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GONCALVES VIEIRA, Cleisa Domingas. ASSOCIACAO
PRAZIQUANTEL/JUGLONA FRENTE A VERMES JOVEM DE SCHISTOSOMA
MANSONI. 2022. 60 péaginas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagcdo em
Biomedicina) - Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

O praziquantel (PZQ) é o unico recurso para tratamento da esquistossomose.
Embora seja eficaz, seguro e de baixo custo ndo € ativo contra fases jovens do
Schistosoma spp, néo previne reinfeccdes e ja existem relatos de cepas com baixa
sensibilidade e/ou resisténcia. Esses achados apontam a necessidade de se buscar
métodos alternativos para o tratamento da esquistossomose. Deste modo, objetivou-
se avaliar, in vitro, a atividade esquistossomicida da associacdo Praziquantel /Juglona
(PZQ/IJGN) contra vermes jovens de Schistosoma mansoni. Os vermes foram
recuperados de camundongos infectados com cercarias da cepa BH, e incubados em
meio RPMI em concentragdes variando de 3,125 yM - 50 uM de JGN, e de 12,5 uM -
200 uM de PZQ, sendo monitorados nos tempos de 3h, 6h, 12h e 24h para avaliagao
da motilidade, mortalidade e danos tegumentares. A taxa de mortalidade em 24 horas
foi utilizada para determinar a Concentracdo Letal 50% (CLso) e, posteriormente,
calcular os Indices de Combinacdo (IC) das associa¢bes entre concentracdes
inferiores a CLsp até a diluicdo de 1/32 CLso. O efeito letal da JGN sobre vermes jovens
foi observado nas primeiras horas na concentragao de 25 uM, apresentado uma CLso
de 8,76 yM em 24 horas. Quando submetidos ao PZQ, todos os vermes tiveram
intensa reducdo da motilidade nas primeiras horas, mas o efeito letal s foi observado
na concentragdo de 200 uM e a CLso ao final de 24 horas foi de 96,57 uyM. A
associacdo PZQ/JGN mostrou indice de Combinacdo (IC) sinérgico em 23 das 25
combina¢cBes avaliadas. Em cinco associacdes 0 sinergismo apresentou taxa de
mortalidade de vermes igual ou superior a 70%. O menor IC foi registrado na
associacao 0,25CLso de JGN e 0,125CLsp de PZQ com indice de reducgéo de dose de
4,70 e 11,49, respectivamente. Podemos concluir que a associa¢cao PZQ/JGN norteia

novas possibilidades para o tratamento da esquistossomose com uso de pequenas



doses individuais combinadas com reducdo dos efeitos adversos, potencializagcéo

terapéutica e eliminacéo das chances de surgimento de cepas resistentes ao PZQ.

Palavras-chave: Esquistossomicida. Juglona. Praziquantel. Associacéo. S. Mansoni.
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ABSTRACT

Praziquantel (PZQ) is the only resource for treating schistosomiasis. Although
it is effective, safe and inexpensive, it is not active against young stages of
Schistosoma spp, does not prevent reinfections and there are already reports of strains
with low sensitivity and/or resistance. These findings point to the need to seek
alternative methods for the treatment of schistosomiasis. Thus, the objective was to
evaluate, in vitro, the schistosomicidal activity of the association Praziquantel/Juglone
(PZQ/JIGN) against young Schistosoma mansoni worms. The worms were recovered
from mice infected with cercariae of the BH strain, and incubated in RPMI medium at
concentrations ranging from 3.125 pM - 50 uM of JGN, and from 12.5 uyM - 200 uM of
PZQ, being monitored at 3h, 6h, 12h and 24h for assessment of motility, mortality and
integumentary damage. The 24-hour mortality rate was used to determine the 50%
Lethal Concentration (LC50) and subsequently calculate the Combination Indices (CI)
of the associations between concentrations below LC50 up to a dilution of 1/32 LC50.
The lethal effect of JGN on young worms was observed in the first hours at a
concentration of 25 uM, presenting an LC50 of 8.76 uM in 24 hours. When submitted
to PZQ, all worms had an intense reduction of motility in the first hours, but the lethal
effect was only observed at the concentration of 200 uM and the LC50 at the end of
24 hours was 96.57 pM. The association PZQ/JGN showed a synergistic Combination
Index (CI) in 23 of the 25 combinations evaluated. In five associations, synergism had
a worm mortality rate equal to or greater than 70%. The lowest Cl was recorded in the
association of 0.25CL50 of JGN and 0.125CL50 of PZQ with a dose reduction index
of 4.70 and 11.49, respectively. We can conclude that the PZQ/JGN association guides
new possibilities for the treatment of schistosomiasis with the use of small individual
doses combined with reduction of adverse effects, therapeutic potentiation and

elimination of the chances of emergence of PZQ resistant strains.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca infecto parasitaria, debilitante, de carater
agudo e cronico, causada pelo parasitas do género Schistosoma. Em escala global
estima-se que cerca de 236.6 milhdes de pessoas sdo portadoras da
esquistossomose, distribuidas em 78 paises. No Brasil a doenca é detectada em todas
as regides onde aproximadamente 43 milhGes de pessoas encontram-se sob risco de
infeccéo e estima-se que, cerca de 2,5 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
Schistosoma mansoni (WHO, 2019; BRASIL, 2017;KATZ, 2018).

O praziquantel (PZQ) é o unico farmaco presente no mercado e indicado pelo
WHO para o tratamento da esquistossomose. E barato e eficaz contra todos as
espécies de Schistosoma, apresenta baixa toxicidade e boa tolerancia, mas apresenta
baixa solubilidade; baixa atividade contra estagios imaturos dos vermes e resisténcia
ou tolerancia, devido ao seu uso repetido em regides altamente endémicas (CIOLI,
2014; SILVA, 2017; HOTEZ et al., 2019).

No entando, o aparecimento de cepas de Schistosoma com baixa sensibilidade
e/ou resisténcia ao PZQ ja foram descritas e identificadas, devido ao uso repeticdo
em regifes endémicas. Também existem relatos de falhas terapéuticas e intolerancia
de pacientes, acarretando a diminuicdo da eficacia do tratamento (Melman et al.,
2009; Olliaro PL,2014). Esses achados apontam a necessidade de se buscar métodos
alternativos para o tratamento da esquistossomose, sendo uma das possibilidades a

associacao do PZQ com outras drogas.

A associacdo terapéutica pode ocasionar melhora da eficacia devido ao
potencial sinérgico ou aditivo de dois ou mais medicamentos. Este recurso é uma
alternativa para o aumento da eficacia terapéutica dos farmacos em varias doencas,
além de retardar, minimizar ou até evitar o aparecimento de resisténcia e diminui

efeitos colaterais e toxicos (WHO, 2001).

Compostos naturais vém sendo estudados e analisados como uma alternativa
terapéutica para o tratamento da esquistossomose. Entre esses produtos as
naftoquinonas foram notadas. Naftoquinonas sao metabdlitos secundarios

produzidos por algas, fungos, plantas com diversas atividades farmacoldgica,
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incluindo atividade esquistossomicida. (THOMSOM,1991; AIRES et al., 2014). A
juglona, sendo uma naftoquinona, se mostra bastante promissora. Muitos estudos
tem mostrado suas propriedades farmacoldgicas (SILVA et al, 2012).
juglona é um composto fendlico, quimicamente denominado 5-hidroxi-1,4-
naftoquinona, produzido por inUmeras espécies de nogueira, incluindo a Juglans
nigra, Juglans regia, Juglans sieboldiana e Juglans cinerea encontrado na casca de
frutas frescas maduras, raizes, folhas e casca (STRUGSTAD et al., 2012).

Embora o mecanismo de acdo da juglona n&do esteja esclarecido,
varias atividades farmacologicas foram comprovadas, incluindo atividades
antineoplasica (Ji, Yu-Bin; Qu, Zhong-Yuan; Zou, Xian 2011), antimicrobianas
(KONG et al.,, 2008), anti inflamatorias (LANDA et al., 2012) anti-hipertensiva
(AHMAD et al., 2019), sedativa (STRUGSTAD et al., 2012), e intensas propriedades
antioxidantes, como supressdo de ROS, quelacdo de ions metalicos e inibicdo
enzimatica (Shuai Chen et al 2021). Como antiparasitario apresentou efeito contra
Toxoplasma gondii (AKERMAN e MULLER, 2005), Trypanosoma cruzi, T. brucei
rhodesiense e Leishmania donovani (SALOMAO et al. 2013) e frente ao
Schistosoma mansoni (PINTO et al., 1977; LIMA et al., 2002; RIBEIRO et al., 2009;
MAGALHAES et al., 2014).

Com base nos dados apresentados acima, é possivel considerar a Juglona
uma opcao terapéutica em associagdo com 0 Praziquantel. Existem poucos
estudos disponiveis sobre a associacdo de medicamentos esquistossomicidas
gue possibilitam um aumento na eficacia terapéutica em relacdo ao tratamento
isolado. Essa associacdo pode ser uma alternativa para diminuir cepas
de Schistosoma resistentes ao mesmo tempo em que preserva o efeito farmacolégico

do praziguantel.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DISTRUBUICAO GEGRAFICA E DADOS GEAGRAFICOS EPIDEMIOLOGICOS

A esquistossomose é uma doenca infecciosa parasitaria, cujo agente
etiologico sao helmintos trematédeo, dioico, do género Schistosoma. Cinco espécies
acometem frequentemente o homem em 78 paises, sdo elas: S. mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi. E também conhecida por
bilharziose, xistose, barriga d'agua ou doenc¢a do caramujo (BRASIL, 2018).

Historicamente, as esquistossomoses originaram-se nas bacias dos rios
Nilo, na Africa, e do Yangtze, na Asia. Ovos de Schistosoma foram encontrados em
visceras de mumias egipcias cuja origem remonta a 1.250 a.C, conforme comprovou
Ruffer, em 1910. Igualmente, existem relatos de que na cidade de Chang-lha, na
China, foram encontrados ovos de Schistosoma japonicum em cadaver de cerca de
2.000 anos (BRASIL, 2014).

Atualmente, mais de 236.6 milhdes de pessoas a nivel mundial encontram-
se parasitadas por uma das espécies de Schistosoma e outras 770 milhdes habitam
areas de risco, 0 que coloca a esquistossomose em segundo lugar entre as doencas
parasitarias, atras apenas da malaria, pela sua importancia e repercussao
socioeconémica (WHO, 2019; MORAES et al., 2019).

A esquistossomose tem ampla distribuicdo geografica, atingindo partes do
Oriente Médio, Américas, Sudeste Asiatico e, particularmente, a Africa Subsaariana
(figura 1) (MCMANUS, et al., 2018). Nas Américas € encontrada em Porto Rico,
Antilhas, Venezuela, Suriname e no Brasil (BRASIL, 2014). Sua distribuicdo
geografica esta intimamente relacionada ao nivel de saneamento e cuidados a saude
publica. Desta forma, fatores ambientais e socioeconémicas como falta de
saneamento basico, abastecimento e tratamento de agua para consumo, rede de
esgoto sanitario, colecfes hidricas (rio, pequenas valas, lagoas, e até pequenas
pocas), baixa escolaridade, favorecem a manutencédo da transmisséo e a propagacao
da doenca (MASSARA, 2008; PORDEUS, 2008).
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Figura 1: Distribuicdo mundial da esquistossomose

B roiccs ou reas de alto risco

Paises ou areas de baixo risco

Fonte: (WHO, 2017).

A esquistossomose chegou ao Brasil junto com os escravos oriundos da
costa ocidental Africana trazidos pelos portugueses, e em funcdo da rota de
navegacao a doenca chegou aos portos de Recife e Salvador. Dos portos de entrada,
a doenca se expandiu inicialmente pelo nordeste brasileiro, formando extensa area de
transmissdo entre os estados do Rio Grande do Norte e da Bahia (FIGURA 2)
(BRASIL, 2014).

Devido a necessidade das espécies de Schistosoma requisitarem
hospedeiros intermediarios adequados, has Américas apenas 0 Schistosoma mansoni
se estabeleceu, uma vez que nessa regido somente sao encontrados caramujos do
género Biomphalaria (BRASIL, 2014).
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Figura 2:Expanséo da esquistossomose nas areas endémicas

B Area endémica inicial (até 1920)

— Expansdo depois de 1920, com o
ano da descobarta do navo foco

Area de transmiss3o endémica

J 200 400 km
Skt

Fonte:( Brasil, 2014)

A esquistossomose esta presente no Brasil de forma mais intensificada em 19
Unidades Federadas. S&o areas com transmissao endémicas que compreendem o0s
Estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe,
Espirito Santo e Minas Gerais, com predominancia no norte e nordeste deste estado.
No Par&, Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana,
Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmisséao € focal, ndo atingindo
grandes areas (FIGURA 3) (BRASIL, 2021).
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Figura 3: DistribuicAo da esquistossomose segundo a média do percentual de
positividade por municipios. Brasil, 2009-2020.

Sem informagao

., / 0 250500 1,000
47— Km
N et Sistemas de coordenadas geograficas
e 2 Datum Horizontal: WGS84

Fonte:https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de

conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2021/boletim especial doe

ncas negligenciadas.pdf. Acesso em 28.09.2022

Em 2017, as regibes endémicas do Brasil foram responsaveis com cerca
de 91,3% dos casos de esquistossomose (BRASIL, 2019). Entre os estados atingidos
pela doenca, 0s que apresentam maior incidéncia séo os estados de Bahia com 3.226
casos (50,41%), Pernambuco com 1442(22,53%) e Sergipe com 559 casos (8,74%)
(SOBRINHO et al., 2020).
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Em Pernambuco, dos 185 municipios, 103 sdo considerados endémicos
(DUBEUX et al., 2019; JUNG et al., 2019; WHO, 2019; BRASIL, 2017), a maioria
localizados nas zonas da mata norte e Sul e na Regido Metropolitana (DUBEUX et al.,
2019).

A migracdo da populacdo portadora da esquistossomose para 0s centros

urbanos e areas litoraneas tém sido apontadas como um dos fatores de propagacao
da doenca (BARBOSA et al., 2000). A ocupacao nas periferias das cidades associada
a falta de saneamento basico facilita o aparecimento de criadouros de caramujos
infectados, aumentando as chances de contato da 4gua contaminada com o homem,
facilitando assim a propagacao da doenca (GOMES et al., 2014). Exemplo desse
cenario foi registrado nas praias de Itamaraca, Piedade (Jaboatdo dos Guararapes) e
Porto de Galinhas (municipio de Ipojuca-PE), todas na regido metropolitana do Recife,
0 que vem causando impacto na populacdo dos municipios afetados (BARBOSA et
al., 2000).
Em 2000, na praia de Porto de Galinhas, foram registrados 662 casos de
esquistossomose (BARBOSA et al., 2001). Uma nova pesquisa foi realizada em 2010,
e foram diagnosticados 425 novos casos de esquistossomose (BARBOSA et al.,
2011).

2.2 O PARASITO: Schistosoma mansoni

221 ASPECTOS MORFOLOGICOS DE SCHISTOSOMA MANSONI NOS
DIFERENRES ESTAGIOS EVOLUTIVOS.

O género Schistosoma possui diferentes estagios de desenvolvimento
(vermes adultos, ovos, miracidios, esporocistos, cercarias e esquistossémulos), cada

um deles com caracteristicas particularidades (SOUZA et al, 2011)
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Figura 4: Estagio evolutivo do Schistosoma mansoni (A - Vermes adultos, B -
miracidio, C — Ovo, D- esporocisto, E- Cercaria, F - esquistossdémulo).

Fontes: (A, B. C, D. BRASIL,2014) (E, F; COELHO E CARVALHO, 2008)

Ovo

O ovo (Fig. A) mede cerca de 150 micrémetros de comprimentos por 60
micrémetros de largura, apresenta formato oval e um espiculo lateral na parte mais
voltada para tras. Quando maduro apresenta o miracidio formado no seu interior, que
usualmente € encontrada nas fezes, seu tempo média de vida é de 4 dias, nos tecidos

0 seu tempo de meia vida € de aproximadamente 20 dias (Brasil, 2014).

Miracidio

O miracidio (Fig. B), representa a primeira forma larvaria do S. mansoni,
sobrevive até 24 horas na agua, em temperatura adequada. E mével, e possui um
formato oval revestido por numerosos cilios que revestem sua delgada cuticula ao seu
sistema muscular, mede em torno de 150 a 170 mm de comprimento e de 60 a 70 mm
de largura (BRASIL, 2014; KATZ, 2003)
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Vermes Adultos

Os vermes adultos de S. mansoni/ (Fig. C) é de cor esbranquicada ou
leitosa, habitam preferencialmente as vénulas tributarias do sistema porta,
especialmente das veias mesentéricas superiores e inferiores, do plexo hemorroidéario
e mesmo da porc¢do intra-hepatica da veia porta, a copula ocorre quando a fémea se
aloja no canal ginecoforo do macho (BRASIL, 2014).

O macho mede de 6,5 mm a 12 mm de comprimento por 1mm de largura,
achatado e com um aspecto cilindrico. A fémea € mais fina que o macho, € cilindrica,
com as extremidades mais afiladas e o comprimento duas vezes maior (KATZ;
ALMEIDA, 2003).

Esporocistos

O esporocisto (fig. D) se apresenta em formato de tubo envelopado repleto
de células germinativas em multiplicacdo. E movel e se apresenta em 3 tipos: primario,
secundario e terciario (CAVALCANTI, 2008; NEVES, 2016).

Cercéria

A cercaria (fig. E) é a segunda fase de vida livre do parasito. E uma larva
com corpo e cauda, adaptada a vida aquatica. Mede cerca de 0,2 mm de comprimento
por 0,07 mm de largura e a cauda, aproximadamente 300 mm. E na forma de cercarias
(chamadas furcocercarias, por apresentarem a cauda bifurcada) que o S. mansoni
infecta o0 homem, o hospedeiro definitivo (KATZ; ALMEIDA, 2003; BRASIL, 2014).

Esquistossémulo

O esquistossémulo (fig. F) € a fase de transicdo de um organismo de forma
livre para um organismo de forma parasitaria. A cercaria perde a sua cauda ao
penetrar no hospedeiro e se transforma em esquistossémulo. O esquistossémulo é
mais permeavel a agua devido a auséncia de Glicocalix (LOVERDE, 2019;
CAVALCANTI, 2008).

Vermes Jovens
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Ap6s 21 dias de infeccdo, o0s esquistossomulos pulmonares se
transformam em vermes jovens. Vermes esses que apresentam aspecto vermiforme
similares aos vermes adultos, porém ainda com seus sistemas bioldgicos imaturos
(NEVES et al., 2011a). Os vermes jovens possuem na regiao anterior duas ventosas:
oral e ventral/acetabulo. O sistema digestivo comeca na boca, proximo a ventosa oral,
seguido pelo es6fago e posteriormente existe um ceco ramificado. Os machos
possuem dois lobos testiculares e uma curvatura dorsoventral no corpo, enquanto as
fémeas tém o Gtero rudimentar (Figura 10) (TEIXEIRA et al., 2008).

2.2.2 HOSPEDEIRO

O Schistosoma mansoni tem um ciclo biolégico do tipo heteroxénico que
envolve um hospedeiro definitivo (homem), e um hospedeiro intermediario (molusco)
(KATZ, ALMEIDA. 2003). Em condicbes ambientais, o Schistosoma mansoni pode
infectar roedores, primatas, marsupiais, ruminantes e carnivoras silvestres, porém nao
existem evidéncias concretas da importancia epidemiolégica destes reservatorios
(VITORINO, R et al., 2012).

Os hospedeiros intermediarios do S. mansoni sdo moluscos planorbideos
do género Biomphalaria (VITORINO, R et al, 2012). Dentre as varias espécies deste
género a B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea sao potencialmente adaptadas ao
S. mansoni e possuem importancia epidemiolégica (Figura 4) (CARVALHO, OS,
COELHO, et al., 2008). Outras espécies como B. peregrina, B. amazbnica, B.
schrammi, B. intermedia, B. oligoza, B. occidentalis, B. kuhniana, B. cousini séo
consideradas hospedeiras em potencial desse trematddeo, pela possibilidade de

serem infectadas experimentalmente (BRASIL, 2014).
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Figura 5: Espécie de Biomphalaria glabrata (A), Biomphalaria straminea (B),
Biomphalaria tenagophila(C)
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Fonte:( BRASIL, 2014)

A Biomphalaria glabrata é a espécie que mais favorece o desenvolvimento
do S. mansoni pela sua capacidade de sobrevivéncia em condicbes ambientais
criticas, pela sua elevada taxa de positividade, e por suas caracteristicas biologicas
favoraveis (BRASIL, 2014).

A Biomphalaria tenagophila e a Biomphalaria straminea sao também
importantes, sendo a primeira espécie encontrada principalmente no sul do pais,
estado de Sao Paulo e Sul da Bahia e a segunda encontrada em quase todas as
bacias hidrograficas do pais. A Biomphalaria tenagophila é a espécie que apresenta

a menor taxa de infeccao natural pelo S. mansoni (Brasil, 2014).

2.2.3 CICLO BIOLOGICO

O ciclo biolégico do S. mansoni é do tipo heteroxénico. No hospedeiro
definitivo, os vermes adultos acasalam nos vasos do sistema porta-hepatico, e
seguem para 0S vasos mesentéricos onde ocorre a postura dos ovos. Ao
atravessarem a parede do intestino, os ovos alcancam a luz intestinal e sdo envolvidos
pelo bolo fecal e eliminados (SOUZA et al, 2011).

Os ovos de Schistosoma mansoni contido no material fecal e em contacto
com a agua, e sob luminosidade solar, temperatura alta e boa oxigenacao, liberam

uma larva ciliada de vida livre, chamada miracidio. Os miracidios, apds a ecloséo, por
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algumas horas nadam ativamente em circulos para encontrar o hospedeiro
intermediario, a penetracdo do miracidio no interior do molusco hospedeiro
intermediario é facilitada por quimiorreceptores localizados em suas fibras nervosas
gue sdo capazes de reconhecer substancias histoliticas sintetizadas e excretadas
junto ao muco produzido pelo caramujo e das enzimas secretadas pelas glandulas
cefalicas capazes de digerir queratina epidérmica (HAAS, 1995 e BOROS D L, 1989).
O tempo total de penetracao é de 10 a 15 minutos.

Seguindo a penetracdo do miracidio no caramujo ocorre a modificacdo de
sua camada ciliada e componentes externos, apresentando somente um saco
alongado, estrutura essa denominada de esporocisto | (primario ou méae), essa
estrutura aloja células germinativas que posteriormente se diferenciam em
esporocistos secundarios por um processo de poliembrionia e ao alcancarem as
glandulas digestivas do caramujo se transformardo em cercarias. Geralmente, cada
miracidio, gera cerca de 100 mil a 300 mil cercarias do mesmo sexo. Normalmente
esse ciclo no hospedeiro intermediario ocorre em um periodo de trés a cinco semanas
(BOYLE et al., 2003; GRYSSELS et al., 2006).

As cercéarias saem através da formacdo de vesiculas no tegumento do
molusco, que se rompem e as liberam, na agua nas horas mais quentes e luminosas
do dia. A sobrevivéncia das cercérias ha agua € limitada a pouco mais de dois dias,
muitas morrem nos primeiros momentos, outros algumas horas depois da libertacéo
do hospedeiro intermediario. Na sua forma livre, nhadam ativamente ao encontro do
hospedeiro definitivo. Ao alcancarem a pele do homem, fixam-se entre os foliculos
pilosos com auxilio de suas duas ventosas e penetram ativamente gracas aos seus
movimentos ativos e a acdo das secrec¢des histoliticas das glandulas de penetracéo.
A penetracdo se da em aproximadamente 15 minutos, levando a irritacdo da pele
(SOUZA et al., 2011).

Depois de atravessar a pele, a cercaria passa a ser chamada de
esquistossémulo, esses penetram em vasos linfaticos ou vasos sanguineos do
hospedeiro. Alguns deles sao vencidos pelo sistema imunolégico humano, outros
conseguem chegar ao coracdo e pulmdes, e no figado se alimentam e tornam-se
vermes adultos (KATZ, ALMEIDA, 2003). No organismo humano o verme alcanca a

maturidade por volta do 35° dia apds a penetracéo da cercaria. (Pordeus et al, 2008).
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Com o ciclo evolutivo completo os vermes migram para 0S Vvasos
mesentéricos do hospedeiro e iniciam a oviposicdo (Figura 6) (KATZ, ALMEIDA,
2008).

Figura 6:Ciclo biolégico de Schistosoma mansoni
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Fonte: Centro de Controle de Doencas, 2017.

https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

2.3 PATOGENIA DA ESQUISTOSSOMOSE

A forma clinica da esquistossomose varia de acordo com a carga
parasitaria, deposicao continua dos ovos nos 6rgaos e do sistema imunoldgico do
hospedeiro (BRASIL, 2014).

A esquistossomose mansoni pode se manifestar de forma aguda ou
crbnica. ApGs o contato infectante, alguns pacientes queixam-se de manifestacdes
pruriginosas na pele, de rapida duracdo, que quase sempre cedem espontaneamente.
Esta manifestacao clinica é conhecida como dermatite cercariana. Caracterizado por
presenca de micropapulas eritematosas e pruriginosas semelhantes a picadas de

inseto e eczema de contato, alguns individuos também descrevem um quadro de
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forma toxémica ou febre de Katayama pode ser desenvolvido (BRASIL, 2014).
sintomas agudos da doenca geralmente aparecem de 4 a 10 semanas ap6s uma forte
exposicdo a cercarias, coincidindo com a fase migratéria e de maturacdo do parasito
nos pulmdes e figado, e maturacdo dos vermes fémeas e machos ou oviposi¢cao nas
veias mesentéricas (D L Boros, 1989). Apresenta-se sob forma leve, com diarreia,
febre leve, cefaléia, sudorese, astenia, anorexia e emagrecimento. Pode ainda ter
inicio abrupto, como calafrios, sudorese, astenia, anorexia, mialgia, tosse e diarréia
(as vezes, disenteria, acompanhada de dores abdominais e distensdo do abdome).
ManifestacGes de hipersensibilidade como urticaria, prurido generalizado, edema da
face, placas eritematosas ou lesdes purpuras também podem ocorrer (PRATA, AR., e
COURA, JR, 2008). Esses sintomas sao transitorios e desaparecem
espontaneamente pela transicdo da doenca para fase cronica (DL Boros, 1989).
Alguns pacientes desenvolvem na fase aguda, quadros clinicos mais graves com

ictericia, coma ou abdémen agudo (fase aguda toxémica).

A doenca alcanca a fase crénica a partir dos seis meses apos a infeccao,
podendo evoluir por muitos anos, podendo se manifestar nas formas intestinais,
hepatointestinal, hepatoesplénica ou neurolégica com sintomatologias dependendo
dos 6rgéos acometidos e da intensidade da carga parasitaria, pacientes que evoluem
das formas agudas para as formas cronicas usualmente apresentam modulacao
satisfatoria do granuloma, isto €, o granuloma necrético-exsudativo da forma aguda
transforma-se em um granuloma produtivo com menor numero de células
inflamatorias, sem area de (PORDEUS et al., 2008; BRASIL, 2014).

A principal complicacdo da esquistossomose mansoni é a hipertenséo
portal, que nos casos avancados se caracteriza por hemorragia, ascite, edema e
insuficiéncia hepética severa, casos que quase sempre evoluem para obito, pois,
apesar do tratamento, a fibrose e a cirrose que acontecem em torno do granuloma
sdo irreversiveis (BRASIL, 2014).

2.4 TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE
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Atualmente o tratamento da esquistossomose recomendado pelo WHO
ocorre apenas com o uso do praziquantel (PZQ). Este farmaco € uma pirazino
isoquinolina com amplo espectro de atividade contra trematédeos e cestddeos (Figura
7) (NOVAES et al,.1999).

Praziquantel é eficaz contra S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S.
intercalatum e S. mattheei (GONNERT & ANDREWS, 1977; ANDREWS; DOENHOFF
et al. 2002), atua em diferentes formas clinicas, porém estudos confirmaram que os
estagios imaturos da S. mansoni sdo em grande parte refratarias aos efeitos do
praziquantel (BOTROS.S et al 2005).

O mecanismo de acéo do praziquantel deve-se a inibicdo da bomba Na+,
K+ no tegumento dos vermes adultos de Schistosoma, aumentando a permeabilidade
da membrana do helminto a certos cations monovalentes e divalentes, principalmente
o calcio que leva a intensificacdo da atividade muscular, seguida por contracédo e
paralisia espastica. Como consequéncia, os helmintos se separam dos tecidos do
hospedeiro e sdo rapidamente deslocados das veias mesentéricas para o figado
(CARVALHO et al., 1999).

O praziquantel afeta a permeabilidade da membrana celular resultando na
contracao dos vermes e causando a vacuolizacéo e desintegracédo do tegumento. Os
efeitos secundarios sdo a inibicdo da captacdo de glicose, reducdo dos niveis de
glicogénio e estimulacéo da liberacédo de lactato. (DRUGBANK, DB01058).

Diversos efeitos colaterais foram relatados com o uso do praziquantel,
efeitos estes podem estar ligados a forma clinica da doenca (DAYAN, 2003). Os
efeitos adversos mais relatados séo: febre, calafrios, dores no corpo, cansaco, mal-
estar, problemas cardiovasculares, convulsées, cdlicas estomacais e constipacéo
(IBM, MICROMEDEX, 2022).
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Figura 7:Estrutura quimica de Praziquantel

Fonte: (Drugs bank, DB01058) Acess0:30/09/2022
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Ao longo dos anos, diversos casos de resisténcia do S. mansoni ao
praziquantel foram relatados (FALLON et al. 1994; ISMAIL et al. 1996; DOENHOFF et
al.,, 2002). Um dos mecanismos propostos para a resisténcia do S. mansoni ao
praziquantel é a inducdo de proteinas ATP-binding cassete (ABC) envolvidos no
transporte de toxinas e xenobidticos que pode sustentar a resisténcia natural de
vermes jovens natural (CUPIT et al., 2015), estes expressam niveis basais maiores,
aproximadamente 2,5 vezes do que os dois transcritos de genes transportadores de
ABC que codificam Sm MRP1 e SMDR 2 dos vermes adultos (HINES-KAY el al., 2012;
KASINATHAN et al., 2012).

A disponibilidade apenas do praziquantel para tratar a esquistossomose,
somado ao aparecimento de cepas de Schistosoma resistentes coloca em risco o
tratamento e sinaliza a necessidade de se buscar novos farmacos para essa
parasitose (KUSEL et al.,1999, DOENHOFF et al., 2002, FENWICK et WEBSTER,
2006).

2.5 JUGLONA

Juglona, também quimicamente denominada 5-hidroxi-1,4-naftoquinona
(Figura 8) é uma naftoquinona natural encontrada na casca de frutas frescas maduras,
raizes, folhas e casca de plantas das espécies Juglans nigra L., Juglans regia L.,
Juglans cinerea L, Juglans sieboldiana L., pertencentes a familia Juglandaceae
(STRUGSTAD et al., 2012). Dentre as espécies vegetais, a J. nigra L. € a mais

utilizada na extracéo de juglona devido a maior concentragdo do composto nas suas
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partes anatdmicas (MARYON et al., 2012). Também pode ser encontrada em Carya
ovata, Proteaceae, Caesalpiniaceae e Fabaceae (AHMAD, 2019).

Figura 8:Estrutura quimica da Juglona

Fonte: Alamy Stock Vector, 2021. Acess0:30/09/2022
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A juglona apresenta diversas propriedades biolégicas descritas na
literatura. Tem propriedades anticancerigenas (JI, YU-BIN; QU, ZHONG-YUAN; ZOU,
XIANG, 2011), antimicrobianas (KONG et al., 2008), anti-inflamatoérias (LANDA et al.,
2012) anti-hipertensiva (AHMAD, 2019), sedativa (STRUGSTAD et al., 2012) e
demonstra intensas propriedades antioxidantes, como supressao de ROS, quelacao
de ions metalicos e inibicdo enzimatica (SHUAI. C et al., 2021).

Como anti-inflamatéria a juglona reduz a producdo de citocinas
inflamatorias IL-1B3 e IL-18, suprimindo seus niveis de transcricdo e traducdo bem
como clivagem mediada por caspase-1 para suas formas ativas (KIM, NAM-HYUN et
al., 2020). Sua propriedade antitumoral é atribuida a sua habilidade de sofrer reacfes
reversiveis de oxidacao e reducéo, podendo induzir morte celular através da formacao
de radicais livres por meio do radical semiquinona, sendo este responsavel pela
producdo dos anions superéxidos (JI, YU-BIN, QU, ZHONG-YUAN. ZOU, XIANG,
2011).

A atividade antiparasitaria da juglona foi observada co ntra os protozoarios
Toxoplasma gondii (AKERMAN et MULLER, 2005), Trypanosoma cruzi, T. brucei
rhodesiense e Leishmania donovani (ELLENDORF et al., 2015). Além disso, a juglona
também mostrou atividade antihelmintica sobre Hymenolepis nana (DAMA , JADHAV,
1997), Meloidogyne spp., nematoéide frequente em cultivos de Arachis hypogaea L.
(amendoim) (DAMA et al.,, 1999) e vermes adultos de S. mansoni (cepa LE)
(MAGALHAES et al., 2014). Também mostrou atividade em ensaios envolvendo
moluscos adultos de Biomphalaria (SAY, 1818), ( RIBEIRO et al., 2009).
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Além da juglona, outra naftoquinona, a [3-lapachona, foi identificada como
um promissor composto esquistossomicida. In vitro, levou a mortalidade de 100% dos
vermes adultos em 24 horas, além de provocar dano no tegumento, caracterizado por
reducdo de espiculos, formacdo de bolhas, descamacao e erosdo (AIRES et al.,
2014a). In vivo, a R-lapachona quando administrada em camundongos albergando
diferentes estagios de desenvolvimento do S. mansoni (esquistossdmulos de pele,
esquistossomulos pulmonar, vermes jovens e vermes adultos) reduziu
significativamente a carga de vermes e ovos e no tecido hepético reduziu a densidade
numérica e o diametro médio de granulomas (AIRE et al., 2014b).

Sao poucas as informacgOes cientificas disponiveis sobre associacdo de
medicamentos esquistossomicidas que proporcionam um aumento da eficacia
terapéutica em relagcdo a monoterapia. Poucos ensaios clinicos tém avaliado
associacfes de praziquantel com outros compostos esquistossomicidas, como o
praziquantel-oxamniquine, praziquantel-artemisinina e praziquantel-mefloquina (CUI
L, SU XZ, 2009; UTZINGERt J et al, 2013; KEISER, J et al, 2011).

Considerando a atividade esquistossomicida das naftoquinonas € possivel
considerar a Juglona uma droga atraente a terapia medicamentosa em associacao ao
Praziquantel. Essa associacdo pode ser um tratamento alternativo para cepas de
Schistosoma resistentes ao mesmo tempo em que preserva o efeito farmacologico do

praziquantel.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar, in vitro, a atividade esquistossomicida da associagdo do
Praziquantel com Juglona (PZQ/JGN) contra vermes jovens de Schistosoma mansoni.

3.2 Objetivos Especificos

= Determinar as concentracfes letais médias (LCso) do PZQ e JGN frente

a vermes jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni.

= Determinar as concentragdes sinérgicas da associagao PZQ/JGN com

atividade esquistossomicida sobre vermes jovens de S. mansoni.
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideracdes éticas

Toda a parte experimental foi iniciada apds a devida autorizacdo dada pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco-UFPE, sob o processo de nimero n° 0062/2020.

4.2 Animais e parasitos

Foram utilizados camundongos fémeas, Swiss (Mus musculus), pesando
30 - 35¢g, com 35 dias de idade, fornecidos e mantidos no biotério do laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami - LIKA, recebendo agua e ragéo ad libitum, a temperatura
ambiente de 25°C e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Foi utilizada a cepa de Schistosoma mansoni, Belo Horizonte — Minas
Gerais (BH), mantida no moluscério da Disciplina de Parasitologia, da Area
Académica de Medicina Tropical da UFPE através da passagem sucessiva do parasito

entre caramujos da espécie B. glabrata e caramujo.

4.3 Infeccdo de caramujos do género Biomphalaria glabrata com miracidio de

Schistosoma mansoni.

Fezes de camundongos infectados foram coletadas e tratadas de acordo
com a técnica de sedimentacéo espontanea. Apos este procedimento, o sedimento foi
exposto a iluminacdo e a temperatura de 28°C, para eclosdo dos miracidios de S.
mansoni, 0s quais foram postos em contato com caramujos, permanecendo exposto
a luz e ao calor por aproximadamente duas horas. Apds infeccéo, os moluscos foram
postos em aquarios com agua declorada e livres de exposicdo luminosa (STANDEN,
1952).

4.4 Infeccdo de camundongos Mus musculus com cercarias de S. mansoni
Os moluscos da espécie B. glabrata em meio aquatico e sob exposicao a
luz, tém a capacidade de eliminar cercarias através de seus tecidos moles. Apd6s a

obtencao de uma suspenséo cercariana, 0s camundongos previamente anestesiados
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com Xilazina e Ketamina, foram infectados por via percutanea com uma fracdo da
suspensao, contendo em média 120 cercérias. Os animais permaneceram em contato
com a suspensao cercariana por 30 minutos e sob luminosidade artificial para facilitar
a penetracao das cercarias. Recuperados do processo anestésico, 0s animais foram

devolvidos para suas respectivas gaiolas.

4.5 Drogas
Praziquantel(2-(cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7-11b-hexahydro-4H-
pyrazino(2,1a) isoquinolin-4-one) produzido e obtido pela Sigma Aldrich Corporation
Juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) produzido e obtido pela Sigma Aldrich

Corporation

4.6 Avaliacdo esquistossomicida da associacdo Praziquantel/Juglona

(PZQ/JGN) sobre vermes jovens de Schistosoma mansoni

> Avaliacdo da susceptibilidade in vitro dos vermes jovens de S. mansoni
(cepa BH) frente a Juglona (JGN) e praziquantel (PZQ) e determinacéao da
Clso

Apés 21 dias de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Por meio da perfusdo do sistema porta hepatico e vasos
mesenteéricos, 0s vermes jovens foram recuperados e lavados em meio RPMI-1640
acrescido de HEPES 20 mM em pH=7,5 havendo suplementacdo com penicilina (1000
mL/L), estreptomicina (100ug/mL) e soro bovino fetal a 10%. Em seguida, vermes
machos foram transferidos para placas de cultura de tecidos contendo 2 mL de meio.
Cada poco recebeu dois pares de vermes (n=8) e em seguida foram incubados a 37°C,
em atmosfera umida contendo 5% de COo.

Apbs um periodo de 2 horas de adaptacdo ao meio, JGN e PZQ foram
adicionados ao meio em concentragdes entre 3,125 uyM - 50 uyM para Juglona e entre
12,5 uM - 200 pM para PZQ. Os vermes foram mantidos em cultura por 24 horas e
monitorados, utilizando microscépio invertido, nos intervalos de tempos 3h, 6h, 12h e
24 h para avaliagdo da motilidade, alteracbes no tegumento e taxa de mortalidade. A

morte dos parasitos foi definida como a auséncia de movimento durante pelo menos
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2 minutos de avaliagdo continua (MANNECK et al.2010). Todos os experimentos

foram realizados em quadruplicada e repetidos pelo menos duas vezes.

4.7 Estudos de combinacé&o de drogas
A atividade esquistossomicida da associacdo JGN/PZQ frente aos vermes
jovens de S. mansoni foi determinada a partir da utilizacdo de diferentes

concentracdes de JGN e PZQ, variando desde a metade da CLsp até uma diluicdo de
1
32CLsg de ambos. A associacdo JGN/PZQ foi introduzida de modo simultaneo em

placas de 24 pocos para uma avaliacdo de 24h nos intervalos de 3h, 6h, 12h e 24h.
As placas foram incubadas em estufa a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de
CO:..

O indice de Combinacéao (IC) foi calculado usando o software CompuSyn.
De acordo com Chou, é considerada uma atividade sinérgica entre as drogas se o IC
for menor que 1, atividade aditiva entre as drogas se o IC for igual a 1 e atividade

antagobnica entre as drogas se o IC for maior que 1 (CHOU, 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da Susceptibilidade In Vitro de Vermes Jovens de S. mansoni
Frente a Juglona e Praziquantel

A juglona causou mortalidade e interferiu progressivamente na motilidade
de vermes jovens de S. mansoni. Os efeitos esquistossomicidas observados foram
concentracao e tempo dependentes.

Utilizou-se como controles negativos vermes jovens cultivados em meio de
cultura com DMSO a 1,6%. Os vermes permaneceram com movimentos tipicos,
exibindo peristaltismo dos 0Org&os internos, ventosas em movimento, aderindo ao
fundo e/ou a lateral da placa de cultura e tegumento integro durante todo experimento.

Na tabela 1, sdo apresentadas a susceptibilidade dos vermes jovens de
Schistosoma mansoni (cepa BH), controles e tratados com diferentes concentracfes

de juglona ao longo de 24 horas. Apds 3 h, as concentra¢gbes de 25 pM e 50 uM
tiveram efeito esquistossomicida maximo. No mesmo tempo, a concentracéao de 12,5
MM reduziu a motilidade dos vermes e induziu mortalidade de 20%, alcancando 90%
dos vermes em 24h. Ao final da analise de 24 horas, foram evidenciadas reducéo de
motilidade. A CLso foi determinada em 8,76 pM.

A juglona apresentou efeitos sucessivos ao tegumento dos vermes
jovens, sendo verificado bolhas em todo corpo, coloracdo alterada, aspecto

granuloso no interior do verme, nas primeiras trés horas de incubacdo. Os danos
observados se tornaram criticos de acordo com a concentracdo e o tempo decorrido,
sendo percebido 0 aumento no numero e tamanho de bolhas, rupturas do

tegumento, edema e modificacbes da estrutura topografica dos vermes.
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Tabela 1- Avaliagéo in vitro do score de motilidade, em percentagem, de vermes
jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni, expostos a diferentes concentracdes de
juglona durante 24 horas

Score de motilidade de vermes jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
JUG 3 21 0 3 2 10 3 2 10 3 21 0
Controle 100 100 100 100
Meio
50 uM 100 100 100 100
25 uM 100 100 100 100
12,5 uM 35 130 20 15 1 3 35 10 20 3 35 55 90
5 5 5 5
6,25 UM 85 15 70 1 1 15 20 3 30 10 1 35 45
0 5 5 5 5
3,125 uM 100 100 7% 15 5 5 2 15
0
CLso = 8,76 uM

(3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imével, porém

vivos; (0) Mortos.

O efeito espastico do PZQ sobre a musculatura do verme foi evidenciado

desde as primeiras horas, mantendo o verme imével e encurtado com movimentagao

discreta apenas nas ventosas até 12 h de exposicédo ao PZQ. A mortalidade de vermes

foi registrada com 24 horas de observacao, mas nao foi alcancado o efeito maximo.

Com a maior concentracdo a mortalidade foi de 88% (Tabela 2). O tegumento dos

vermes, ao longo do tempo, apresentou formacdes bolhosas, algumas intactas e

outras nitidamente rompidas, a coloracdo também apresentou alteracées tornando-se

escura.
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Tabela 2 - Avaliagéo in vitro do score de motilidade, em percentagem, de vermes
jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni, expostos a diferentes concentracdes de
praziquantel durante 24 horas.

Score de motilidade de vermes jovens (21 dias) de Schistosoma mansoni durante 24h (%)

Grupos 3h 6h 12h 24h
PZQ 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0 3 2 1 0
Controle 100 100 100 100
Meio
200uM 100 100 100 12 88
150uM 100 100 100 32 68
100uM 100 100 100 40 60
75uM 100 100 100 46 54
50 uM 100 100 100 99 1
25 uM 100 100 100 100
12,5 uM 100 100 100 100

CL50 = 96,57 uM

3) Movimento completo do corpo; (2) Movimento parcial do corpo; (1) Imovel, porém

vivos; (0) Mortos.

5.2 Efeito da combinacdo PZQ-JGN contra vermes jovens de Schistosoma

mansoni (cepa BH)

A associacdo entre concentracbes menores que a ICso de JGN e PZQ
demonstrou sinergismo em 23 das 25 combinacfes frente a vermes jovens de S.
mansoni.

Os melhores resultados dentre as 25 combinagfes de diluicbes da LCsyo,
variando de % a 1/32, expressos em percentagem de vermes mortos, indice de

Combinacéo e indice de Reduc&o de Dose (DRI) s&o mostrados na tabela 3. O indice
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de combinacao (IC) representa quanto sinérgica é a associa¢cdo. Quando o IC é menor
gue um (IC<1) indica que a associacao é sinérgica. Também €& necessario levar em
consideracdo o efeito que a combinacdo das drogas obteve na determinada
proporcao, ou seja, uma relacdo entre a preservacao das drogas e o efeito que
obtiveram juntas. O DRI representa o grau de reducao da concentracao de uma droga
na associagao, uma relacao entre a concentragao reduzida utilizada na associacao e
0 quanto seria necessario para atingir o mesmo efeito que obteve na combinacéo, em
seu uso isolado.

Levando em consideracao o percentual de mortalidade de vermes jovens
com valor igual ou superior a 70%, cinco associa¢cdes JGN-PZQ foram identificadas
com IC variando de 0,59 a 0,29 e DRI de 2,35a 9,75 paraa JGN e 3,02 a 11,47 para
o PZQ.

O menor IC foi registrado na associacdo 0,25CLso de JGN e 0,125CLso de
PZQ com DRI de 4,70 e 11,49, respectivamente.

Tabela 3 - Efeito da associacdo Juglona e Praziquantel sobre vermes jovens de S.
mansoni (21 dias) apos 24 horas.

Verme Jovens

Razéao Testada JGN + PZQ* DRI
JGN PZQ (% de Vermes IC JGN PZQ
Mortos)
0.25CL50 0.5CL50 2.19+ 48.28 (76%) 0.50 5.08 3.19
0.5CL50 0.25CL50 4.38+ 24.14 (70%) 0.59 2.35 5.74
0.25CL50 0.25CL50 2.19 + 24.14 (73%) 0.37 4.87 6.04
0.25CL50 0.125CL50 2.19 +12.07 (70%) 0.29 4.70 11.49
0.125CL50 0.5CL50 1.09 + 48.28 (73%) 0.43 9.75 3.02

*Valores de concentragdo expressos em pM.

IC = Valor de indice de combinag¢&do (menor que 1 indica sinergismo)
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6 DISCUSSAO

O praziquantel é o Unico farmaco disponivel para tratamento da
esquistossomose e responsavel pelo controle desta parasitose. Apesar disso, das
290,8 milhdes de pessoas que necessitaram de tratamento preventivo, apenas 33 %
receberam tratamento com PZQ, em 2018 (WHO, 2022). H4, no entanto, uma
tendencia de que o uso do PZQ aumente, devido as campanhas de administracdo em
massa de medicamentos direcionadas a idade escolar (WHO,2019). Com o aumento
da frequéncia do tratamento, inevitavelmente, elevara a pressdo do medicamento e,
consequentemente, o risco de disseminagao da resisténcia ao PZQ. Até o momento,
ja foi observada suscetibilidade reduzida de isolados de S. mansoni e S. haematobium
ao PZQ (WANG et al, 2012). Soma-se a este cenario a baixa susceptibilidade dos
vermes jovens, ndo sendo possivel tratar os individuos no inicio da infeccao, sendo
necessaria a espera do desenvolvimento completo do verme para seguir com 0
tratamento; portanto, o PZQ nao pode prevenir populacdes em risco de (re)infeccéo,
sendo isso uma grande lacuna em termos de intervencdo terapéutica (KAMEL;
BAYAUMY,2017).

Até o momento, nenhuma nova opc¢ao terapéutica para tratar a
esquistossomose chegou ao mercado. Diante desse fato, em sua programacéao para
eliminar a esquistossomose como problema de saude publica até 2030, a
Organizacdo Mundial da Saude pede o desenvolvimento de novas intervencoes,
incluindo alternativas ao PZQ (WHO, 2020).

Os compostos naturais vém sendo estudados e analisados como uma
alternativa terapéutica para o tratamento da esquistossomose. Neste contexto as
naftoquinonas tem se destacado. Naftoquinonas sdo metabdlitos secundarios
produzidos por algas, fungos, plantas e animais com diversas atividades, como:
antineoplasica, antimalarica, esquistossomicida, antiviral, anti-inflamatorio,
anticancer, leishmanicida, fungicida e bactericida. (THOMSON,1991; SANTANA et al.,
1980; BRAGA e SANTANA, 2003; HUSSAIN et al., 2007; AIRES et al., 2014).

A Juglona é uma naftoquinona, extraida de caules, folhas e sementes, das

espécies juglans nigra |., Juglans regia L., Juglans cinérea L., Juglans sieboldiana, da
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familia Juglandaceae. Apresentando diversas atividades bioldgicas, o extrato de
juglona tem sido utilizado para tratar doencas inflamatérias, bacterianas, parasitarias,
infecgBes virais, fungos e micoses. Apesar das inuUmeras atividades, o seu mecanismo
de acgédo ainda néo foi totalmente esclarecido( AHMAD et al., 2019).

A combinacdo de farmacos tem sido aplicada na pratica clinica com o
proposito de obter maior eficacia terapéutica. E muito frequente a associacio
medicamentosa nas terapias antibacterianas e antivirais ( OKDAH et al., 2018). Além
disso, a diminuicdo da dose administrada isoladamente quando aplicada em
associacdo a outro farmaco reduz efeitos adversos, e diminui significativamente o
aparecimento de resisténcia aos farmacos.

Atualmente, vem sendo considerada a possibilidade de combinacdo de
drogas para tratar a esquistossomose. Alguns estudos descrevem associacdes do
PZQ com outras drogas in vivo e in vitro, como a associacao praziquantel/omeprazol
in vitro, descrito por Almeida e colaboradores (2015), onde obteve bons resultados
frente ao Schistosoma mansoni (cepa LE). Outro estudo explorou uma promissora
associacao entre piplartine e epiisopiloturine com o praziquantel, in vitro, frente a
vermes adultos do S. mansoni (cepa BH) (CAMPELO et al., 2017). Ha ainda estudos
envolvendo drogas antimalaricas, in vivo e in vitro, como arthemeter e mefloquina em
associacao com o praziguantel, mostrando potenciais resultados frente a Schistosoma
mansoni e Schistosoma japonicum (BOTROS, 2005; KEISER, et al. 2011; GOUVEIA
et al. 2018).

No presente estudo, a juglona, uma naftoquinona com ampla atividade
biologica, foi capaz de provocar 100% de mortalidade de vermes jovens de 21 dias,
na concentracao de 25uM, no periodo de 24 horas. Esses achados, revelam a eficacia
da JGN frente a vermes jovens quando comparado ao PZQ no mesmo intervalo
(tabela 1 e 2). Sabe-se que uma das limitacdes encontrada no tratamento pelo
praziquantel é a sua baixa eficAcia contra as fases jovens das espécies de
Schistosoma (KAMEL e BAYAUMY, 2017). Isso permite que 0s vermes atinjam a sua
maturidade sexual e se acasalem, dando inicio ao processo de oviposi¢ao resultando
na reacdo inflamatoria, a qual é responsavel pela morbidade e mortalidade na
esquistossomose. Quando combinada ao PZQ a juglona foi capaz de promover

atividade sinérgica sobre vermes jovens de S. mansoni, apresentando IC com
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concentragdes equivalentes a 0,25CLso de JGN e 0,125CLso de PZQ com DRI de 4,70
de Juglona e 11,49 de PZQ.

Podemos sugerir que o efeito sinérgico da associacéo juglona/praziquantel
seja compartilhado pelos efeitos farmacologicos de cada um dos compostos
isoladamente.
da bomba Na+, K+ presente no tegumento dos vermes adultos de Schistosoma,
aumentando a permeabilidade da membrana do helminto a certos cations
monovalentes e divalentes, principalmente o céalcio que leva a intensificagcdo da
atividade muscular, seguida por contracéo e paralisia espastica. Como consequéncia,
0s vermes se separam dos tecidos do hospedeiro e sao rapidamente deslocados das
veias mesentéricas para o figado (CARVALHO et al, 1999), porém mesmo
apresentando canais de céalcio em suas células, a fase jovem de Schistosoma mansoni
€ a menos sensivel a droga.

Por outro lado, a juglona e outras naftoquinonas séo capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio (HAO et al., 2012, EL HADRAMI et al., 2005, SESHADRI
et al., 2011). S. mansoni apresenta apenas uma enzima € responsavel pelo controle
do estresse oxidativo, a Glutationa Tiorredoxina redutase de Schistosoma mansoni
(SMTGR) (LYU et al., 2020). Acredita-se que a SmTGR € multifuncional e
desempenha o papel de glutationa redutase e Tireodozina redutase, que estao
presentes em eucariotos (ALGER e WILLIAMS, 2002). Estudos in vitro que induziram
a supressdo de RNA da SmTGR levaram a morte de vermes adultos de S. mansoni
(KUNTZ et al., 2007). Além disso, o uso de compostos capazes de inibir TRG, como
€ 0 caso de auranofina, tartarato de potassio, antimolinico e oltipraz, resultou em morte
em 100% de S. mansoni (SAYED et al.,, 2008; PRAST-NIELSEN; HUANG,;
WILLIAMS, 2011; WILLIAMS et al., 2012). Tais achados demonstram que a SmTGR
€ crucial na sobrevivéncia do parasito, mostrando-se como um alvo terapéutico em
potencial.

Os compostos 1,4-naftoquinbnicos sao considerados potenciais
inibidores deSMTGR em vermes adultos de S. mansoni. Johann e colaboradores
(2015) identificaramos diferentes compostos 1,4-naftoquinonicos que agiram como

antagonistas competitivosou bloqueadores de SmTGR. Nesse mesmo estudo, 0
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composto juglona obteve destaque por apresentar um mecanismo de acéo diferente
dos demais, visto que foi a molécula que menos sofreu alteragdes na presenca do
selénio, que compete pelo sitio ativo da enzima. Esses resultados podem nortear o
meio que a juglona mata os diferentes estagios evolutivos de S. mansoni
(LANFRANCHI et al., 2012; JOHANN et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a juglona apresenta
atividade esquistossomicida frente a vermes jovens de Schistosoma mansoni (cepa
BH), apresentando CLso de 19,01 uM, em contraste com 0 PZQ que apresentou uma
ICso de 96,57 pM.

A juglona em associacao ao praziquantel mostrou sinergismo com taxa de
mortalidade igual ou superior a 70% em cinco combinacfes e com baixo indice de
combinagéo.

Com isso, 0 uso de farmacos associados ao praziquantel norteia novas
possibilidades para o tratamento da esquistossomose usando pequenas doses
individuais de drogas combinadas. Concomitantemente, proporciona, reducdo dos
efeitos adversos, potencializacdo terapéutica e eliminacéo das chances de surgimento

de cepas resistentes ao PZQ, bem como aos futuros quimioterapicos.
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