these same behavioral changes were visualized,
in addition to the release of hemolymph, suggesting rupture of the external
membranes?!. These tissue damages can alter the reproductive capacity and
homeostasis of snails, in addition to affecting the maintenance of intramolluscan
stages of S. mansoni and, therefore, interrupting the continuity of the biological cycle*3.
Furthermore, the fecundity and fertility of snails exposed to molluscicides are
important, as a single snail that survives the exposure is able to repopulate the region
in a few days, due to the hermaphroditic character of the species*. Plumbagin does
not change these parameters, unlike the ether extract of Ramalia aspera and latex of

Euphorbia milli var. Hislopii®®#*, molluscicidal substances capable of causing
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alterations in the fertility and fecundity patterns of adults B. glabrata. At the time of this
writing, we have not found studies that addressed the effect of naphthoquinone
compounds on fecundity and fertility in snails of medical importance for the control of
schistosomiasis.

We emphasize that our study with B. glabrata embryos and adults is in line with
the recommendations by the WHO, which states that a substance presents itself as
molluscicide when it is capable of causing 90% mortality (LCo0) in equal or less than
20 ug/ml during 24 h of exposure?®.

Hemocytes are components of the immune system of molluscs, such as B.
glabrata, and constitute the main and immediate cellular defense against antigens and
toxic substances*’#8. Thus, the quantitative and qualitative evaluation of hemocytes is
the subject of study for the search of new molluscicide candidates, as well as for the
elucidation of its mechanism of action3%4349, |n the present study, B. glabrata exposed
to plumbagin LCso showed an increase in circulating hemocytes and hemocytic
alterations, especially apoptosis, micronucleus, and binucleation (Figure 5). The
increase in blood cells can occur through two mechanisms; the first is the reversible
migration of hemocytes from tissues to the hemolymph upon contact with the offending
agent; and second through the recruitment and activation of hemocytes to eliminate
cells that have undergone changes, especially apoptotic cells®®51, As of this writing,
we have not found any studies reporting the effect of naphthoquinone compounds on
B. glabrata hemocytes. However, our results are similar to studies on the molluscicidal
effect of the ether extract of Ramalia aspera, essential oil from the leaf of Croton
rudolphianus, and potassium usnate3°4352, We emphasize that in our evaluation the
frequency of cells undergoing apoptosis was higher than that reported in the
aforementioned studies.

The comet assay is a sensitive method for assessing DNA damage in individual
cells (Figure. 7). The approach consists of analyzing the electrophoretic DNA migration
of nucleotides obtained after cell lysis in a thin agarose layer®3. The DNA damage of
B. glabrata exposed to plumbagin was concentration dependent (Figure. 8), as
demonstrated in the studies by Siqueira et al. when evaluating the exposure of B.
glabrata to toxic chemicals®*®°, Regarding quinones, Osman et al., when evaluating
the exposure of Dreissena polymorpha (mussels) to menadione and lawsone reported
toxicity and damage to the DNA of this mollusc®®. These authors report that damage

caused by quinones to molluscuan DNA occurs from the formation of reactive oxygen
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species (ROS). Following what was proposed by Osman et al. and based on the
observed damage to the hemocyte nuclei, very similar to what happens after exposure
to free radicals, we suggested that the molluscicidal effect of plumbagin was due to its
reducing potential capable of forming ROS, causing damage to DNA. This hypothesis
is supported by other studies where plumbagin exerted its activity through oxi-redox
imbalance?426:56,

It is desired that a molluscicide candidate present in addition to action against
B. glabrata embryos and adults, also possesses cercarcidal action. The elimination of
cercariae in the aquatic environment prevents human infection and consequently
interrupts the continuity of the biological cycle of S. mansoni. Additionally, Colley et al.
highlight that the cercaricide assessment is important since 100,000 to 300,000
cercariae can be eliminated daily by a single snail*’. The artemycin-naphthoquinone
phosphate combination against cercariae of S. mansoni and S. haematobium resulted
in 100% lethality after 15 min of exposure at a concentration of 16.8 and 7.5 pg/mL,
respectively, with emphasis on morphological alterations of the tail and cercarian body,
in addition to the separation of the cercarian body and tail'®?°. In the present study,
plumbagin showed a cercarcidal action against S. mansoni (BH strain, Belo Horizonte
— Minas Gerais, Brazil) after 15 min of exposure, resulting in 100% lethality after 60
min at a concentration of 1.5 ug/mL. We emphasize that different strains of S. mansoni
can show differences in lethality when exposed to the same substance, as can be
concluded from the studies by Zhang and Coultas®8. In the Zhang and Coultas studies,
plumbagin caused total lethality at concentrations of 0.5 and 1.0 pg/mL after 180 min
and 5.0 yg/mL after 60 min of exposure against S. mansoni cercariae (Strain NIH-SM-
PR2)%8, Furthermore, separation of the cercarian body and tail found in our results may
be associated with increased muscle contraction caused by plumbagin as reported by
Zhang and Coultas®®.

Although causing an environmental impact due to its nonspecific action,
niclosamide is still the WHO molluscicide of choice for population control of snails that
are of medical importance for the control of schistosomiasis'?®°. The results achieved
by plumbagin highlight that its molluscicidal action and reduced ecotoxicity against A.
salina, compared to niclosamide, can effectively and safely contribute to the control of

schistosomiasis mansoni.
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Conclusions

The results of the present study demonstrate that plumbagin proved to be a
promising compound for the development of a molluscicidal agent for the control of the
population of B. glabrata, intermediate host of S. mansoni, showing toxicity to adults
and embryos at all developmental stages. The molluscicidal effect of plumbagin
against adults B. glabrata can be assigned to its cytotoxicity to hemocytes and damage
to the DNA. Furthermore, plumbagin caused mortality of S. mansoni cercariae, an
infectious evolutionary stage to the definitive host. Plumbagin was moderately toxic
against A. salina, however, showed lower toxicity than niclosamide, the molluscicide

recommended by WHO.
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Table 1. Lethal concentrations (LC) of plumbagin (ug/mL) after 24 h of exposure on

embryos and adults of B. glabrata and A. salina.

Experimental

LC1o0 (ug/mL)

LCso (ug/mL)

LCoo (ng/mL)

groups
Blastula 0.278 (0.267 - 0.288)  0.556 (0.546 - 0.566) 0.835 (0.824 - 0.845)
Gastrula 0.510 (0.495 - 0.526)  0.929 (0.914 - 0.944) 1.348 (1.333 - 1.363)
Trochophore  0.407 (0.398 - 0.416)  0.685 (0.676 - 0.694) 0.964 (0.955 - 0.972)
Veliger 0.323 (0.315-0.332) 0.513(0.504 - 0.521) 0.702 (0.694 - 0.711)
Hippo Stage  0.428 (0.418 - 0.438)  0.745 (0.735 - 0.755) 1.062 (1.052 - 1.072)
Adult snails 2.774 (2.683 - 2.865)  3.558 (3.467 - 3.649) 4.342 (4.251 - 4.433)
Artemia

<alina 1.931 (1.89-1.972) 2.264 (2.223 - 2.305) 2.597 (2.556 - 2.638)

Results expressed as mean (Standard error).

Table 2. Plumbagin activity on S. mansoni cercariae by exposure time (15 — 120

minutes).

Experimental

Exposure time (min)

groups 15 30 60 120
C - - - -
C+DMSO - - - -
Plumbagin
(Mg/mL)
1.0 - - + +++
1.5 - - +++ +++
2.0 - - +++ +++
2.5 - + +++ +++
3.0 + ++ +++ +++
NCL +++ +++ +++ +++

Negative control: C = filtered and dechlorinated water and C+DMSO = C+DMSQO:
DMSO 0.5% in filtered and dechlorinated water. Positive control niclosamide at a

concentration of 1ug/mL. Absence of lethality (=), elimination of less than 50% of
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cercariae (+), elimination of more than 50% of cercariae (++) and complete elimination

of cercariae (+++).
Figure List

Fig. 1. Chemical structure of plumbagin.

H,;C



Mortality rate (%) Mortality rate (%) Mortality rate (%) Mortality rate (%)

Mortality rate (%)

Blastula 83
100+ o el kel

:3: Fig. 2. Toxicity of plumbagin on embryonic stages of B.
;g: glabrata. (A) blastula, (B) gastrula, (C) trochophore, (D)
50+

;g veliger and (E) hippo stage. C: Filtered and
20 H dechlorinated water. C+DMSO: 0.5% DMSO in filtered

104

RPN and dechlorinated water. NCL: Niclosamide 1 ug/ml.

N N .
¢ Concentration (ug/mL) Significant differences *p < 0.05 when compared to

Gastrula negative control C+DMSO.

kkk Kk kkk
10014 = 1

90+
804
704 i
604
50+
40
30- .
204

ol

0@@0 o2 o2 M0 P "IP ecy
(_;9 Concentration (ug/mL)

Trocophore

Fhk ik ke

100+ iy
90+
80+
70+
60-
50-

40 P

304
204 I*I ﬂ
104

0 M

© e‘a,o o of M o® WP QO’
(_;9 Concentration (ug/mL)
Veliger
1["] kxk F*hk
- *kk  —— —
90 =
804
704
60
504 *

40-

30-

20-

10- =
0 .

ek
SO RN RN R N e
(39 Concentration (pug/mL)

Hippo stage
100+ SR R

wk
90+ -
804
70+
604
50+
40

*kk
304
204 %
0 r_.l T T
Q‘o A

GCSO o2

& RN Neg
S )
%) Concentration (pug/mL)



84

Fig. 3. B. glabrata embryos exposed to 0.5% dimethylsufoxide in filtered and dechlorinated
water (A-E, x400), niclosamide (1ug/ml) (F-J x400), plumbagin (K-O x400). In A, F and K (0.9
pg/mL) blastula stage. In B, G and L (1.5 ug/mL) gastrula stage. In C, H, and M (0.8 pg/mL)
trochophore stage. In D, | and N (0.7 yg/mL) veliger stage. In E, J and O (1.0 ug/mL) hippo
stage stage. Morphological changes in embryos: 1 - healthy; 2 - dead; 3 - hydropic; 4 -

developmental delay.
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Fig. 4. Mortality rate (A) and fecundity and fertility (B) of adults of B. glabrata exposed to
plumbagin for 24 hours and evaluated for 8 consecutive days after exposure. C: Filtered and
dechlorinated water. C+DMSO: 0.5% DMSO in filtered and dechlorinated water. NCL:

Niclosamide 1 pg/ml. Plumbagin concentrations in pg/mL-1.
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Fig. 5. B. glabrata hemocytes. (A) Granulocyte hemocytes and (B) Hyalinocyte hemocyte —
Control group exposed to 0.5% DMSO. (C) Hyalinocyte hemocyte with decondensed nucleus
(arrow) and non-visible cytoplasm, (D) Hyalinocyte hemocyte with vacuoles and fragmented
nucleus (arrow indicates vacuoles in the cytoplasm; * indicates a region with nucleus
fragments.) , (E) Trinucleate granulocyte hemocytes (each of the arrows indicates one of the
nuclei), (F) Hyalinocyte hemocyte with kidney-shaped nucleus (arrow indicates site of
invagination in nucleus), (G) Binucleate granulocyte hemocyte in apoptosis (each of the arrows
indicates one of the nuclei; * indicates vacuolated cytoplasm) and (H) united Hemocyte
granulocytes (arrow indicates union point between the two cells) in apoptosis of adult snails

exposed to plumbagin.
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Fig 6. Morphological and quantitative alterations of B. glabrata hemocytes exposed to
plumbagin. (A) Count of hemocytes/mL of hemolymph. (B) Number of apoptosis per 1000
analyzed cells. (C) Number of binucleation (arrow) per 1000 analyzed cells. (D) Number of
micronuclei (arrow) per 1000 analyzed cells. C: Filtered and dechlorinated water. C+DMSO:
0.5% DMSO in filtered and dechlorinated water. Results expressed as mean and standard
deviation (SD). *p < 0.05, ***p < 0.001 compared to negative control C+DMSO.
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Fig. 7. Comet assay images obtained from Biomphalaria glabrata hemocytes, and DNA
damage after exposure to different concentrations of plumbagin. In the images, the five
degrees of damage (0—4) analyzed and quantified, where 0 indicates absence, 1 (minimum

damage) to 4 (maximum damage) indicates increasing DNA damage.

Fig. 8. DNA damage of B. glabrata hemocytes determined by the comet assay. Were analyzed

500 cell nuclei per group. In A Damage Index (DI) and B percentage distribution of each
damage level by concentration in pg/mL-1. C: Filtered and dechlorinated water, C+DMSO:
0.5% DMSO in filtered and dechlorinated water. MMS: methyl methanesulfonate. The result
was expressed as the mean + standard deviation of the mean. **p<0.01; ***p<0.001 compared

to negative control C+DMSO.
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Fig. 9. Schistosoma mansoni cercariaes. In A, cercariae exposed to a 0.5% DMSO solution in
filtered water (C+DMSO). In B, cercariae exposed to 1 uyg/mL Niclosamide with a granular body
and a contracted tail. In C, cercariae exposed to 3.0 yg/mL of plumbagin for 15 minutes,
highlighting the retraction of the cercarian body and tail, in addition to the separation between

the tail and the cercarial body.

Fig. 10. Artemia salina survival rate.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que:

Plumbagina apresenta embriotoxicidade sobre B. glabrata, de acordo com os
parametros embrionarios (mortalidade e ma-formacao) analisados em diferentes
estagios evolutivos (blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage), apos 24

horas de exposicao.
Caramujos adultos de B. glabrata se mostraram susceptiveis a plumbagina apos
24 horas de exposi¢cdo, com parametros de mortalidade alterados, embora o

padram de reproducao ndo tenha sido alterado.

Plumbagina foi citotéxica sobre hemdcitos de caramujos adultos de B. glabrata,

demonstrado através da frequéncia de anomalias nucleares;

A exposicdo de de B. glabrata a plumbagina causou danos nucleares aos

hemacitos, com fragmentacéo nuclear variando de 0-4.

Pumbagina apresenta a¢do cercaricida contra cercarias de S. mansoni.

Ainda que a plumbagina se moderadamente toxica contra Artemia salina, é

menos toxica que a niclosamida.
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Graphical Abstraci Texp pdf ~ Graphical Abstract 6.8 KB
Text
Craphical Abstract Graphical Abstract 354 KB
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Abstract BACKGROUMD: Snails of the genus Biomphalaria spp are

intermediate hosts of Schistosoma mansoni, the main etiological
agent of schistosomiasis mansani, which affects about 240
million people in tropical and subtropical regions of the world.
Besides the treatment of the infected and adequate sanitation,
the World Health Organization recommends the population
control of vector snails as a strategy to reduce the prevalence
and incidence of schistosomiasis. In this study, molluscicidal and
antiparasitic activities of plumbagin was evaluated againstthe B
glabrata and cercariae of 5. mansoni

RESULTS: After 24 h of exposure, plumbagin demonstrated
moiluscicidal activity at low concentrations against embryos
(LC90 of 0.84, 1.35, 0.96, 0.70 and 1.06 pg mL-1 for the blastula,
gastrula, trochophore, veliger and hippo stage, respectively} and
adult snails (LC90 of 4.34 pz mL-1). However, there were no
changes in the fecundity or fertility of the exposed snails;
plumbagin increased the frequency of DNA damage and
hemocoyte population, with apoptosis and binucleation being the
main hemocyte alterations. In addition, plumbagin showed a
cercaricidal effect on 5. mansoniin concentration of 1.5 yg mL-1,
while showing low toxicity to A safing.

CONCLUSION: Plumbagin proved to be a promising substance
for the control of B glabrata population, intermediate host of 5.
mansom, as well as the cercariae, infective stage for the man
(definitive host), while being moderate toxic to A salina.
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