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SILVA, Adriana Maria da. Toxicidade da plumbagina sobre estagios embrionarios
e caramujos adultos de Biomphalaria glabrata, cercarias de Schistosoma
mansoni e Artemia salina. 2023. 108 pags. Trabalho de Conclusdo de Curso
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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca infecto-parasitaria negligenciada que afeta cerca
de 250 milhdes de pessoas, sendo prevalente em 78 paises e territorios de regides
tropicais e subtropicais, principalmente em comunidades com péssimas condi¢cdes
socioeconémicas. Biomphalaria glabrata encontra-se na faixa litoranea brasileira e é
hospedeiro intermedidario do Schistosoma mansoni, agente etioldgico da
esquistossomose. Uma das formas de combater a esquistossomose € através do
controle populacional da B. glabrata, neste sentido as substancias naturais e/ou seus
derivados tem sido exploradas como alternativas a niclosamida, porgue o0 esse
comoposto quimico recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), além
do alto custo € toxico para o meio ambiente. Neste contexto, as naftoquinonas
representam uma ampla familia de metabdlitos naturais ja& conhecidos e de grande
interesse para a indastria farmacéutica, com promissora atividade antiparasitaria.
Nesse grupo destacamos a plumbagina por apresentar amplo espectro de
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, além do seu potencial antiparasitario. A
pesquisa teve como objetivo avaliar toxicidade da plumbagina sobre diferentes
estagios embrionarios e caramujos adultos da Biomphalaria glabrata, cercarias de
Schistosoma mansoni e Artemia salina (bioindicador). Para os ensaios biologicos,
embrides (n=100) nos estagios de blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hippo stage
foram expostos durante 24 h a diferentes concentracfes de plumbagina. Apos a
exposicdo os embrides foram lavados e transferidos para placas limpas com agua,
monitorados por 7 dias para observar os parametros de viabilidade e inviabilidade
(mortos e mal formados). Caramujos adultos medindo 10-14 mm de diametro de
concha, foram expostos a plumbagina durante 24 h e observados por 7 dias, sendo
registradas as taxas de mortalidade, fecundidade e fertilidade. Para analises da acéo
citotoxica e genotoxica foram realizados ensaio cometa, micronlcleo e outras
anomalias celulares. Para o ensaio cercaricida, cem cercarias foram expostas a
plumbagina e avaliadas de acordo com escores de motilidade. Para avaliacdo da
ecotoxicidade da plumbagina foram realizados ensaios com A. salina. Os nauplios
(n=10) foram expostos a plumbagina, dissolvida em agua do mar em diferentes
concentracdes por 24 h. Em todos os experimentos a niclosamida foi utilizada como
controle positivo e para os controles negativos, dgua e DMSO. Apéds 24 h de
exposicdo, a plumbagina demonstrou atividade moluscicida em baixas concentragdes
contra embrides (causou 50% de inviabilidade nas concentragdes de 0,56, 0,93, 0,68,
0,51 e 0,74 yg/mL nos estagios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage,
respectivamente) e nos caramujos adultos a letalidade de 50% foi alcancada na
concentragéo de 3,56 pg/mL. N&o houve mudancas na fecundidade e fertilidade dos
caramujos expostos; no entanto, a plumbagina foi capaz de aumentar a frequéncia de
dano ao DNA e anomalias nucleares nos hemocitos, sendo a apoptose e a
binucleacdo as principais alteracdes. Além disso, a plumbagina causou morte de
cercarias de S. mansoni na concentragao de 1,5 ug/mL em 60 min e demonstrou
toxicidade moderada para A. salina. A plumbagina mostrou ser uma substancia



promissora para o controle da populacéo de B. glabrata, hospedeiro intermediario de
S. mansoni, assim como as cercarias, estagio infectivo para humanos (hospedeiro
definitivo), sendo moderadamente toxico para A. salina, um crustaceo amplamente
utilizado em testes de ecotoxicidade.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Embriotoxicidade. Esquistossomose. Moluscicida.
Naftoquinona.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected infectious-parasitic disease that affects about 250
million people, prevalent in 78 countries and territories in tropical and subtropical
regions, mainly in communities with terrible socioeconomic conditions. Biomphalaria
glabrata is found along the Brazilian coastline and is an intermediate host and vector
of Schistosoma mansoni, the etiologic agent of schistosomiasis. One of the ways to
combat schistosomiasis is through population control of B. glabrata, in this aspect
natural substances and/or their derivatives are being researched as an alternative,
because niclosamide, chemical products recommended by the World Health
Organization (WHO), in addition to high cost is toxic to the environment. In this context,
naphthoquinones represent a wide family of natural metabolites already known and of
great interest to the pharmaceutical industry, with promising antiparasitic activity. In
this group, we highlight plumbagin for presenting a wide spectrum of biological and
pharmacological properties, in addition to its antiparasitic potential. The research
aimed to evaluate the toxicity of plumbagin on different embryonic possibilities and
adult snails of Biomphalaria glabrata, cercariae of Schistosoma mansoni and Artemia
salina (bioindicator). For the biological assays, embryos (n=100) in the blastula,
gastrula, trochophore, veliger and hippo stage were exposed for 24 h to different
concentrations of plumbagin. After exposure, the embryos were washed and
transferred to clean plates with water, monitored for 7 days to observe the parameters
of viability and non-viability. Adult snails measuring 10-14 mm shell diameter were
exposed to plumbagin for 24 h and observed for 7 days, recording mortality, fecundity
and fertility rates. For analyzes of the cytotoxic and genotoxic action, comet,
micronucleus and other cellular anomalies assays were performed. For the cercaricidal
assay, one hundred cercariae were exposed to plumbagin and the motility score was
used for evaluation. To evaluate the ecotoxicity of plumbagin, tests were carried out
with A. salina. The nauplii (h=10) were exposed to plumbagin, dissolved in seawater
at different concentrations for 24 h. In all experiments, niclosamide was used for
positive controls and water + DMSO for negative controls. After 24 h of exposure,
plumbagin showed molluscicidal activity at concentrated concentrations against
embryos (caused 50% non-viability at concentrations of 0.56, 0.93, 0.68, 0.51 and 0.74
Mg/mL in increase in blastula, gastrula, trochophore, veliger and hippo stage,
respectively) and in adult snails the lethality of 50% was reached at a concentration of
3.56ug/mL. There were no changes in fecundity and fertility of exposed snails;
however, a plumbagin was able to increase the frequency of DNA damage and the
number of hemocytes, with apoptosis and binucleation being the main alterations. In
addition, a plumbagin that causes the death of cercariae in S. mansoni at a
concentration of 1.5 pyg/mL in 60 min and tested for toxicity to A. salina. Plumbagin
proved to be a promising substance for controlling the population of B. glabrata,
intermediate host of S. mansoni, as well as cercariae, infectious stage for humans
(definitive host), being moderately toxic for A. salina, a widely used crustacean in
ecotoxicity tests.



Key words: Cytotoxicity. Embryotoxicity. Molluscicidal. Naphthoquinone.
Schistosomiasis.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doencga infecto-parasitaria negligenciada, prevalente
em 78 paises e territorios de regifes tropicais e subtropicais, principalmente em
comunidades mais pobres sem acesso a saneamento basico ou agua potavel, além
de fatores genéticos e imunoldgicos que influenciam a suscetibilidade a infeccao.
(CARDOSO et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2012. WHO 2023). Estima-se mais de
250 milhdes de pessoas infectadas no ano de 2021, das quais apenas 75,3 milhdes
realizaram o tratamento contra esquistossomose (WHO, 2023). A taxa de mortalidade
para esquistossomose é dificil de avaliar, estima-se anualmente 11 mil mortes
causadas no mundo, contudo esse dado pode ser inferior a realidade, existe muitos
casos subnotificados (WHO, 2023).

No Brasil estima-se que 43 milhdes de pessoas estéo sujeitas a infec¢ao e que
existam 2,5 milhdes de infectados, contudo esses dados podem nédo ser condizentes
com a realidade porque os inquéritos epidemiologicos fazem apenas uma cobertura
parcial. A faixa endémica se inicia no Maranh&o, prolongando-se até Minas Gerais,
sendo 80% dos casos na regidao Nordeste (KATZ, 2018). O estado de Pernambuco
ocupa o terceiro lugar em no nimero de casos de esquistossomose, sendo prevalente
em 102 (55%) de seus municipios. Destes, 12% dos casos se concentram na regiao
metropolitana do Recife, caracterizando um grave problema de saude publica devido
a sua alta prevaléncia e gravidade nos desfechos clinicos. Pernambuco apresenta
elevada taxa de internacdo hospitalar e a maior taxa de mortalidade por
esquistossomose, uma média cinco vezes superior a nacional (OLIVEIRA et al., 2018;
SOARES et al., 2019; SOUSA et al., 2021)

Os helmintos do género Schistosoma sdo 0s agentes etiologicos da
esquistossomose, no Brasil a espécie responsavel pelos casos da doenga é o
Schistosoma mansoni. A infeccdo € potencialmente fatal e sua patogenia esta
associada com a resposta imunolégica que resulta no comprometimento
hepatoesplénico e intestinal, que ocorrem devido a inflamacdo granulomatosa,
hipertensdo portal, alteragcbes hemodinamicas e bioquimicas no figado, baco e
intestino (STRICKLAND, 2001; McMANUS et al, 2020). A transmissao do S. mansoni
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depende do contato humano com cole¢cdes hidricas onde habitam caramujos
infectados, que diariamente liberam milhares de cercérias, forma infecciosa para o
homem, hospedeiro definitivo. Estes caramujos sdo hospedeiros intermediarios e no
Brasil encontramos as seguintes espécies: Biomphalaria tenagophila, B. straminea e
B. glabrata (CARVALHO et al.,, 2008), sendo esta Ultima o principal vetor,
especialmente na Regido Nordeste e grande disseminacao no Litoral pernambucano.
Em Pernambuco, existem areas em que a positividade para caramujos B. glabrata
eliminando cercérias de S. mansoni chega a cerca de 80% (BARBOSA et al., 2014;
LOYO; BARBOSA, 2016; GANDASEGUI et al., 2018).

Na auséncia de vacina biossegura e medidas politicas sanitarias efetivas, o
controle e prevencédo da esquistossomose € uma da tarefa dificil para os servicos de
saude. Uma das estratégias empregadas é o tratamento com Praziquantel (PZQ),
Unica droga com atividade esquistossomicida apenas contra vermes adultos de S.
mansoni, utilizada hd mais de 50 anos. No entanto, o nimero de tratamento
disponibilizado ndo atende a demanda de casos nos servi¢os publicos de saude, além
dos inumeros casos de reinfeccdo e relatos de tolerancia e/ou resisténcia do S.
mansoni frente ao PZQ (CRIBB et al., 2019; McCMANUS et al, 2020; TEDLA et al.,
2020). Dessa forma, pesquisas séo realizadas buscando novas drogas para controle,
prevencao e tratamento da esquistossomose.

Outra estratégia empregada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é o
controle populacional dos hospedeiros intermediarios através do uso de moluscicidas,
substancias usadas para controlar/exterminar moluscos de importancia econémica na
agronomia e também no controle de caramujos vetores de parasitos com importancia
médica humana, como no caso dos vetores de S. mansoni (ARAUJO et al., 2018a, b,
c, d; SANTOS et al., 2020). A niclosamida (Bayluscide, Bayer®) ja demonstrou ser
mais efetivo que outros moluscicidas inorganicos ou sintéticos, porém a niclosamida
apresenta baixa seletividade biocida, elevado custo para aplicagéo e dificuldade no
transporte (CARVALHO et al., 2008).

Os moluscos dp género Biomphalaria sdo amplamente distribuidos,
hermafroditas e apresentam iniUmeros mecanismos imunes de escapes e alta
capacidade reprodutiva (CARVALHO et al.,, 2008). Dessa forma, o controle
populacional dos moluscos vetores é de extrema importancia para redugcdo da

transmissdo do S. mansoni, devido a reducao da populacdo de caramujos vetores e
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consequentemente a interrupgdo do contato humano com cercarias de S. mansoni.
Assim, existe uma urgente necessidade de investimento em pesquisas que possam
contribuir com novas alternativas moluscicidas com acao eficaz, biossegura, seletiva,
baixo custo e de facil aplicagdo (MARTINS et al., 2017; ARAUJO et al., 2018a; SILVA
et al., 2019; MOLOO, 2020). Este cenario encoraja nosso grupo de pesquisa na busca
por produtos naturais e seminaturais bioativos no controle populacional dos
hospedeiros intermediarios e que nao apresentem toxicidade significativa para o meio
ambiente.

Neste cenario, as naftoquinonas representam uma ampla e variada familia de
metabdlitos naturais ja conhecidos e de grande interesse para a industria
farmacéutica. As naftoquinonas se destacam como promissores agentes
antiparasitarios contra Paramphistom//um cervi (SAOWAKON et al., 2013),
Trypanosoma cruzi (FERREIRA et al., 2011), Plasmodium spp (PEREZ-SACAU et al.,
2005), Leishmania infantum e L. amazonensis (GUIMARAES et al., 2013),
Toxoplasma gondii (FERREIRA et al., 2012), Giardia lamblia (CORREA et al., 2009),
Fasciola gigantica (LORSUWANNARAT et al., 2013) e S. mansoni (ZHANG;
COUTLAS, 2013; AIRES et al., 2014a, b; LORSUWANNARAT et al., 2014). Além
disso, derivados de naftoquinonas séo ativos contra embrides e moluscos adultos de
B. glabrata (LIMA et al., 2002; CAMARA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2009). Ademais,
foi avaliada a acdo topica dos derivados naftoquinbnicos e observaram que 15
naftoquinonas bloquearam a penetragéo das cercarias, quando aplicadas nas caudas
dos camundongos 24 h antes da exposicéo (PINTO et al., 1977).

A naftoquinona plumbagina (5-hydroxy-2-methyl-1,4-naphthoquinone), isolada
das raizes da planta medicinal Plumbago zeylanica L. é amplamente distribuida na
familia Plumbaginaceae. Apresenta amplo espectro de propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas incluindo ativacdo da apoptose, antioxidante, antiinflamatorio, anti-
cancerigeno, antibacteriano e antifungico (PAIVA et al., 2003; TSAO et al., 2020) e na
modulacao positiva na hepatite fulminante (PADADHYE et al., 2012; WANG et al.,
2016), na fibrose induzida por CCI 4 (CHEN et al.,, 2015) e na capilarizacdo dos
sinusoides hepéticos (LI et al., 2017). E assim como outras naftoquinonas a
plumbagina apresenta efeitos farmacobioldgicos por alquilagéo de proteinas e/ou DNA
e desequilibrio oxi-redox produzindo espécies reativas de oxigénio (EROS) (HAKURA
et al., 1994; SHANG et al., 2012; TSAO et al., 2020). Assim, o objetivo € avaliar a
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toxicidade da plumbagina sobre diferentes estagios embrionarios (blastula, gastrula,
trocofora, véliger e hippo stage) e caramujos adultos da B. glabrata, visando analisar
os efeitos citotéxico e genotdxico sobre os hemdcitos do mesmo molusco, acao
cercaricida contra o agente etiolégico da esquistossomose, além de avaliar a

toxicidade sobre Artemia salina (bioindicador de toxicidade ambiental).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESQuUISTOSSOMOSE: CONCEITO E HISTORICO

Esquistossomose, bilharziose ou barriga d’agua, como €& popularmente
conhecida é uma doenca negligéncia que pode se manifestar de forma aguda ou
cronica e apresenta etiologia infecciosa causada pela presenca um par adultos de
parasitas trematédeo do género Schistosoma na vascularizagdo venosa do
hospedeiro (McMANUS 2018). A esquistossomose afeta mais de 250 milhdes de
pessoas no mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais com péssimas
condicBes socioeconbmicas, saneamento basico e agua potavel (COLLEY et al.,
2014; DEJON-AGOBE et al., 2022).

A infeccdo ocorre apés o humano ter contato com agua contaminada por
cercérias que foram liberadas por caramujos do género Biomphalaria. Atualmente se
conhece 6 espécies que podem infectar os caramujos vetores da esquistossomose,
contudo 3 espécies sao mais preocupantes. No continente Africano e Oriente médio
as especies Schistosoma haematobium e S. mansoni sdo prevalentes, S. japonicum
na Asia, ja no continente Americano a espécie S. mansoni é o principal agente
etiologico. Os danos fisiopatolégicos dessa infeccdo sdo resultados da resposta
inflamato6ria granulomatosa com comprometimento hepatoesplénico, intestinal e
urinario (COLLEY et al., 2014; LEWIS; TUCKER, 2014; LO et al., 2022).

No ano de 1852 o médico Theodor Bilharz, descreveu pela primeira vez o
parasito ao realizar uma autépsia humana e o chamou de Distomum haematobium,
por apresentar duas ventosas e habitar vasos sanguineos, a doenca foi denominada
de bilharziose. S6 no ano de 1907, apOs analisar fezes, o pesquisador Sambon
nomeou a espécie Schistosoma mansoni, em homenagem a Patrick Manson, pai da
medicina tropical. Em 1908, o médico Manoel Piraja da Silva, no estado da Bahia,
descreveu ovos com espiculo lateral ao realizar analise de amostras fecais e vermes
em autopsias denominando-o de Schistosoma americanum. Em 1915, Robert Leiper
descreve o ciclo evolutivo baseado no trabalho de cientistas japoneses, que

explicaram o ciclo do S. japonicum. No Brasil, Lutz estabelece que s&o os hospedeiros
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intermediarios e o ciclo do S. mansoni (KATZ; ALMEIDA, 2003; PRATA, 2008;
NEVES, 2016; KATZ, 2018).

Uma das formas de introducéo da parasitose no Brasil é através do trafico de
escravos africanos, maioria das pessoas escravizadas estavam infectados pelo S.
mansoni e S. haematobium. Apenas a espécie S. mansoni obteve sucesso no pais
por causa da presenca do hospedeiro intermediario, moluscos do género
Biomphalaria, bem como os péssimos habitos de higiene e auséncia de saneamento
basico, dentre outros fatores. Por volta de 1950 iniciou a realizacdo de inquéritos
coproldgicos nas escolas e 2.5 milhGes de pessoas positivaram, com a presenca de
ovos de S. mansoni nas amostras fecais (KATZ; ALMEIDA, 2003; PRATA, 2008; KATZ
2018).

A parasitose foi rapidamente disseminada no pais, em 1960 estima-se que
mais de 6 milhdes de pessoas foram infectadas. Para controlar a situacdo, em 1975 é
criado o Programa Especial de Controle da Esquistossomose (PECE) pelo Ministério
da Saude, no qual milhdes de pessoas receberam tratamento, aplicacdo de
moluscicidas, conscientizacdo da populacdo e avancos no tratamento de agua e
esgoto, principalmente em Minas Gerais e Regido Nordestes, areas endémicas para
esquistossomose. Os casos iniciais predominaram na regido canavieira nordestina e
com os movimentos migratérios devido ao ciclo do ouro, ciclo da borracha, ciclo do
café e industrializacéo, resultou na disseminacdo da esquistossomose para todo o
pais (PRATA, 2008; NEVES, 2016; KATZ, 2018).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

7z

A esquistossomose é uma doenca negligenciada reportada em 78 paises,
sendo endémica a 51 territérios de regides tropicais e subtropicais com baixas
condi¢des socioecondmicas e precario e/ou ausente saneamento basico. Atualmente,
a esquistossomose afeta cerca de 250 milhdes e mais de 700 milhdes de pessoas no
mundo vivem em regides endémicas. A prevaléncia de casos como € demonstrada na
Figura 1 se concentra na Africa Subsaariana, outros focos estéo localizados na Asia,
América Latina e Oriente Médio, um dos fatores determinantes séo localidades onde

populacées possuem niveis mais altos de desigualdade social e deficiéncias nos
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servigos de saude detém a doenca mais predominantemente. Em 2021, mais de 251
milhdes de pessoas necessitavam de tratamento e apenas 75 milhfes foram
devidamente tratadas (LO et al., 2022; WHO, 2023).

Figura 1: Prevaléncia da esquistossomose no mundo.
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Fonte: McMANUS et al., 2018.

S&o 6 as espécies de Schistosoma spp., responsaveis por infectar humanos e
gue se distribuem diferentemente pelo mundo. O S. haematobium foi encontrado em
54 paises, sendo a espécie predominante na Africa subsaariana e Oriente Médio. O
S. mansoni apresenta ampla distribuicdo, sendo localizado na Africa subsaariana,
india, América Central e do Sul, sendo essa a espécie predominante no Brasil. O S.
japonicum é endémico na China, Indonésia, Filipinas e até 1970, no Japdo, mas
devido a politicas de controle do hospedeiro intermediario e tratamento dos infectados
resultaram na eliminagdo. As espécies S. intercalatum e S. guineensis possuem
menor prevaléncia, sdo endémicas na Africa ocidental e central. Outra espécie de
baixa incidéncia € o S. mekongi, de importancia local na regido da Bacia do Rio
Mekong (WEERAKOON et al., 2015; McMANUS et al., 2018) (Figura 2).
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Figura 2: Distribuicao global das espécies do género Schistosoma spp.
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Fonte: WEERAKOON et al., 2015.

No Brasil, o agente etiolégico € o S. mansoni, o primeiro levantamento
epidemioldgico foi realizado entre 1947 e 1950, logo em seguida a doenca foi incluida
na pauta das politicas publicas. A esquistossomose apresenta ampla extenséo e
consequéncias, caracterizando-se como um grave problema de saude publica, cerca
de 43 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco de infeccdo e 2,5 milhdes
infectadas (ROCHA, 2016; KATZ, 2018; SILVA et al., 2022).

O Brasil é responsavel pela maior area endémica do continente americano, a
expansao da esquistossomose no pais ocorreu por meio da migracdo de moradores
de regibes endémicas e possivelmente infectados pelo S. mansoni, em busca de
melhores condicbes de vida. Ao migrarem, formam pequenos povoados com
péssimas condi¢cdes sanitarias e de higiene pessoal, favorecendo a dispersdo da
doenca. A faixa endémica no pais é composta por 19 estados (Figura 3), abrangendo
os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe,
Espirito Santo e Minas Gerais. A transmissdo em areas menores ocorre nos estados
do Para, Maranhéo, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana,
Rio Grande do Sul, Goias e Distrito Federal, conforme pode ser observado na Figura
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3. No intervalo de 2009 a 2019 aproximadamente 423.117 casos foram confirmados
no pais, apresentando um percentual de positividade de 4,29% (BRASIL, 2021; SILVA
et al., 2022).

Figura 3: Distribuicdo da esquistossomose segundo a média do percentual de
positividade por municipio. Brasil, 2009-2010.
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Fonte: BOLETIM EPIDEMIOLOGICO - BRASIL, 2021.

De 2015 a 2019, no Brasil houve 2.517 mortes por esquistossomose, a taxa de
mortalidade no pais aumentou para 0,26/100.000 habitantes no ano de 2018 e no ano
seguinte foi reduzida para 0,22/100.000 hab. O Nordeste brasileiro apresenta as
maiores taxas de mortalidade (em 2019: 0,53/100.000 hab), taxa 3 vezes maior que a
da Regido Sul (Figura 4). Os estados com maiores taxas de positividade do Pais ficam
da Regidao Nordeste: Pernambuco (1,75/100.000 hab), Alagoas (1,70/100.000 hab),



21

Sergipe (1,03/100.000 hab), Bahia (0,43/100.000 hab) e Minas Gerais (0,38/100.000
hab) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Figura 4: Taxa de mortalidade por esquistossomose segundo estados brasileiros
(2015 - 2019).
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE - BRASIL, 2022.

Historicamente Pernambuco € uma area endémica para esquistossomose,
sendo o0 estado Dbrasileiro com maior endemicidade, responsavel por
aproximadamente de 1/3 das mortes e apresenta uma série historica (1979- 2010) de
taxa de mortalidade cinco vezes maior que a taxa média nacional (Figura 4)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

No periodo de 2010 a 2019 o estado apresentou 101 municipios caracterizados
como endémicos. Nesse intervalo a Vigilancia da esquistossomose de Pernambuco
executou cerca de 1,5 milhdo de exames coproscopicos, sendo 60.380 positivos para
a parasitose e apenas 46.383 realizaram o tratamento. Pernambuco é o estado que
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apresenta mais casos graves e com maior taxa de mortalidade, s6 no ano de 2019
foram registrados 164 mortes por esquistossomose. Apesar das elevadas taxas que
0 estado apresenta quando comparado a outros do pais, 0 nUmero de casos positivos
vem diminuindo, com reducdo de aproximadamente 74,7% (Figura 5)
(PERNAMBUCO, 2019; SES - PE, 2021).

Figura 5: NUmero de exames coproscopicos, numero de casos positivos e percentual

de positividade por esquistossomose em Pernambuco de 2010 a 2019.

Fonte: SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE - PE, 2021.

No ano de 2019 em Pernambuco, 97 municipios fizeram monitoramento ativo
para esquistossomose, a positividade de casos foram maiores nas cidades de Escada
(317), Palmares (237), Jaboatdo dos Guararapes (229), Paudalho (194), e Ipojuca
(171). A partir da busca ativa de casos, 19 municipios foram enquadrados como
prioritarios para o0 combate a esquistossomose no quadriénio 2019-2022
(PERNAMBUCO, 2019; SES - PE, 2021) .
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Figura 6: Distribuicdo espacial dos municipios de Pernambuco com trabalho para
esquistossomose (1) e municipios prioritarios (2) segundo as Geréncias Regionais de
Saude (GERES) em 2019.
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Fonte: SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE - PE 2021.

2.3  ASPECTOS GERAIS DO Schistosoma mansoni

Platelmintos s&o agrupados em 4 classes e caracterizados por apresentarem
simetria bilateral, uma extremidade anterior com érgdos sensitivos e responsaveis
pela fixagdo, e uma extremidade posterior. S&o vermes achatados, devido a auséncia
de endoesqueleto, além disso ndo possuem aparelho respiratorio, 0s espacamentos
entre os 6rgdos é preenchido por tecido conjuntivo. Podem ser de vida livre,
endoparasitos ou ectoparasitos (REY, 2008; NEVES, 2016).

O Schistosoma mansoni faz parte da classe Trematoda, ou seja, corpo com
ventosas, sdo endoparasitas obrigatorios. Geralmente esses vermes apresentam

duas ventosas e tubo digestivo incompleto, a maior parte das espécies sao
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hermafroditas, exceto as da familia Schistosomatidae que apresenta 0s sexos
separados. O género Schistosoma é composto por 6 espécies: Schistosoma mansoni,
S. japonicum, S. haematobium, S. menkogi, S. intercalatum e S. guineensis (REY,
2008; NEVES, 2016).

2.3.1 Formas Evolutivas do Schistosoma mansoni

e Ovo

As fémeas de S. mansoni colocam um ovo por vez, estima-se que diariamente
ela ponha cerca de 300 ovos. O ovo apresenta coloracdo castanho-amarelada, com
formato oval e na regido mais alargada possui um espiculo voltado para tras. A
estrutura mede 110 a 170 um e 45 a 70 um de largura. A maturidade do ovo é
caracterizada pela presenca interna do miracidio, sendo possivel de visualizar pela
transparéncia da casca. Apos atingir a maturidade os ovos tém cerca de 20 dias de
vida, caso ndo ocorra a expulsdo do miracidio, ele morre. A diferenciacdo das
espécies de Schistosoma pode ser feita através da observacdo do ovo em amostras
fecais (Figura 7) (REY, 2008; NEVES, 2016).

Figura 7: Ovos de Schistosoma mansoni.

Fonte: https://www.cdc.gov/. Acesso: 12/04/2023.
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e Miracidio

Apos sair do ovo, a larva se alonga, apresenta forma cilindrica e mede 180 um
de comprimento e 64 um de largura. Os cilios que garantem sua movimentagao
aquética, se desenvolvem nas células epidérmicas. A extremidade anterior encontra-
se o terebratorium (Tb) (Figura 8), onde estdo localizadas as terminacdes nervosas,
glandulas adesivas e sacos digestivos, além do conjunto de cilios maiores e espiculo
estruturas essencial para infeccéo do caramujo (REY, 2008; NEVES, 2016).

No miracidio se encontra de 50 a 100 células germinativas que garantem a
continuidade do ciclo no molusco. A larva apresenta sistema nervoso primitivo
caracterizado por uma estrutura central que sofre ramificacdes através de corddes
nervosos e se conecta a células periféricas. O sistema excretor é formado por 4
células flama, que estdo conectadas por canaliculos drenados para ampola excretora
e finaliza no poro excretor (REY, 2008; NEVES, 2016).

Figura 8: Miracidios de Schistosoma mansoni.

Fonte: https://portal.fiocruz.br/. Acesso: 12/04/2023.
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e Cercaria

Apé6s a quarta semana de infeccdo em temperaturas elevadas e na presenca
de luminosidade, os caramujos podem liberar cercarias nas colecdes hidricas. As
cercarias medem cerca de 500 um, apresentam uma cauda bifurcada (230 um de
comprimento e 50 um de largura) e o corpo cercariano (170 um de comprimento e 70
um de largura). As glandulas de penetracéo estéo localizadas na ventosa oral formada
por 4 pares pré-acetabulares e quatro pds-acetabulares e se ligam ao intestino
primitivo. O acetdbulo ou ventosa ventral é responséavel pela fixacdo da cercéaria na
pele do hospedeiro definitivo, por isso possui musculatura mais desenvolvida. Logo
apos a fixagao a cercaria perde a cauda, pois sua funcédo é apenas de movimentacao,
nao apresenta nenhum 6érgdo internamente, ja 0 corpo cercariano é essencial para o
desenvolvimento do verme adulto (Figura 9) (PEREIRA et al., 2013; NEVES, 2016).

Figura 9: Cercaria de Schistosoma mansoni.

Fonte: NEVES, 2016, 13° ed.

e Esquistossdomulo

O corpo cercariano ao atingir o tecido do hospedeiro definitivo se transforma
em esquistossémulo, devido a sinais de elevacao de salinidade do meio. O parasita
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fica localizado nessa regidao por 2 ou 3 dias, caso nao seja eliminado pela resposta
imunologica do homem, o esquistossdmulo pode atingir a circulagdo sanguinea em
direcdo ao coracdo e pulmdes. No 6° dia apos a infeccdo, os esquistossémulos
chegam aos pulmdes, se alongam atingindo 400 pm de comprimento e apresentam

nas extremidades espinhos, area interna € preenchida por pigmento devido a
degradacdo de hemoglobina (REY, 2008; NEVES, 2016; TEKWU et al., 2016)

Figura 10: Esquistossémulo de Schistosoma mansoni.

e Vermes adultos

Sao trematddeos se apresentam com morfologia alongada e delgada. O macho
mede aproximadamente 1 cm de comprimento e 0,11cm de largura, cor branca e tem
0 tegumento coberto por tubérculos. O corpo se divide em: porcao anterior
caracterizada pela presenca das ventosas oral e ventral, além da ventosa posterior
onde se localiza o canal ginecéforo (CG) (Figura 11), sdo dobradas na qual a fémea
se acopla e é fecundada. Apés a ventosa oral se localiza o es6fago, atras do acetabulo
tem cerca de 8 massas testiculares conectadas ao canal ginecéforo, assim é possivel

fecundar a fémea mesmo na auséncia de 6rgao reprodutor (REY 2008; NEVES, 2016).
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A fémea é maior em comprimento, medindo aproximadamente 1,5 cm de
comprimento e 0,016 cm de didametro e apresenta coloracdo mais escura, devido a
presenca de pigmentos derivados da digestdo de sangue em seu tubo digestivo.
Possui tegumento liso com poucos tubérculos, na extremidade anterior se localiza
duas ventosas pequenas, a ventosa oral e o acetabulo. Na metade do corpo se
localiza o ovario e Utero que possui 1 ou 2 ovos, através do poro genital feminino
ocorre a copula e eliminacdo dos ovos (Figura 11) (REY 2008; NEVES, 2016).

Figura 11: Casal de vermes adultos de Schistosoma mansoni.

Legenda: CG: Canal ginecéforo.Fonte: SILVA, R. G., et al., 2009.

2.3.2 Ciclo Biolégico

O Schistosoma mansoni possui ciclo de vida heteroxénico, ou seja, necessita
de hospedeiros intermediarios e hospedeiro definitivo, e é constituido por uma fase
assexuada e outra sexuada (Figura 12). Os ovos séo eliminados nas fezes ou ficam
retidos nos tecidos do hospedeiro, onde induzem inflamagcédo e depois morrem.
Quando eliminados ao atingir agua doce (Figura 12.1), os ovos eclodem, resultando

na liberagdo de miracidios de vida livre, forma infectante do hospedeiro intermediério,
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caramujos do género Biomphalaria (Figura 12.2 e 3) (REY 2008; NEVES, 2016;
McMANUS et al., 2018).

Ao penetrar os caramujos, 0s miracidios passam por alteracdes morfolégicas e
fisiologicas se transformando em esporocistos primarios. Por meio de reproducdo
assexuada geram esporocistos secundarios e gradativamente esses aglomerados
celulares vao se diferenciando em cercérias (Figura 12.4) que dentro de 30 dias ap0s
a infeccdo serdo liberadas na agua, quando o caramujos for exposto a elevadas
temperaturas e luminosidade. Apenas um miracidio tem o potencial de gerar dezenas
de milhares de cercarias (REY, 2008; COLLEY et al., 2014; LEWIS; TUCKER, 2014;
McMANUS et al., 2018).

A fase sexuada tem inicio quando as cercérias penetram através da pele do
homem ao ter contato com colec¢Bes hidricas contaminadas por caramujos infectados
(Figura 12.5). Ao penetrar a pele humana a cercéria perde a cauda bifurcada e o corpo
cercariano se transforma em esquistossémulo (larvas em maturacgédo) (Figura 12.6).
Quando os esquistossémulos entram nos vasos venosos e chegam a corrente
sanguinea sao transferidos para os pulmdes e coracao, ao entrar na circulacdo arterial
atingem o sistema porta hepético e migram para as veias mesentéricas, onde realizam
sua maturacdo para vermes adultos (GRYSEELS et al., 2012; COLLEY et al., 2014).

No sistema porta intra-hepatico, ap6s o0s vermes se desenvolverem
sexualmente macho acopla a fémea no canal ginecéforo e migram para as veias
mesentéricas no intestino e realizam acasalamento, a fémea deposita cerca de 400
ovos diariamente, apds aproximadamente 5 semanas de infeccado (Figura 12.7), Os
vermes vivem em média 5 anos, mas em casos extremos podem chegar a 20 anos.
Os ovos saem do lumen dos vasos sanguineos pela mucosa intestinal e
aproximadamente 50% sé&o eliminados nas fezes ap0s aproximadamente 45 dias da
penetracdo das cercarias. Os outros 50% ficam em tecidos préximos ou se alojam no
figado e intestino. Caso 0s ovos entrem em contato com agua doce, o ciclo reinicia e
assim a esquistossomose se sustenta infectando milhGes de pessoas no mundo
(GRYSEELS et al., 2012; NEVES, 2016; McMANUS et al., 2018 e 2020).
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Figura 12: Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.
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Fonte:https://www.msdmanuals.com/pt-br/profissional. Acesso: 04/03/2023.

2.4  FISIOPATOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

As principais alterac@es fisiopatologicas causadas pela esquistossomose nao
sao decorrentes da presenca dos vermes adultos, mas sim do ovos que ficam retidos
nos tecidos. A presencga dos ovos induz uma resposta imune inflamatoria, resultando
na formacgéo de granulomas que em seguida d&o lugar para depdésitos fibréticos. Sdo
relatados na literatura 3 estagios de desenvolvimento da esquistossomose, que sdo



31

dividas em: fase aguda, ativa estabelecida e cronica tardia (McMANUS et al., 2018 e
2020).

A fase aguda ou sindrome de Katayama, é bastante comum em regiées que
apresentam altas taxas de transmisséo do género Schistosoma. Raramente é relatada
em casos de infeccdo por S. mansoni, sendo mais comum quando a infeccdo é
causada por S. japonicum. ApOs ter contato com ambiente aquatico contaminado, na
pele, resposta imune inata a larvas mortas na tentativa de penetracdo originam
reacoes de hipersensibilidade, podem causar uma reagao maculopapular pruriginosa,
chamada dermatite cercariana. A febre de Katayama ocorre principalmente em casos
de primeira infeccdo e raramente em reinfeccdo. A sindrome € resultado da reacéo
de hipersensibilidade sistémica do homem a infeccdo por cercarias seguida da
transformacao para esquistossémulos, maturacdo dos vermes e deposicado de ovos.
Normalmente é assintomatica em individuos de regifes endémicas, é mais recorrente
em viajantes, quando aparecem sintomas 0s pacientes citam ter tido contato com agua
doce 2 ou 3 semanas atrds (GRYSEELS et al., 2006; WEERAKOON et al., 2015;
McMANUS et al., 2020).

Os principais achados sdo: dermatite cercariana, mialgia, dor no quadrante
superior direito, diarreia sanguinolenta, dores de cabeca, febre e tosse seca. Os
exames de fezes ainda sdo negativos, no hemograma é possivel observar eosinofilia
e no radiografia do térax presenca de infiltrados pulmonares irregulares. A maior parte
dos pacientes melhoram espontaneamente por volta de 2 - 10 semanas, poucos
apresentam erupc¢des cutaneas e a forma mais grave da doenca, apresentando perda
de peso, dor abdominal, hepatomegalia e diarreia (WEERAKOON et al., 2015;
McMANUS et al., 2020).

Normalmente pessoas que moram em regides endémicas a fase aguda da
esquistossomose ocorre de forma assintomatica, a doenca se transforma rapidamente
em infeccdo ativa estabelecida. A infeccdo ativa estabelecida apresenta
manifestagdes clinicas devido a presenca de vermes adultos produzindo ovos, parte
desses ovos ficam alojados nos tecidos e outra parte € excretada nas fezes. Os
vermes adultos se abrigam nos vasos sanguineos e nao desencadeiam nenhuma
resposta imune, por conta da capacidade de adquirir antigenos do seu hospedeiro e
por regenerar constantemente a superficie externa tegumentar, por meio de células-
tronco somaticas (McMANUS et al., 2018 e 2020).
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A presenca de ovos no corpo desencadeiam respostas inflamatorias,
resultando em lesBes nos O6rgados e consequentemente, alteracdes fisiologicas. A
resposta inflamatéria mediada por linfécitos CD4 + TH2 ocorre devido a secrecdo de
glicoproteinas antigénicas secretadas pelos ovos. Essa secrec¢do tem como finalidade
auxiliar na migracédo dos ovos do vaso sanguineo, onde a fémea os deposita, para o
[imen do intestino, buscando a manutencdo do ciclo de vida. Contudo, as
glicoproteinas ativam uma resposta granulomatosa em volta do ovo, essa resposta é
constituida por macrofagos, linfocitos, neutrofilos e eosindéfilos, e consequentemente
provoca lesdes fibréticas no tecido do hospedeiro (Figura 13) (McMANUS et al., 2018;
2020).

Figura 13: Granulomas induzidos por ovos de S. mansoni no figado de um rato

infectado.

A manifestacdo clinica é diretamente proporcional a quantidade de ovos
excretados, ou seja, carga parasitaria e a reacdo granulomatosa. O desenvolvimento
dos granulomas e em seguida a fibrose, séo resultados da resposta imune CD4 + e
TH2 mediada por IL-4 e IL-13. Os ovos de S. mansoni tem a capacidade de secretar
proteinas de ligagdo a quimiocinas que se ligam aos neutrdéfilos, dessa forma bloqueia
a entrada de neutrofilos na formacdo do granuloma, mas essas proteinas nao
possuem a habilidade de se ligar aos eosinofilos, por isso o granuloma em ovos de S.
mansoni apresenta grande quantidade de eosindfilos. A infeccdo ativa estabelecida é

o achado principal nas criangas que habitam regifes de alta endemicidade, essa fase
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da doenca é tratavel com Praziquantel que mata os vermes adultos (GRYSEELS et
al., 2006; McMANUS et al., 2018; 2020).

A fase crbnica da doenca esta diretamente relacionada a resposta inflamatéria
granulomatosa aos ovos presos nos tecidos do hospedeiro. Na esquistossomose
intestinal causada pela infecgéo do S. mansoni e S. japonicum, normalmente oS ovos
se depositam no figado e nas paredes do intestino. Esse acumulo de ovos na parede
intestinal resulta em multiplos granulomas e lesbes teciduais, consequentemente
alteracdes na funcionalidade do 6rgéo, por meio de hiperplasia da mucosa intestinal,
formacao de Ulceras e abscessos, causando ao paciente dor abdominal e diarréia
mucossanguinolenta, resultado do transito frequente de inUmeros ovos para luz
intestinal. Em casos mais graves, pode ocorrer o desenvolvimento de fibrose da alca
retossigmoide causa reducdo dos movimentos peristalticos e constipacdo (COLLEY
et al., 2014, WEERAKOON et al., 2015; McMANUS et al., 2020).

Quando os ovos se alojam no tecido hepatica, o desenvolvimento da resposta
inflamatoria granulomatosa mediada pelos linfécitos CD4+ e TH2 resulta em fibrose
periportal apés a destruicdo dos ovos, progredindo para hipertensdao portal e
hepatoesplenomegalia. A fibrose ou fibrose de Symmer em formato de cachimbo,
diferentemente de casos de cirrose ou outras doencas hepéticas, a funcao
hepatocelular se mantém, contudo o acimulo de granulomas resulta em alteracdes
hepaticas graves. Clinicamente o0s pacientes apresentam dor abdominal com
hepatomegalia nodular palpavel e esplenomegalia. O desenvolvimento da hipertensao
portal é consequéncia do intenso quadro fibrético obstrutivo no sistema porta hepético,
0 corpo busca uma alternativa para diminuir essa pressdo e manter a circulacéao
sanguinea, por meio de um fluxo colateral anormal intra-hepatico. Entretanto, essa
circulacado anormal é o fator que origina as varizes esofagicas, que em conjunto com
a ascite ou como é popularmente conhecida barriga d'agua, o paciente pode evoluir a
Obito (WEERAKOON et al., 2015; McMANUS et al., 2020).

Para a maioria das pessoas que habitam em areas endémicas a reducgéo da
carga de vermes é um processo gradual, a medida que a imunidade a novas infec¢cbes
€ adquirida. Assim o numero de vermes diminui e consequentemente a quantidade de
ovos depositados nos tecidos e excretados pelo hospedeiro. As novas infec¢des vao
resultar em uma resposta inflamatéria menor com granulomas menores, devido a

regulacéo imunoldgica negativa e ao longo dos anos os granulomas anteriores sao
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substituidos por tecido fibroso ap6s a morte dos ovos, ocorrendo uma reducdo dos
sintomas (McMANUS et al., 2018; 2020).

Na esquistossomose urogenital ocorre pela infeccdo por S. haematobium, o
hospedeiro pode liberar os ovos na urina ou podem ficar acumulado na bexiga e
ureter, clinicamente o paciente apresenta hematdria, disaria e polacitria. O
espessamento da bexiga e formacéo de pseudopodlipos e massas hipertréficas sao
consequéncias da resposta inflamatéria granulomatosa em volta dos ovos. Com o
passar de anos de infecgcdo, pacientes podem desenvolver obstrucdo do ureter e
uretra, calcificacéo da bexiga, infec¢des bacterianas secundarias e insuficiéncia renal.
Pesquisas epidemiologicas demonstram a relacdo da esquistossomose urogenital
com carcinoma de células escamosas da bexiga em areas endémicas para infeccéo
por S. haematobium (COLLEY et al., 2014; WEERAKOON et al., 2015; McMANUS et
al., 2020).

2.5 HOSPEDEIROS INTERMEDIARIOS

2.5.1 Distribuicao Geogréafica

Existem 34 espécies do género Biomphalaria espalhadas pelo globo e 4 estdo
infectadas com S. mansoni, as outras espécies podem se tornar vetores se expostas
experimentalmente em laboratério (Figura 14). Invasdes em novas regifes tém sido
uma atividade recorrente, essa ampla distribuicdo atravessando oceanos do oeste
para leste do globo, pode ter ocorrido por meio de aves aquaticas ou vegetacao. B.
glabrata esta presente na América do Sul e em parte da América Central, B.
tenagophila se localiza predominantemente no Sul do Brasil, Argentina, Paraguai,
Uruguai, Peru, Bolivia, Roménia e em parte do continente africano, B. straminea é
encontrada no Nordeste brasileiro, em parte do continente americano, China e Hong
Kong (CASTILLO et al., 2020; HABIB et al., 2021).
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Figura 14: Distribuicdo global de espécies suscetiveis de Biomphalaria spp.
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Legenda: Biomphalaria alexandrina (Ba); Biomphalaria camerunensis (Bc);
Biomphalaria choanomphala (Bch); Biomphalaria glabrata (Bg); Biomphalaria pfeifferi
(Bp); Biomphalaria prona (Bpr); Biomphalaria straminea (Bs); Biomphalaria stanleyi
(Bst); Biomphalaria sudanica (Bsu); Biomphalaria tenagophila (Bt).

FONTE: HABIB et al., 2021.

No Brasil, B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila sdo as 3 espécies vetores
do S. mansoni. A presenca da Biomphalaria glabrata no continente americano € de
grande importancia como hospedeira intermediaria do S. mansoni, ja que apresenta
elevada suscetibilidade a varias cepas do parasita, além de altos niveis de infeccéo e
esta fortemente associada a ocorréncia da esquistossomose no Brasil, tendo sido
localizada em ambientes naturais que a positividade atinge 80%. A espécie foi
notificada nos estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas

Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do
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Norte, Rio Grande do Sul, S&o Paulo, Sergipe e Distrito Federal (Figura 15-A), em um
total de 801 municipios (BRASIL, 2014).

A Biomphalaria straminea € uma espécie altamente adaptada as variacdes
climaticas e é encontrada em quase todas as bacias hidrogréficas do Brasil (Figura
15-B). E menos suscetivel que a B. glabrata, essa espécie € responsavel pela
manutencao de altas taxas de infeccdo humana em algumas localidades do Nordeste
brasileiro, onde a taxa pode superar 50%. A presenca da B. straminea foi registrada
em 1.280 municipios de 24 estados brasileiros, excluindo apenas o Amapa e
Rondb6nia. A espécie é epidemiologicamente a mais importante no pais, pois
apresenta vasta distribuicéo, especialmente no Nordeste (BRASIL, 2014).

A Biomphalaria tenagophila é uma espécie com grande importancia
epidemioldgica na transmissédo do S. mansoni no Sul e Sudeste brasileiro (Figura 15-
C). A espécie € responsavel pela maioria dos casos de esquistossomose no estado
de Sao Paulo e pelos focos da doencga no estado de Santa Catarina. A espécie foi
notificada de forma continua numa faixa litoranea que se estende desde o sul do
estado da Bahia até o estado do Rio Grande do Sul, somando 10 estados brasileiros,

além do Distrito Federal, em cerca de 562 municipios (BRASIL, 2014).

Figura 15: Distribuicdo espacial no Brasil das espécies de B. glabrata (A), B.
straminea (B) e B. tenagophila (C).

™
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Fonte: BRASIL - VIGILANCIA DA ESQUISTOSSOMOSE, 2014
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2.5.2 Aspectos gerais do Género Biomphalaria

Os caramujos de agua doce foram caracterizados como principais vetores da
esquistossomose no século XX, sendo incluidos ao grupo de invertebrados de
importancia médica. Um dos fatores que garante a ampla distribuicAo mundial da
parasitose é a presenca de caramujos do génro Biomphalaria, hospedeiros
intermediarios, estabelecendo a manutencdo do ciclo biolégico do S. mansoni.
Atualmente, 4 espécies do género Biomphalaria atuam como hospedeiro intermediario
do S. mansoni (B. glabrata, B. tenagophila, B. srteaminea e B. prona), ja as outras
espécies demonstraram-se suscetibilidade a infecgdo experimental (CASTILLO et al.,
2020; HABIB et al., 2021).

Os vetores do S. mansoni pertencem ao filo Mollusca, classe Gastropoda,
subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora, familia Planorbidae, subfamilia
Planorbinae, apresentam concha enrolada em espiral plana e género Biomphalaria,
caracterizados por concha discoidal com aprofundamento do giro central, sdo 11
espécies e 1 subespécie. O género Biomphalaria € caracterizado por conchas
discoidalis de 40 mm de diametro, devido a presenca de hemoglobina a hemolinfa é
avermelhada. Os moluscos também possuem sistema cardiorrespiratério, digestivo,
nervoso e urogenital (REY, 2008; NEVES, 2016).

No Brasil, 3 espécies sdo naturalmente infectadas, B. tenagophila tem concha
com 15 a 35 mm de diametro, 11 mm de largura e 7-8 giros, ndo apresenta a crista e
linha renal no manto, possibilitando a diferenciacao da B. glabrata. B. straminea possui
10 a 16 mm de diametro, 3 a 4 mm de largura e 5 giros arredondados. Apresenta
ondulacdes transversais nas paredes dorsal e a esquerda da vagina, diferenciando-
se das outras espécies. A B. glabrata (Figura 16), € a principal espécie vetora no pais,
por apresentar maior susceptibilidade ao S. mansoni, podendo liberar 18 mil cercarias
diariamente, assim € o0 vetor que possui alto éxito na transmissdo da
esquistossomose. A conchaa mede de 20 a 40mm de diametro, 5 a 8 mm de largura
e 6-7 giros, apresenta crista pigmentada sobre o tubo renal, aspecto que a diferencia
das outras espécies (NEVES, 2016).
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Figura 16: Biomphalaria glabrata, principal hospedeiro intermediario do Schistosoma
mansoni no Brasil.

Fonte: CARVALHO et al., 2008.

As espécies de Biomphalaria costumam habitar em cole¢des hidricas com
temperatura de 20-26° C, rica em matéria organica e luminosidade, ficam préximas as
margens devido a presenca de vegetacdo, pois sua alimentagcdo € constituida
majoritariamente por fibras. Sdo hermafroditas, ou seja, apresentam ambos 0s sexos,
assim possuem a capacidade de autofecundacao, porém para garantir a variabilidade
genética realizam reproducdo cruzada quando estdo em grupo. Os caramujos tém
elevado potencial de colonizacdo, em aproximadamente 30 dias atingem a idade
reprodutiva e comegam a oviposi¢cdo. Apenas um caramujo tem a capacidade de gerar
cerca de 10 milhdes de embrides, no curto intervalo de 90 dias. As desovas, massas
gelatinosas com ovos, sao liberadas pelos caramujos normalmente durante a noite
em areas sélidas, como objetos poluentes ou na concha de outros moluscos, apos 7
dias ocorre a eclosédo (REY, 2008; NEVES, 2016).

Ao realizar a oviposicao, o caramujo deposita em superficies desovas no
estagio de ovocito | e dando sequéncia ao desenvolvimento ocorre meiose para
ovacito II. Em seguida, inicia-se ciclos de clivagens celulares com o objetivo de atingir
entre 0 a 15 horas, depois da primeira clivagem o estagio embrionario chamado de
blastula (Figura 17-A). O segundo estagio (Figura 17-B), gastrula se inicia apos 24 h
da primeira clivagem, marcado pelo fim dos ciclos de clivagem e inicializacdo do
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crescimentos, diferenciacdo e movimentacéo das células, através de invaginacdo na
qual os polos transformam-se e 0 embrido altera a forma arredondada para achatada.
O estagio de trocofora (Figura 17-C) se inicia entre 48 - 78h apds a primeira clivagem
e caracteriza a primeira fase larval, marcada pelo desenvolvimento do prototroco
(divide a larva em regido pré-trocal e pos-trocal). O estagio de veéliger (Figura 17-D)
se inicia ap0s 96 h da primeira clivagem e se evidencia pela formacéo da concha,
além de intensa movimentacdo embrionaria. Depois de 144h inicia o estagio de hippo
stage (Figura 17-E), marcado pelo desenvolvimento completo do embrido com
aparecimento do tentaculo e olhos, seguindo para eclosdo que ocorre a 25°C em 7
dias apos a primeira clivagem (144h) (KAWANO; NAKANO; WATANABE, 2008).

Figura 17: Estagio embrionario da Biomphalaria glabrata. Blastula (A), Gastrula (B),
Trocéfora (C), Véliger (D) e Hippo stage (E).

Fonte: ARAUJO et al, 2018a.
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2.6 ESTRATEGIAS PARA CONTROLE DA ESQUISTOSSOMOSE

A manutencéo do ciclo de vida do S. mansoni depende de pessoas infectadas,
contaminacéo fecal de colecbes hidricas, na qual habitam caramujos suscetiveis a
infeccdo e em seguida o contato do homem com essa 4gua ocupada por moluscos
infectados. A esquistossomose possui um ciclo complexo de transmisséo, além da
variedade de fatores que favorecem a doenca, para o controle é necessario diversas
medidas profilaticas, como; diagnéstico no estagio inicial e tratamento, acdes de
vigilancia e controle dos vetores, intervencdes educativas em saude para populacéo,
melhorias no sistema de saneamento basico e moradia (BARBOSA et al., 2008;
BRASIL, 2014).

No ano de 1950 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) iniciou a criacdo de
diretrizes para andlise e combate a esquistossomose. No primeiro relatério publicado
em 1953, a OMS determinou o desenvolvimento de métodos de diagnéstico confiaveis
e de facil manipulacéo, descobertas de moluscicidas de alvo-especifico aos vetores
com baixo impacto ambiental e custo, busca por farmacos seguros e eficazes, além
da execucdo de atividades preventivas e monitoramento de criancas em idade
escolar. Nas décadas seguintes, 0s relatérios orientavam seguir com tratamento dos
infectados, reducéo ou prevencgao de contaminacéo de colec¢des hidricas por meio de
saneamento bdasico e distribuicAo de agua encanada, controle dos hospedeiros
intermediarios e acdes educativas (BARBOSA et al., 2008).

Em 1980, a OMS mudou a forma de controle da esquistossomose, focando no
tratamento de infectados e intervencgdes visando a prevencdo, o homem foi o centro
das acdes e como formas de controle auxiliares, uso de moluscicidas. Nas décadas
anteriores o foco principal era controlar a transmissdo. No ano de 2000, a OMS visa 0
controle da esquistossomose em conjunto com outras geo-helmitoses. As estratégias
recomendadas visavam diagnosticar e tratar os infectados com base na
particularidade de cada regidao (BARBOSA et al., 2008).

Na Assembleia Mundial de Saude a OMS estabeleceu um novo roteiro de
doencas tropicais negligenciadas para 2021-2030, cujo as metas visam a eliminacéo
da esquistossomose da problematica em paises endémicos, além de impedir a
transmissdo. O plano de controle é focado na reducdo da parasitose através de

tratamento peridédico e em larga escala com praziquantel em criancas, adultos com
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profissdbes que tém contato com locais de risco, por exemplo pescadores, e
comunidades de areas endémicas. Além de melhorias no sistema de saneamento
basico e controle dos vetores (WHO, 2023).

Mesmo com os diversos avangos na ciéncia e tecnologia com producao de
medicamentos e moluscicidas, o gerenciamento de controle da esquistossomose nao
tem alcancado todas as metas estabelecidas pela OMS. Além da complexidade do
ciclo de vida do parasito e da ampla distribuicdo espacial de hospedeiros
intermediarios suscetiveis ao S. mansoni, 0 moluscicida utilizado no momento
apresenta alta toxicidade ambiental e elevado custo, apresentando efeito apenas
temporério. A estratégia de tratamento em larga escala com praziquantel diminui a
morbidade, contudo ndo controla a transmissao da esquistossomose e existem relatos
de reinfeccdo e resisténcia, além do fato do farmaco apresentar atividade
esquistossomicida apenas contra vermes adultos. Ademais, ndo tem no mercado
vacina disponivel, seguem em processo experimental, os pesquisadores estdo
buscando uma saida em meio a complexidade de baixos recursos financeiros,
mecanismos de escape do S. mansoni e resposta imune do hospedeiro definitivo
(BARBOSA et al., 2008; BRASIL, 2008; McMANUS et al., 2020; TEDLA et al., 2020).

2.6.1 Tratamento quimioterapico e praziquantel

Na década de 1960, ocorreu a producdo biolégica da oxamniquina, um
derivado do tetraidroquinoleinico dos tioxantbnico com atividade esquistossomicida
altamente promissora. Por volta de 30 anos que essa substancia é amplamente
utilizada no continente americano, inclusive no Brasil, onde a Unica espécie endémica
€ 0 S. mansoni. Apesar de ser segura e ter efeitos colaterais limitados, a oxamniquina
apresenta a desvantagem por ter agdo apenas contra o S. mansoni, sendo que a
sulfotransferase enzima desse parasita € o alvo principal dessa droga. Como
substituto do farmaco, o praziquantel (PZQ) vem sendo utilizado desde 2010, tornando
a oxamniquina uma droga ultrapassada (LAGO et al., 2017).

Em 1970, foram desenvolvidos diversos compostos com atividade
esquistossomicida, tais como tubercidina, amoscanato, praziquantel e entre outros,

contudo, muitos efeitos colaterais dessas drogas foram constatados. No final da
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década de 1970, o praziquantel (Figura 18) surgiu como um derivado da pirazino-
isoquinoleinico e foi reconhecido como melhor opcdo para o tratamento da
esquistossomose, sendo a medicacdo de escolha em éareas endémicas. O
praziquantel é altamente eficiente no tratamento de todas as espécies de vermes
adultos do género Schistosoma, mas apresenta pouca atividade contra vermes jovens
e ndo causa toxicidade significativa a longo prazo em humanos. Além disso, apresenta
vantagens como o custo baixo, administracéo Unica com alta eficacia, quando se leva
em consideracédo taxa de cura e reducao da producao de ovos, possui também amplo
perfil de acdo, alta tolerabilidade e efeitos colaterais leves e transitérios (LAGO et al.,
2017; McMANUS et al., 2018).

Figura 18: Representacéo da estrutura quimica do Praziquantel.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/. Acesso: 29/03/2023.

O mecanismo de acgédo do PZQ ainda nédo esta bem esclarecido, evidéncias
indicam que o farmaco aumenta a absor¢éo de calcio. Como nos eucariotos, Ca 2* é
um elemento chave na manutencdo do ciclo de vida do S. mansoni, as baixas
concentracdes desse ion é importante para manutencédo da homeostase fisioldgica do
verme, principalmente no processo de contratilidade muscular (WALKER, 2011).
Assim, a exposicdo do S. mansoni ao PZQ é acompanhada do aumento de Ca 2* que
consequentemente ocasiona uma intensa contracdo muscular e posterior paralisia do

verme, com isso, 0 verme perde sua capacidade de adeséo e séao transportados para
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o figado onde serdo eliminados (ARAGON et al., 2009; YOU et al., 2013). Além disto,
PZQ causa alteracdes morfologicas que podem ser observadas no tegumento do
verme, caracterizadas por vacuolizacdes na base do sincicio tegumentar, bolhas e
erupcdes na superficie. Essas alteracdes morfoldégicas sdo acompanhadas por um
aumento da exposi¢do dos vermes aos antigenos esquistossomoticos na superficie
do parasita, relacionados com a resposta imune do hospedeiro que é necessaria para
a atividade completa do praziquantel(AIRES et al., 2014; ARAUJO et al., 2019; SILVA
et al., 2020).

O praziquantel apresenta limitagbes, ndo possui atividade muito significativa
contra as formas mais jovens do Schistosoma, ndo impossibilita reinfeccdes e tem
sido relatado na literatura casos de infeccdes por S. mansoni e S. haematobium que
sdo pouco ou nao respondem ao praziquantel em regifes de intensa utilizacdo do
farmaco. Ademais, estudos experimentais com camundongos tratados repetidas
vezes demonstraram reducéo da sensibilidade dos vermes ao PZQ. Nesse cenario de
limitacbes, na década de 1980, comecou-se a explorar metabdlitos naturais com
atividades esquistossomicidas. E, nas ultimas décadas, houve um aumento
significativo do interesse da comunidade cientifica em pesquisar e desenvolver novas

drogas para combater a esquistossomose (LAGO et al., 2017; McMANUS et al., 2018).

2.6.2 Controle de Vetores

Até 1970, o controle da esquistossomose era realizado principalmente através
da reducéo da populagéo de hospedeiros intermediérios. Esse plano de acdo envolvia
a utilizacdo de metodologias quimicas, fisicas ou biologicas para diminuicdo da
distribuicAo e da abundancia das espécies do género Biomphalaria. Diversas
substancias quimicas foram testadas e aplicadas como moluscicidas, visando matar
0S caramujos, incluindo a cal extinta, o sulfato de cobre, o pentaclorofenato de sédio,
a tritilmorfolina e a niclosamida (vendida como Bayluscide) (BARBOSA et al., 2008;
BRASIL, 2014).

Na década de 80, depois do desenvolvimento de farmacos para o tratamento
da esquistossomose, 0 objetivo central de combate se tornou o controle da morbidade.

No cenério atual, o plano de combate € associar a utilizacdo de quimioterapico com
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medidas profilaticas, como a educagéo em saude, controle de vetores e o saneamento
basico, objetivando remover a esquistossomose como problema de saude publica até
0 ano de 2030 (BARBOSA et al., 2008; COLLEY et al., 2014; WHO, 2023).

Para uma substancia quimica ser considerada um moluscicida precisa seguir
certos critérios como; apresentar eficacia contra os moluscos em baixas
concentracdes, baixo custo, ndo apresentar toxicidade para os humanos e ambiente
e ser de facil aplicacdo, considerando esses aspectos todas as substancias citadas
anteriormente foram consideradas prejudiciais ao meio ambiente. Entretanto, apenas
a niclosamida, produzida pela industria farmacéutica Bayer, foi amplamente utilizada
nas campanhas nacionais de controle da esquistossomose (BARBOSA et al., 2008;
BRASIL, 2014).

A niclosamida, moluscicida recomendado pela OMS para o0 controle
populacional dos hospedeiros intermediarios do Schistosoma, apresenta alta
toxicidade contra os moluscos nos diferentes estagios de desenvolvimento. Contudo
0 composto quimico apresenta desvantagens como; baixa seletividade biocida,
elevado custo para aplicacao, dificuldade de transporte, necessidade de aplicacdes
frequentes, instabilidade sob luz solar, causa irritabilidade dérmica e mucosa e induzir
resisténcia e/ou tolerancia em algumas cepas de caramujos (OLIVEIRA-FILHO;
PAUMGARTTEN, 2000; COELHO; CALDEIRA, 2016; SANTOS et al., 2020).

2.7 PRODUTOS NATURAIS COMO ALTERNATIVAS MOLUSCICIDAS

Uma alternativa crucial para diminuir ou eliminar a esquistossomose € o0
controle populacional de caramujos do género Biomphalaria. No entanto, atualmente,
a OMS preconiza a utilizacdo de niclosamida somente em casos de alta prevaléncia,
devido ao seu alto custo, a elevada toxicidade ambiental para a fauna e flora local,
além de outras probleméticas. Devido a essas limitacdes, existe um interesse em
descobrir novos moluscicidas de derivados naturais ou sintéticos, que sejam seguros
para 0 meio ambiente, estaveis, seletivos e que apresentem uma relagao custo-
beneficio vantajosa em sua produgdo e aplicagdo (OLIVEIRA-FILHO;
PAUMGARTTEN, 2000; ARAUJO et al., 2018a; SILVA et al., 2019).
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A diversidade de compostos quimicos presentes em produtos naturais
apresenta propriedades bioldgicas e terapéuticas diversas. Atualmente, é conhecido
que cerca de 12,5% das espécies de plantas superiores possuem propriedades
medicinais e fornecem moléculas bioativas, que representam a principal fonte dessas
substancias. No entanto, ainda ha muitos compostos que nao foram testados quanto
as suas propriedades bioldgicas, o que pode levar a um aumento significativo desses
nameros. Na atualidade, mais de um quarto de todas as drogas comercializadas sao
obtidas a partir de compostos isolados de extratos de plantas, enquanto outras sao
sintetizadas de forma analoga (NTUNGWE et al., 2020).

Nesse cenério, diversos estudos sdo realizados com produtos naturais visando
encontrar alternativas moluscicidas e cercaricidas para o controle da
esquistossomose. O potencial moluscicida de 23 extratos de plantas medicinais do
nordeste brasileiro foi demonstrado contra os embrides e caramujos adultos de B.
glabrata. As plantas Annona muricata e Marsdenia altissima causaram 100 e 80% de
mortalidade sobre os moluscos adultos, jA a Caesalpinia echinata demonstrou ser
promissora contra os embrides, matando 100% (de S. LUNA et al., 2005). A acao
embriotdxica do extrato etéreo de Cladia aggredata foi evidenciada nas concentracdes
de 15 e 20 pg/mL causando 50% de mortalidade. A atividade moluscicida do composto
foi comprovada no intervalo de 10,5 a 25 pg/mL, ocasionando em 100% de
mortalidade dos moluscos nas concentracdes mais altas, resultado semelhante foi
observado com acido barbaro de Cladia aggregata (MARTINS et al., 2017).

Outro composto estudado foi 0 extrato salino e fragbes de Bauhinia monandra
contra os estagios embrionarios e caramujos adultos de B. glabrata. A concentracéo
de 50% de letalidade (CLso) para caramujos adultos foi atingida nas concentragdes de
0,87 e 6,6 mg/mL do extrato salino e fracdes, respectivamente. Além da acao
moluscicida, a fragdo de B. monandra, causou 100% mortalidade em cercérias de S.
mansoni (AGUIAR et al., 2022). A propriedade toxica do &cido Usnico isolado de
Cladonia substellata contra os estagios embrionarios da B. glabrata foi evidenciada
nas concentragcdes 1,62; 4,45; 5,36 e 4,49 ug/mL, atingindo a ClLeo para blastula,
gastrula, trocofora e véliger, respectivamente e 3,45 ug/mL para caramujos adultos,
ap6s 24 h de exposicdo ao composto (ARAUJO et al., 2018a).

A Ramalina aspera demonstrou atividade moluscicida ao ocasionar 90% de

mortalidade nas concentragcfes 22,78; 24,23; 16,63 e 16,03 ug/mL nos estagio de
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blastula, gastrula, trocéfora e véliger, respectivamente, contra caramujos adultos o
mesmo percentual de letalidade foi observado na concentragao de 8,66 ug/mL, apos
24 h de exposicdo. A atividade cercaricida foi observada a partir da concentracéo de
5,0 yg/mL (SILVA et al.,, 2019). Extrato salino e fracdo de sementes de Parkia
pendulae apresentaram potencial citotoxico e genotdxico sobre os estdgios
embrionarios, além da acao cercaricida. O extrato salino causou 90% de letalidade
nas 64,25; 479,62; 731,28; 643,28; 408,43 e 250,94; 318,03; 406,12; 635,64; 1,145
mg/mL, nos estagios de blastula, gastrula, trocofora, véliger e hippo stage,
respectivamente, contra os moluscos adultos a CLgo foi alcangada na concentracao
de 10,92 mg/mL. O extrato salino e fragdo apresentou atividade cercaricida, a
concentracdo de 1 mg/mL resultou em alteracdo na motilidade, reduzindo sua
capacidade de penetracédo (BATISTA et al., 2022).

Por fim, considerando o breve ciclo embrionario das espécies Biomphalaria
spp., substancias capazes de afetar negativamente o desenvolvimento embrionario
do vetor ou o molusco adulto em um curto periodo de exposi¢cdo sdo altamente

promissoras.

2.7.1 Bioindicador: Artemia salina

A variedade de atividades bioldgicas e farmacologicas dos produtos naturais
podem torna-los uma valiosa fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Entretanto, € necessario levar em consideracdo a potencial toxicidade para evitar
efeitos colaterais adversos, que sdo comuns. Por isso, estudos de toxicidade devem
ser conduzidos associados com a avaliagdo da atividade farmacoldgica, a fim de
garantir a seguranca de seu uso como drogas potenciais. Atualmente, ha uma
tendéncia para limitar o uso de animais de laboratdrio em testes toxicolégicos. Nesse
cenario, a Artemia salina, artrépode de meio aquatico salino e de aguas salobras,
apresenta certa sensibilidade a diversas substancias, sendo utilizadas como teste
rapido e simples para avaliar toxicidades e atividades biologicas de produtos naturais.
O uso desse modelo aumentou bastante nos dltimos anos, em 1990 eram 7.405
estudos e em 2015 subiu para 88.384, enquanto que o uso de alguns modelos
vertebrados sofreu reducéo (FREIRES et al., 2016; NTUNGWE et al., 2020).
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Artemia salina tem ciclo de vida curto, elevada taxa de fecundidade e séo
obtidas apds ecloséo do cisto facilitando a manipulacdo em laboratério. Os bioensaios
sao vantajosos por detectarem compostos toéxicos para o bioindicador sensivel, ndo
apenas alvos especificos de toxina. Ademais, sdo uma op¢ado econdmica e apropriada
para laboratorios pequenos com recursos limitados. Devido a isso, a A. salina é
amplamente empregada como modelo de laboratério mundialmente, sendo utilizada
para avaliacdo da citotoxicidade e na selecdo de produtos naturais com maior
potencial para conter componentes ativos. Esses organismos sdo escolhidos devido
a sua receptividade genética e baixo custo. Entretanto, deve-se destacar que 0s
invertebrados, como o A. salina, apresentam um sistema organico primitivo e nao
possuem um sistema imunolégico adaptativo, limitando sua utilidade em relacdo a
doencas humanas. Outros animais aquaticos como; Danio rerio e Thamnocephalus
platyurus sao utilizados na avaliacdo de toxicidade, a A. salina apresenta menor
sensibilidade quando comparada, mas é o melhor ensaio quando se busca por
simplicidade nos procedimentos e baixos custos, além de evidenciar a toxicidade em
menores volumes (NTUNGWE et al., 2020).

2.8 NAFTOQUINONAS

O composto quinona pode ser dividido em trés grupos com base em suas
estruturas quimicas: antraquinonas, benzoquinonas e naftoquinonas, que possuem
um anel naftaleno. As quinonas sao vastamente distribuidas em microbios, plantas e
animais e incluem compostos naturais como plumbagina, lawsone, lapachol, juglona,
a-lapachona e B-lapachona com amplo espectro de atividades biologicas. A literatura
evidencia diversas propriedades farmacolégicas associadas as naftoquinonas, tais
como acao antimicrobiana, antiparasitéria, anti-inflamatoria, anticancerigena e anti-
alérgica. Fora isso, os substituintes das 1,4-naftoquinonas também apresentam
atividades farmacoldgicas, como agao antialérgica, apoptética, antifingica, antibiotica,
antiviral, antifangica, anticoagulante, inibidora de lipoxigenases, além de acao
eliminadora de radicais. As 1,4-naftoquinonas demonstraram propriedades

anticancerigenas, sendo benéficas no tratamento de céncer de figado, mama e
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carcinoma cervical humano, através da inducdo da morte celular (LEE et al., 2011,
RAHMAN et al., 2022) .

As naftoquinonas apresentam acdo antimicrobiana por meio de geracao de
espécies reativas de oxigénio, alterac6es na permeabilidade da membrana, inibicdo
das bombas de efluxo e biofilme, além de impedir a acdo da DNA girase. A 1-4-
naftoquinona demonstrou sua acao antibactericida contra Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter Spp. (ESKAPE) e outros microrganismos que
apresentam multirresisténcia (MONE et al., 2023). Além do potencial antibactericida,
as naftoquinonas sao promissores antifungicos, foi observada acdo de 30
naftoquinonas de origem sintética e natural contra Candida spp com eficacia maior
que as drogas usadas no tratamento (FUTURO et al., 2018). A atividade
antiprotozoaria das naftoquinonas € ampla e bastante promissora, apresentando acéao
contra Leishmania spp. (Leishmaniose), Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei
(doenca de Chagas), Plasmodium falciparum (Malaria) e Toxoplasma gondii
(Toxoplasmose), estudos demonstram que a acdo se assemelha aos farmacos de
referéncia utilizados no tratamento, sendo possiveis alternativas no tratamento de
doencas negligenciadas (PINTO; CASTRO, 2009; DANTAS-PEREIRA et al., 2021;
ORTIZ-PEREZ et al., 2021; RAMOS-MILARE et al., 2022; RANI et al., 2022).

Dentre o amplo espectro de propriedades farmacobioldgicas, as naftoquinonas
se demonstraram promissoras drogas esquistossomicidas. Ao analisar o uso tépico
de 1,4- e 1,2-naftoquinonas, observou-se que foi capaz de impedir a penetracao
cutanea de cercérias de S. mansoni. Dos 23 derivados de naftoquinona sintetizados
analisados, 15 demonstraram protecdo quase total quando aplicados em solugéo na
cauda de camundongos 24 horas antes da exposicédo as cercarias (PINTO et al.,
1977). O uso topico de pomada derivada de lapachol na cauda de camundongos teve
acao preventiva contra penetragdo das cercarias, podendo reduzir a infecgdo em até
100% (AUSTIN; FRAPPAOLO, 1973). Além da acdo sobre as cercarias, as
naftoquinonas evidenciou ter potencial esquistossomicida contra os diferentes
estagios evolutivos do S. mansoni. Ao administrar dose intraperitoneal de 50 mg/kg
de B-lapachona em camundongos infectados, foi observada reducdo de 29%, 37%,
24% e 40% nas fases de esquistossdomulos cutaneo, esquistossémulo pulmonar,

vermes jovens e vermes adultos, respectivamente. Também houve diminuicdo no
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namero de ovos e granulomas presentes no tecido hepético (AIRES et al., 2014). Em
derivados de 2-metil-1,4-naftoquinona foram identificados como potentes e
especificos inibidores da tioredoxina-glutationa redutase (SmTGR) do S. mansoni, que
€ considerada um alvo promissor para o0 desenvolvimento de drogas
esquistossomicidas (JOHANN et al., 2015).

Uma outra forma de combater a esquistossomose através das naftoquinonas &
por meio da sua propriedade moluscicida, na concentracao de 40 pug/ml, o fosfato de
artemisinina-naftoquinona matou 100% dos caramujos de B. alexandrina no intervalo
de 24 h. Além da acéo contra miracidios e cercérias de S. mansoni (EL-BESHBISHI
et al., 2015). A artemisinina-naftoquinona possui potencial esquistossomicida sobre
estagios de S. haematobium e seu vetor, o Bulinus truncatus. Vermes adultos foram
tratados com 20 ug/mL de artemisinina-naftoquina e resultaram em 25-100% de
mortalidade em 48 - 72 horas. Os moluscos foram todos mortos na concentracéo de
20 ppm em 24 h, além disso o composto causou 50% de letalidade contra os estéagios
larvais na concentragdo de 7,5 ug/mL (EL-BESHBISHI et al., 2019). O potencial
moluscicida foi observado na 2-bromo-5-acetoxi-1,4-naftoquinona e 3-bromo-5-
acetoxi-1,4-naftoquinona contra B. glabrata, a CLso foi alcangada nas concentracao
de 0,948 e 0,893 uM, respectivamente (RIBEIRO et al., 2009).

2.8.1 Plumbagina

A naftoquinona plumbagina (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) (Figura 19),
férmula de C11HsO3 e peso molecular de 188,17 g/mol, pode ser isolada dos membros
da familia Plumbaginaceae,Droseraceae e Ebenceae. O nome ‘plumbagin’ é originario
do género vegetal Plumbago, do qual foi isolado pela primeira vez. A plumbagina é
encontrada principalmente nas raizes da Plumbago zeylanica, mas pode ser
encontrada em outras plantas, como Drosophyllum lusitanicum, Drosera natalensis,
D. capensis e D. gigantea. Estudos tém demonstrado que a Plumbagina possui
potencial terapéutico em varias doencas, principalmente no cancer. Além disso, tem
sido investigado potencial anti-inflamatério, analgésico, antidiabético, antioxidante,
antibacteriano, antifangico, antiparasitario. Contudo, o desenvolvimento da

plumbagina como alternativa terapéutica enfrenta diversos desafios. O principal € sua
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solubilidade limitada e biodisponibilidade oral, que limita sua eficacia, somado a isso,
a toxicidade moderada é outra limitacdo (PANICHAYUPAKARANANT; AHMAD, 2016;
THAKOR; JANATHIA, 2022).

Figura 19: Representacéo da estrutura quimica da Plumbagina.

Fonte:https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/. Acesso: 13/04/2023

O potencial anticancerigeno da plumbagina tem sido investigado por diversos
pesquisadores. Estudos relataram que a plumbagina exerce efeitos anticancerigenos
significativos in vitro por meio de varios mecanismos moleculares, incluindo apoptose,
ciclo celular, invasao, metastase, angiogénese e autofagia, através da modulacéo de
vias de sinalizacdo, como fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/proteina quinase B
(Akt)/alvo mamifero da rapamicina (mTOR), proteina quinase ativada por AMP
(AMPK), Ras, entre outras (LIU et al., 2017; YIN et al 2020). Além da propriedade
anticancerigena, a plumbagina demonstrou ter a capacidade de prevenir a fibrose
pulmonar induzida por bleomicina em camundongos, atraves da inibicdo da expressao
de TNF-a e TGF-3 (MEHDIZADEH et al., 2022).

A plumbagina se mostrou um potente bactericida contra microrganismos
multirresistentes, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Typhi e
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis. A concentragdo inibitéria minima
(MIC) variou de 0,029 a 0,117 e a concentragdo bactericida minima (MBC) de 0,235 a
0,94 pg/mL, com 79% a 99% inibicAo de crescimento e diminuicdo no

desenvolvimento de biofilme (ALFHILI et al., 2022). A plumbagina apresentou
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atividade consistente contra 100 isolados de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), incluindo fendtipos multirresistentes, com uma faixa estreita de
MIC de 4-8 pg/ml, além de demonstrar efeito sinérgico quando associada
ciprofloxacina e piperacilina (PERIASAMY et al., 2019). Agédo bactericida contra o
Streptococcus agalactiae ndo provocou desenvolvimento de resisténcia, a MIC da
plumbagina foi de 8 mg/L e em analises por microscopia eletrénica evidenciou-se
vastas alteracbes morfoldgicas e células anormais de Streptococcus agalactiae
(HUANG et al., 2022).

A acao antimalarica da plumbagina foi promissora in vitro, a LCso foi atingida
contra o P. falciparum resistentes e sensiveis a cloroquina nas concentracdes de 370
e 580 nM, respectivamente (SUMSAKUL et al., 2014). A plumbagina tem a capacidade
de inibir tripanotiona redutase (TryR), enzima presente na Leishmania spp., e outros
tripanossomatideos (SHARMA et al., 2012). Ap6s apenas 3 horas de incubacao, o
tratamento de vermes adultos de Paramphistomum cervi com plumbagina nas
concentragdes de 0,1, 1,0 e 10 pg/mL resultou em rapida diminuicdo da motilidade.
Além disso, os vermes tratados com albendazol e plumbagina apresentaram
alteracdes morfolégicas semelhantes na superficie tegumentar, incluindo inchaco,
formacdo de bolhas que posteriormente se romperam, erosdo e descamacdo do
tegumento (SAOWAKON et al., 2013). ApGs incubacdo com 1 ug/mL, a plumbagina
reduziu a motilidade de formas imaturas da Fasciola gigantica em apenas 1 hora e
ocasionou morte de 90% dos vermes em 24 horas (LORSUWANNARAT et al., 2014).

A acéo esquistossomicida da plumbagina foi avaliada em um estudo in vitro
comparativo com o praziquantel. Vermes incubadas na concentragao de 10 ug/mL foi
possivel observar diminuicdo mais rapida da motilidade em comparagdo com o
praziquantel. Quando incubados em 100 ug/mL, todos os vermes tratados com
plumbagina pareciam estar imoveis durante todo o periodo de observagéo de 1 a 24
horas, com 91-100% de morte observada, jA 0 praziguantel apresentou mortalidade
maior em menor intervalo de tempo. Na microscopia eletrénica de varredura foi
observado que a plumbagina causou inchaco, bolhas e rompimento de tubérculos,
ocasionando exposicdo da lamina basal e descamacdo do tegumento
(LORSUWANNARAT et al., 2012). Em estudo com camundongos, a administracao de
20 mg de plumbagin/kg de peso corporal resultou em reducéo de 64,28% e 59,88%

em vermes machos e fémeas, respectivamente. Além disso, observou-se reducéo de
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69,39%, 68,79% e 69,11% no numero de ovos/g de tecido hepético, intestinal e
figado/intestino combinados, respectivamente. O tratamento com plumbagina foi
capaz de aliviar a hepatoesplenomegalia, bem como reduzir o tamanho do granuloma
hepético e o conteldo de colageno hepatico em 62,5% e 35,26%, respectivamente
(BAKERY et al., 2022).

Por fim, levando-se em consideracdo a variedade de propriedades
farmacobiologicas da plumbagin, o fato de ser um composto de origem natural, o
elevado numero de casos de esquistossomose, ampla distribuicdo dos molusco e a
necessidade de encontrar novas drogas com atividade moluscicida e apresente baixa
toxicidade ambiental. O estudo objetivou encontrar alternativas que possibilitem o
controle da esquistossomose, através do combate a cercarias de S. mansoni e ao

hospedeiro intermediario (Biomphalaria glabrata).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a toxicidade da plumbagina sobre estagios embrionarios e caramujos
adultos de Biomphalaria glabrata, cercarias de Schistosoma mansoni e Artemia

salina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toxicidade plumbagina sobre os embrides de Biomphalaria glabrata,
analisando os parametros embrionarios (mortalidade e malformacdes) em
diferentes estagios evolutivos (blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hippo
stage);

e Avaliar a acdo moluscicida da plumbagina sobre caramujos adultos de B.
glabrata;

e Avaliar a  citotoxicidade sobre  hemdécitos  de B. glabrata
(micronucleos,binucleadas e outras anomalias hemocitaria) apds exposicao a
plumbagina;

e Ensaio do cometa sobre a B. glabrata apds exposicéo a plumbagina;

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

e Avaliar a toxicidade ambiental da plumbagina sobre Artemia salina.
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4 METODOLOGIA

4.1 DROGAS E PROTOCOLO PARA DETERMINAGCAO DE TOXICIDADE DA PLUMBAGINA EM
EMBRIOES DE BIOMPHALARIA GLABRATA E ARTEMIA SALINA.

Plumbagina foi obtida da Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA. Inicialmente,
para a realizacdo dos ensaios sobre embrides e caramujos adultos de Biomphalaria
glabrata e cercarias de Schistosoma mansoni. As doses da plumbagina foram
determinadas a partir dos estudos de toxicidade ambiental com Artemia salina, atravées
de protocolos estabelecidos no laboratério e com base nos estudos de Martins et al.
(2017), Araujo et al. (2018 a, b) e Silva et al. (2019). A niclosamida foi obtida da
Baylucide, Bayer®. Todos os reagentes de grau analitico ja foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

4.2  MANUTENCAO E OBTENCAO DE CARAMUJOS BIOMPHALARIA GLABRATA E DA CEPA
DE SCHISTOSOMA MANSONI.

As sucessivas geracOes de colonias de caramujos B. glabrata e cepa de S.
mansoni (BH — Minas Gerais) ja sdo mantidas no mosluscéario do Departamento de
Medicina Tropical - UFPE, no setor de parasitologia. No moluscario, 0os aquarios sao
subdivididos em infectados e nédo infectados, os aquarios com moluscos infectados
sao mantidos sob protecdo contra luminosidade e elevadas temperaturas, buscando-
se evitar liberagcdo de cercarias (forma infectante do homem). Os moluscos séo
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 orgéanica fresca Lactuva sativa L. Para garantir a manutencdo da cepa,
apos a troca de agua sao colocados tiras de plastico e de isopor nos aquarios, onde
0s moluscos realizam a deposi¢céo dos seus ovos apos a reproducao cruzada nesses
materiais. Em seguida, os ovos foram coletados e reservados em aquarios menores,
chamados de bercarios. Os ovos eclodem em torno de 7 dias e ficam nos bergarios
sendo alimentados até atingirem idade adulta. A cepa de S. mansoni mantida no

departamento € obtida através da passagens sucessivas em caramujos B. glabrata e
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camundongos Swiss Webster alojados no biotério do Instituto de Imunopatologia
Keizo Asami (iLIKA) da UFPE.

4.3  AVALIAGAO DA TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE OS ESTAGIOS EMBRIONARIOS
DE BIOMPHALARIA GLABRATA.

Embrides (n=100) em estagios de blastula (02 a 152 h ap0s a primeira clivagem
mitética), gastrula (242 a 392 h), trocéfora (482 a 782 h), véliger (962 a 1202 h) e hippo
stage (1442 - 1682 h) foram expostos durante 24 h a plumbagina em concentracdes
de 0,3 - 2 yg/mL em placas de 24 pocos. Foram realizados dois grupos controle, o
primeiro com apenas agua filtrada declorada e o segundo grupo controle com
dimetilsuféxido (DMSO) a 0,5% diluido em &gua filtrada. Ap6s a exposicdo 0s
embrides foram lavados e transferidos para novas placas com agua filtrada declorada,
onde foram monitorados durante 8 dias ou até a eclosdo de todos os caramujos do
grupo controle negativo para serem avaliados quanto a sua viabilidade (vivos) e
inviabilidade (malformados e mortos). Os experimentos foram realizados em triplicata

e todo procedimento experimental foi de acordo com estudos de Araujo et al. (2018a).

4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE CARAMUJOS ADULTOS DE
BIOMPHALARIA GLABRATA.

Caramujos adultos (n=10) medindo entre 10 - 14 mm de didametro de concha,
entre 2 - 3 meses de idade e verificados em relacdo a maturidade sexual atraves da
deposicdo de desovas, foram expostos a plumbagina durante 24 h em diferentes
concentragbes (2, 2.5, 3, 3.5 e 4 ug/mL) com volume final de 60 mL, para cada
solucdo. Apos a exposicao, os caramujos foram lavados e analisados durante 07 dias
e a taxa de mortalidade, fecundidade e fertilidade foram registradas diariamente
(WHO, 1965). Caramujos com auséncia de movimento, auséncia de batimentos
cardiacos, retracdo na concha ou liberacdo de hemolinfa foram considerados mortos.
O grupo controle negativo foi realizado nas mesmas condigbes apenas com agua

filtrada declorada. A niclosamida (Baylucide, Bayer) foi utilizada para o controle
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positivo, na concentragcdo de 1 ug/mL. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata (SILVA et al., 2019).

4.5 ANALISES DE MICRONUCLEOS E OUTRAS ANOMALIAS NUCLEARES NOS HEMOCITOS
DE CARAMUJOS ADULTOS DE BIOMPHALARIA GLABRATA EXPOSTOS A PLUMBAGIN.

As analises foram realizadas de acordo com os procedimentos estabelecidos
por Lima et al. (2019). Caramujos (n=10) foram expostos por 24 h a plumbagina em
diferentes concentracdes (2; 2,5; 3 e 3,5 yg/mL). Apds a exposicdo 0s caramujos
foram mantidos em aquarios com agua filtrada e declorada com pH = 7,0 por mais de
24 h. Selecionamos 4 individuos de cada grupo aleatoriamente para posterior anélise
morfologica e quantitativa de hemacitos (Pavlica et al., 2000). Em seguida, 100 pL de
hemolinfa foi coletado e colocado em laminas de microscopia éptica. Logo apds, foi
adicionada em cada amostra 100 uyL de solugagto EDTA (acido
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
solucdo de Ringer e coradas com Giemsa, e posteriormente lavadas com agua
destilada e secas a temperatura ambiente e avaliadas através de analise em
microscopio Optico em objetiva de 100x. Para cada concentracdo foram feitas 4
laminas. Foram observados hemdcitos (n = 1000/lamina) e a frequéncia das
alteracdes hemocitarias; microndcleos, binucleados, além de hemdcitos com

apoptose.

4.6 ENsalO COMETA

O ensaio do cometa foi realizado como descrito por Singh et al. (1988), com
modificagcdes. Caramujos com 10-14mm de didmetro foram expostos a plumbagina
em diferentes concentracdes por 48h, apos 24 h do final da exposicéo foi feita a coleta

de hemolinfa de 10 caramujos de cada grupo coleta através de micropipeta. Foram
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analisados possiveis danos ao DNA causados pela plumbagina foram averiguados
por ensaio de eletroforese em gel de célula Unica de acordo com metodologia
adaptada de acordo com Grazeffe et al. (2008). Trés laminas de microscépio foram
cobertas com agarose de fusdo normal a 1,5% dissolvida em solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) (livre de Ca?* e Mg?*) e mantida durante a noite a
temperatura ambiente. Cerca de 100 puL de hemolinfa foram dissolvido em 500 pL 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. Apos solidificacdo 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, sarcozinato de sédio 1%, Triton X-100 1% e sulféxido de dimetil 10% (DMSO), a
4°C overnight. Apés a lise, as laminas foram colocadas em tanque de eletroforese
horizontal e imersas em tampéao de eletroforese alcalino (300 mM NaOH e 1 mM
EDTA, pH 13) por 30 minutos para permitir o desenrolar do DNA e a exposi¢do de
locais danificados. Para eletroforese do DNA, foi aplicada uma corrente elétrica de 25
V (0,86 V / cm) e 300 mA por 20 min. Os tratamentos alcalinos e eletroforéticos foram
realizados em banho de gelo e sob luz fraca para evitar a ocorréncia de danos
adicionais ao DNA. Apds a eletroforese, as laminas foram imersas em tamp&o Tris
(Tris 0,4 M, pH 7,5) para neutralizacdo, fixadas com etanol absoluto por 10 min e
coradas com 100 uL de brometo de etidio (20 mg/mL). De cada lamina, 100 células
foram examinadas visualmente e a porcentagem de DNA de hemdcitos danificados
foi avaliada (LEE; STEINERT, 2003).

4.6.1 Analise por microscopia de fluorescéncia

As laminas foram coradas com 50 mL de uma solucdo de SYBR safe
(Invitrogen) (1: 500). Cem células por animal (B. glabrata) foram analisadas sob
ampliacdo de 400 x em um microscoépio de fluorescéncia (Nikon H550L) com um filtro
de excitacdo de 450 - 490 nm, filtro de emissao de 500-550 nm e um filtro de barreira
de 495 nm. A analise visual do dano ao DNA foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Collins et al. (2008). Os nucleoides foram divididos em 5
categorias de dano ao DNA (0 - 4), dependendo da extensdo do dano. A categoria 0

indica que ndo houve danos, enquanto as categorias 1 a 4 indicam niveis crescentes
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de danos ao material genético. Para avaliar o grau de dano ao DNA, o indice de danos
(ID) foi utilizado como parametro. O ID sera calculado de acordo com a formula: ID =
0 (grau de dano 0) + 1 (grau de dano 1) + 2 (grau de dano 2) + 3 (grau de dano 3) + 4
(grau de dano 4).

4.7  AVALIACAO DA TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE CERCARIAS DE SCHISTOSOMA
MANSONI.

Caramujos adultos (n=15) de B. glabrata infectados com S. mansoni foram
expostos por 2 h a luz artificial para liberacdo de cercarias. Aproximadamente cem
cercarias foram expostas a 1 mL de solucdo com plumbagina nas diferentes
concentracbes 1; 1,5; 2; 2,5 e 3 pg/mL (28° C £3). Os critérios de avaliagdo foram
através de score de motilidade empregando os seguintes parametros: movimentacao
atipica, movimentacdo no préprio 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), para determinar as doses-resposta com
resultados expressos em: auséncia de morte (-), menos de 50% de morte (+), superior
a 50% de morte (++) e 100% de mortalidade (+++) . O grupo controle foi realizado nas
mesmas condi¢cdes apenas com agua filtrada declorada. A niclosamida (Baylucide,
Bayer) foi utilizada para o controle positivo, na concentragdo de 1 ug/mL (Araujo et al.,

2018c,d; Silva et al., 2018a,b). Os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.8 AVALIACAO DA TOXICIDADE 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 e aeracéo
constante em temperatura de 25 °C por 48 h, tempo para eclosdo. Em seguida, larvas
de A. salina foram separadas em grupos (n=10) e submetidas as concentracdes 0,5;
1;1,5; 2;2,25; 2.5 e 3 yg/mL da plumbagina incubadas em agua do mar, por 24 h na
mesma temperatura. Controles negativos foram realizados com agua do mar e
dimetilsulféxido (DMSO) a 0.5% diluido em agua do mar. O controle positivo foi

realizado com niclosamida a 1 yg/mL. Os testes foram realizados em quadruplicatas
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e a avaliacdo da mortalidade e sobrevivéncia das larvas foram realizadas através de

um microscopio estereoscopico (ARAUJO et al., 2018b).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo expressos como média + desvio padrao (DP). A analise de
variancia (ANOVA) foi usada para comparacdo entre os grupos. Quando a ANOVA
revelou uma diferenca significativa, o pos-teste de Tukey foi usado para identificar a
diferenca entre os grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando p
< 0,05. GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, US).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 ToXxICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE 0S ESTAGIOS EMBRIONARIOS DE
BIOMPHALARIA GLABRATA.

A plumbagina apresentou uma atividade significativa sobre os embrifes da B.
glabrata em todos os estagios evolutivos (Figura 20 A-E), em baixas concentracdes
conforme preconizadas pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1965)
demonstrando ser um moluscicida eficiente e promissor.

O estagio de blastula nas concentracdes de 0,3 e 0,7 pg/mL apresentou 20 e
57% de inviabilidade, respectivamente, sendo resultados semelhantes em géstrula
nas contracdes de 0,7 e 1 pg/mL. O percentual de inviabilidade vista em troc6fora nas
concentracdes de 0,8 e 0,9 ug/mL foram 54 e 97% respectivamente, enquanto veéliger
apresentou 42 e 93% nas concentracdes de 0,5 e 0,7 ug/mL respectivamente. Por fim,
hippo stage apresentou 33 e 90% de inviabilidade nas concentracdes de 0,7 e 1
pg/mL.

O estagio embrionario de gastrula foi o0 menos suscetivel a plumbagina
alcancando os 100% de inviabilidade (mortes e malformacdes) em 2 ug/mL (Figura
20-B), enquanto, para os demais estagios embriondrios o0 mesmo percentual de
inviabilidade foi observado entre as concentracdes de 1 e 1,5 pg/mL (Figura 20 A, C,
D e E). Resultados semelhantes foram observados com os testes de toxicidade sobre
embribes de Physa acuta (molusco) (LI et al., 2014), Rana nigromaculata (ra), (LI et
al., 2009) e Carassius auratus (peixe) (WANG et al., 2010) para o brometo 1- octil-3-
metilimidazolio, e sobre os embrides da B. glabrata expostos ao usnato de potassio
(ARAUJO et al., 2018a) e ao extrato etéreo de Ramalina aspera (SILVA et al., 2019)
derivados de liguens, onde os embrides nos estagios evolutivos iniciais foram menos

susceptiveis aos agentes moluscicidas.
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Figura 20: Toxicidade da plumbagina sobre os estagios embrionarios da B. glabrata.
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Legenda: Blastula (A), gastrula (B), trocéfora (C), veliger (D) e hippo stage(E). * p <
0,05 e *** p < 0,001 em comparac¢ao com o controle negativo com DMSO (C+DMSO),
controle positivo com niclosamida (NCL).

As alterac6es morfoldgicas da atividade embriotoxica da plumbagina sobre os
estagios embrionarios da B. glabrata sdo apresentados na figura 21. Dentre os efeitos
toxicos e teratogénicos observamos embries mortos, com atraso no desenvolvimento
e hidropicos, sendo esta Ultima alteracdo a mais observada dentre os embrides
malformados (Figura 21 K-O). Efeitos semelhantes foram observados quando
diversos compostos naftoquindnicos foram testados contra embriées de Biomphalaria
glabrata na fase de blastula (Santos et al., 2020). A acdo de novos compostos
impedindo a eclosdo dos caramujos ou causando mutacdes sao importantes, pois
agem reduzindo a capacidade reprodutiva da espécie e por consequéncia reduzem a
populacdo (Araujo et al., 2020; Santos et al., 2020). A exposi¢cdo a niclosamida foi

100% letal para todos os estagios embrionarios, sendo observado apenas mortes.
(Figura 21 F-J).
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Figura 21: Embribes de B. glabrata expostos a 4gua (controle negativo), a niclosamida
(controle positivo) e a plumbagin.
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Legenda: Embrides expostos a agua (A-E), a niclosamida (1 ug/mL) (F-J) e diferentes
concentracdes da plumbagina (K-O). A, F e K - estagio de blastula (concentracao de
0,9 yg/mL), B, G e L - estagio de gastrula (concentragao de 1,5 ug/mL), C, H, e M -
estagio de trocofora (concentragao de 0,8 pg/mL), D, | e N - estagio véliger
(concentragao 0,7 ug/mL) e E, J e O - estagio hippo stage (concentragéao 1,0 ug/mL).
Alteracbes morfologicas dos embrides-1: embrido saudavel; 2. embrido morto; 3:
embrido hidrépico; 4: atraso de desenvolvimento.

5.2 TOXICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE 0S CARAMUJOS ADULTOS DE BIOMPHALARIA
GLABRATA.

Na concentracdo de 2 pg/mL, observou-se pouco efeito, com apenas 6.66%
de letalidade em 172 horas. Ja na concentragéo de 2,5 pg/mL apresentou 3%, 13% e
17%, de mortalidade em 24, 48 e 172 horas respectivamente. As concentracoes de 3,
3.5 e 4 pg/mL causaram letalidade de 20%, 40% e 80%, respectivamente em 24 horas,
e 37%, 60% e 100% de 48 horas em diante (Figura 22). Aumento na producao de
muco, retracdo da concha, liberacdo de hemolinfa e letargia foram observados nos
caramujos expostos a maiores concentracgoes.

Em estudos El-beshbishi et al. (2015) foi apresentado a acdo de naftoquinona
em conjunto com artemisinina sobre caramujos de B. alexandrina, 100% de
mortalidade foi alcancada na concentracdo de 40 ug/mL em 24 h de exposicao. El-
beshbishi et al. (2019) analisou a acdo moluscicida da artemisina-naftoquinona sobre
Bulinus truncatus, a concentracdo de 20 ppm resultou em mortalidade total no
intervalo de 24 h. Santos et al. (2020) em estudos com naftoquinonas demonstraram
liberacdo de hemolinfa em altas doses, indicando a quebra da membrana externa. As
dosagens utilizadas neste trabalho foram inferiores as aplicadas em experimentos
com outras naftoquinonas, indicando uma maior eficiéncia ao alcancar 100% de
letalidade na concentracao de 4 ug/mL em 48 horas apds a exposigao, possibilitando

também menores efeitos ao ambiente.
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Figura 22: Toxicidade da plumbagina sobre caramujos adultos de B. glabrata durante
8 dias ap0ds exposicao.
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Legenda: C1: Agua. C2: Agua + DMSO 0,5%. NCL: Niclosamida. Concentracées de
plumbagina em pg/mL.

5.3 ANALISE DOS PARAMETROS DE FECUNDIDADE E FERTILIDADE DOS CARAMUJOS
ADULTOS EXPOSTOS A PLUMBAGIN.

A andlise da fecundidade e fertilidade dos caramujos expostos a possiveis
novos candidatos a drogas com acdo moluscicidas é essencial, porque caso um
caramujo sobreviva ele é capaz de colonizar aquele ambiente novamente (TELES et
al., 2008). A figura 23 expdem os resultados obtidos apds a analise de fecundidade e
fertilidade dos caramujos expostos a plumbagin, no intervalo de 8 dias de observacéao.
Foram observadas diferencgas significativas na quantidade de embribes depositados
pelo mesmo grupo em diferentes dias. Apos 24 horas de exposi¢cdo, houve poucos
embrides depositados, mas a partir de 48 horas, ocorreu certa recuperagcédo. Apenas
0 grupo exposto a 2,5 pg/mL de plumbagina mostrou redugcéo no numero de embrides

depositados em comparacdo ao grupo controle, e ndo foi possivel determinar se a
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plumbagina afeta a fecundidade dos caramujos, pois 0 proprio grupo controle
apresentou variacdes consideraveis entre os dias de analise. Quanto a viabilidade dos
embrides (fertilidade), ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
expostos a plumbagina e o grupo controle. Diferentemente de outras naftoquinonas
relatadas em estudos de Alberto-Silva et al. (2020) a plumbagina ndo apresentou

capacidade de alterar os parametros relatados.

Figura 23: Embrides depositados pelos caramujos nos 8 dias de observacéo apés a

exposicao a plumbagin.
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Legenda: C: Agua. Em preto: embrides viaveis. Em cinza: embrifes inviaveis.
Concentracdes de plumbagina em pg/mL.

5.4  ANALISE QUANTITATIVA DE APOPTOSE, BINUCLEACAO E MICRONUCLEOS NOS
HEMOCITOS.

Os hemdacitos participam do sistema imunologico dos caramujos, sendo a
principal linha de defesa. Analises de micronucleos e outras anomalias nucleares nos
hemacitos de caramujos adultos de B. glabrata expostos a plumbagina foram utilizado
com o objetivo de avaliar danos causados ao material genético, a técnica de

micronucleo se apresenta como um 6timo indicador para demonstrar acdo de agentes
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mutagénicos e genotdxicos (IBRAHIM et al., 2018). A observacao citomorfolégica dos
hemocitos de B. glabrata revelou predominantemente dois tipos de células:
granulécitos (Figura 24-A) que séo células em forma de estrela com pseuddépodos
projetados, e hialinécitos (Figura 24-B) que possuem uma maior relagédo
nucleo/citoplasma e um citoplasma homogéneo sem granulos. A plumbagina causou
alteracdes citomorfologicas em todas as concentracfes testadas, com apoptose
(Figura 25-B), binucleacéo (Figura 25-C) e micronucleo (Figura 25-D) sendo as mais
frequentes. Ocasionalmente, hialindcitos com nucleos descondensados e citoplasmas
pouco visiveis (Figura 24-C), hialindcitos com vacuolos citoplasmaticos (Figura 24-D),
células trinucleadas (Figura 24-E), células com nucleos reniformes (Figura 24-F) e

células unidas (Figura 24-H) foram observadas com baixa frequéncia.

Figura 24: Hemdacitos de B. glabrata apds exposicao a plumbagin.
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Legenda: Hemdécitos granuldcitos (A), hemacito hialindcito (B), hemdacito hialinécito
com nucleo descondensado e citoplasma nao visivel (C), hemacito hialindcito com
vacuolos (D), hemacitos granulécitos trinucleado (E), hemdcito hialindcito com nucleo
em forma de rim (F), hemdcito granulécitos binucleado em apoptose (G) e hemdécitos
granulécitos em apoptose unidos (H).

Na Figura 24 é possivel observar as altera¢cdes analisadas, a mais frequente
apos exposicdo a plumbagina foi a presenca de células apoptoticas, nas
concentracdes 2; 2,5; 3 e 3,5 ug/mL foi demonstrada a presenga de aproximadamente
113, 160, 207 e 128 células apoptoticas por 1000 células, respectivamente (Figura 24-
B). Foi observado aproximadamente 1 micronucleo a cada 1000 células analisadas
nas concentracdes de 2,5; 3 e 3,5 pg/mL. Ao se analisar presencga de binucleacgdes foi

encontrado aproximadamente 2, 7, 7 e 1 por 1000 células, nas concentracdes 2; 2,5;
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3 e 3,5 yg/mL, respectivamente (Figura 24-C). Foi observado aproximadamente 1
micronucleo a cada 1000 células analisadas nas concentracdes de 2,5; 3 e 3,5 pyg/mL
(Figura 25-D). Resultados semelhantes foram observados ao utilizar outra substancia
natural em estudos de Aradjo et al. (2021) analisando a presenca de células
apoptoéticas apos exposicao ao usnato de potassio. Silva et al. (2019) demonstrou
efeito semelhante ao utilizar o extrato de Ramalia aspera. Estudos de Tripathi et al.
(2019), demonstraram a atividade apoptética da plumbagina em células cancerigenas

em ratos e humanos, sendo uma alternativa promissora no tratamento do cancer.

Figura 25: Andlise das alteracbes morfoldégicas em hemdcitos (1000 cels) de B.

glabrata exposto a diferentes concentracdes da plumbagina.
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Legenda: Contagem de hemocitos/mL de hemolinfa (A), NUmero de apoptose por
1000 células analisadas (B), numero de binucleacdo (seta) por 1000 células
analisadas (C), numero de micronucleos (seta) por 1000 células analisadas (D). C:
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Agua filtrada e declorada. C+DMSO: 0,5% DMSO em filtrado e &gua desclorada.
Resultados expressos em média e desvio padrdo (DP). *p < 0,05, **p < 0,001 em
comparacao com o controle negativo C+DMSO. Concentracdes de plumbagina em
Mg/mL.

5.5  AVALIACAO DA PRESENCA DE ALTERAGCOES NO DNA POR MEIO DE ENSAIO COMETA.

A presenca da migracdo do DNA nas células em um gel submetido a uma
eletroforese, € um dos biomarcadores relacionados a genotoxicidade (de
ALBUQUERQUE MELO etal., 2019). Se ndo houver dano é exibido homogeneamente
formando um circulo, como é possivel observar no item A na Figura 26. Caso
apresente dano, o DNA se apresenta de forma fragmentada, formando uma espécie
de cauda de cometa, nos itens B, C, D e E indicando o grau de dano 1, 2, 3 e 4

respectivamente.

Figura 26: Avaliacdo do grau de dano ao DNA de células da espécie B. glabrata apés

exposicao a plumbagina.

Legenda: O indice de danos (ID) foi utilizado como parametro. ID = 0 (grau de dano
0, DNA integro), ID =1 (grau de dano 1), ID = 2 (grau de dano 2), ID = 3 (grau de dano
3), ID = 4 (grau de dano 4, indicando dano maximo).
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Figura 27: Danos ao DNA de hemdcitos de B. glabrata determinados pelo ensaio
cometa.
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Legenda: Foram analisados 500 ntcleos por grupos. Em A: indice de dano (ID). Em
B: Distribuicdo percentual de dano por concentracdo em ug/mL da plumbagin. C:
Agua filtrada e declorada, C + DMSO: 0,5% de DMSO em &gua filtrado e declorada,
MMS: Metanossulfonato de metila. O resultado foi expresso como média + desvio

padrdo da média. **P < 0,01; ***P < 0,001 em comparac¢ao com o controle negativo C
+ DMSO.

O dano ao DNA de B. glabrata exposto a plumbagina foi dependente da
concentracéo (Figura 27), como demonstrado nos estudos de Siqueira et al. (2020,
2021) ao avaliar a exposicdo de B. glabrata a produtos quimicos toxicos. Em relacao
as quinonas, Osman et al. (2004) ao avaliar a exposi¢do de Dreissena polymorpha
(mexilhdes) a menadiona e a lawsona relataram toxicidade e danos ao DNA do
molusco. Esses autores relatam que os danos causados por quinonas ao DNA de
moluscos ocorrem a partir da formagéo de espécies reativas de oxigénio (EROS).
Seguindo o que foi proposto por Osman e outros pesquisados, além ter como base o0s
danos observados nos nucleos dos hemacitos, muito semelhante ao que ocorre apos
a exposicao aos radicais livres, sugerimos que o efeito moluscicida da plumbagina se
deriva do seu potencial redutor capaz de formar EROS, causando danos DNA. Esta
hip6tese é apoiada por outros estudos onde plumbagina exerceu sua atividade através

do desequilibrio oxi-redox (OSMAN et al., 2004; SHANG et al., 2012; TSAO et al.,
2020).
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5.6 ToxICIDADE DA PLUMBAGINA SOBRE CERCARIAS DE SCHISTOSOMA MANSONI.

Na tabela 1 & demonstrado os resultados da atividade cercaricida da
plumbagina em intervalos de 15, 30, 60 e 120 minutos de exposi¢cdo. Na concentragcao
de 1 pg/mL observou-se a divisdo entre a cauda e o corpo cercariano em 60 minutos
de exposicdo e em 120 minutos apresentou 100% de mortalidade. Em 15 min, a
concentracdo de 2 pg/mL causou movimentos atipicos nas cercérias, ja a
concentracdo de 2,5 ug/mL resultou em alteragdes no padrao de locomocéo e divisao
da cauda e corpo cercariano (Figura 28). Na concentracdo de 3 ug/mL, apds 15
minutos, as ventosas das cercéarias estavam aderidas a placa com pouco ou auséncia
de movimento nas caudas, também foi observado separacéo entre a cauda e o corpo
cercariano. Nas concentracdes de 1,5; 2; 2,5 e 3 ug/mL houve 100% de letalidade em
60 minutos. As cercéarias dos grupos controles 1 e 2 apresentaram normalidade
através da observacao de movimentacao por rotacao e vibracdo com integridade fisica
preservada, contudo no controle positivo com a niclosamida observou letalidade de
100%.

Tabela 1: Acao da plumbagina sobre cercarias de S. mansoni por tempo de exposicao
em minutos.

Grupos
experimentais Tempo de exposicdo (minutos)
(ng/mL)
15 min 30 min 60 min 120 min
C1 - - - -
Cc2 - - - -
1 - - + +++
1,5 - - +-— +++
2 - - +++ +++
2,5 - - +++ +++
3 - - +++ +++
NCL +++ +++ +++ +++
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Legenda: C1: Agua. C2: DMSO 0,5%. NCL: Niclosamida. Concentracdes da
plumbagina em pg/mL
Figura 28: Cercarias de Schistosoma mansoni, controle negativo (A), controle positivo

(B) e plumbagina (C).
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Legenda: Cercarias expostas a 0,5% de solugdo DMSO em agua filtrada (C+DMSO)
(A), cercarias expostas a 1 yg/mL de niclosamida com corpo granular e cauda
contraida (B), cercarias expostas a 3,0 uyg/mL de plumbagina por 15 minutos,
destacando a retracdo do corpo e cauda cercaria, além da separacédo entre a cauda e
o corpo cercariano (C).

A acdo cercaricida em um composto € essencial, um caramujo possui a
capacidade de liberar centenas de cercarias no ambiente aquatico, as cercarias
permanecem viaveis por até 72 h (COLLEY et al., 2014). Em estudos El-Beshbishi et
al. (2015, 2019) avaliou o potencial esquistossomicida da artemisinina-naftoquinona
fosfato, que apresentou boa acédo cercaricida contra cercarias de S. mansoni e S.
haematobium com 100% de letalidade em 15 minutos na dose de 16,8 e 7,5 ug/mL,
respectivamente. No intervalo de 70 minutos, 100% de letalidade foi alcancada na
concentracdo de 0,94 pg/mL para S. haematobium, com destaque a elevada
percentagem de ruptura do corpo cercariano. Os resultados apresentados no presente
estudo estdo em consonancia com estudos anteriores de Zhang e Coultas em 2013,
onde a plumbagina foi testada contra cercarias de S. mansoni. A plumbagina
apresentou uma forte acao cercaricida semelhante aos outros compostos analisados,
porém causou uma maior porcentagem de separagao entre corpo cercariano e cauda,
pois ao invés de paralisar as cercarias, a droga provoca contracdes musculares
(Zhang; Coultas, 2013).
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57 ANALISE DA TOXICIDADE AMBIENTAL DA PLUMBAGINA SOBRE O BIOINDICADOR,
ARTEMIA SALINA.

A plumbagina demonstrou ser um moluscicida eficaz, seu desenvolvimento
como possivel método de controle da esquistossomose através do controle
populacional dos moluscos B. glabrata deve avaliar a extensdo dos possiveis efeitos
colaterais ambientais. Como base neste cenério, se faz necesséario a avaliacao
ecotoxicolégica com bioindicador de referéncia (LECHUGA et al.,, 2016). Um
importante componente de monitoramento € a espécie Artemia salina, cuja
sobrevivéncia ap0s o contato com o agente testado é frequentemente utilizada como
medida de efeitos toxicos ambientais (OLIVEIRA et al., 2011; GAMBARDELLA et al.,
2015). Na Figura 29 é observado o percentual de sobrevivéncia da A. salina apds a
exposicao a plumbagin. As trés primeiras concentracfes avaliadas ndo apresentaram
ecotoxicidade significativa sobre as A. salina, enquanto, a concentracdo de 2 pg/mL

apresentou uma mortalidade de 30%.

Figura 29: Sobrevivéncia do bioindicador ambiental Artemia salina ap6s exposicao a
plumbagina.
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Legenda: Controle niclosamida (NCL) 1 pg/mL, controle (C): somente agua, controle
0,5% DMSO (C+DMSO) e concentragdes da plumbagin.
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A nivel de comparagdo entre o efeito toxico da niclosamida com o da
plumbagina, o agente avaliado (plumbagin) causou uma mortalidade
significativamente menor sobre o biondicador ambiental na concentragao de 2 pg/mL,
maior concentragdo necessaria para causar 100% de inviabilidade contra embribes
em estagio de gastrula, como visto anteriormente. Por outro lado, para a niclosamida
foi observada uma letalidade (100%) na concentrag&o de 1 ug/mL. Embora provoque
um consideravel impacto ambiental devido a sua acdo inespecifica, a niclosamida
ainda é considerada entre os métodos mais eficazes no controle da esquistossomose
mansonica, demonstrando que € um moluscicida eficaz, ainda assim alternativas
menos letais, como a plumbagina pode trazer vantagens por apresentarem menos
dano ao meio ambiente (KING; SUTHERLAND; BERTSCH, 2015; SOKOLOW et al.,
2016).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram o potencial moluscicida da plumbagina da
Biomphalaria glabrata. A plumbagina apresentou efeitos toxicos contra os estagios
embrionarios de blastula, gastrula, trocéfora, véliger e hippo stage da B. glabrata,
somada a atividade téxica, teratogénica, citotoxica e genotdxica contra 0s caramujos
adultos. Além disso, a plumbagina causou mortes das cercarias de Schistosoma
mansoni. Portanto pode-se sugerir que a plumbagina seja utilizada como ferramenta
alternativa no controle populacional do vetor em concentracdes ecologicamente

seguras, sendo alternativa no combate a esquistossomose mansonica.
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Abstract

IACKGROUND Snails of the genus 8iomphalaria are intermediate hosts of Schistosoma mansoni, the main etiological agent of
I, which affects about 236.6 million people in tropical and subtropical reglons of the world. The World
Health Organization recommands the population control of vector snails as one of the strategies to reduce the prevalence and
Incidence of schistosomlasis. In this study, molluscicidal and antiparasitic activities of plumbagin, a naturally sourced naphtho-
quinone with a range of biological c««u, were evaluated against 8. glabrata and cercariae of 5. mansoni.

RESULTS: After 24 h of exposure, plumbagin d. d molluscicidal activity at low concentrations against embryos (LCy,
of 0.56, 0.93, 0.68, 0.51 and 0.74 pg mL =Y for the blastula, gastrula, trochophore, veliger and hippo stage, respectively) and
adult snails {LCy; of 3.56 ug mL '). There were no changes in exposed snalls' fecundity or fertility; howaver, plumbagin was
ableto the freq y of DNA d ge 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 ugmL ' in
60 min, while showing moderate toxicity to Artemio salina.

CONCLUSION: Plumbagin proved to be a p: isi b e for the ¢ | of 8. glabrata population, intermediate host of
5. mansoni, as well as the cercariae, infective stage for humans (definitive host), while being moderately toxic to A. salinag, a crus-
tacean widely used in ecotoxicity tests.

© 2022 Society of Chemical Industry.
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1 INTRODUCTION

Schistosomiasis |s a neglected Infectious disease that affects
about 2366 million people worldwide and puts another 779 mil-
lion at permanent risk of infection.' The etiological agents of
schistosomdasis are helminths of the genus Schistosoma which
need snails as intermediate hosts, an ial part to comph
their life cycle.” In the Americas, schist lasis has as its etiolog
ical agent 5 mansani and snails of the genus Siomphalanie as
Intermediate hosts, " In Brazil, there are three species of epidomi-
ological Interest, 8. glabrato, B. straminea and B. tenagophifa, with
8 glabrata being the main species involved in the transmission
and maintenance of cases, This is due to the wide geographic dis-
tribution of 8. glabrara, in addition to thesr high rate of reproduc-
tion, ease of natural infection and high capacity for releasing
cercariae, an infective evolutionary phase for humans, the defini-
tive host of S. mansoni,**

The World Health Organization (WHO) recommends three main
measures to Interrupt the transmission of 5. mansoni; perlodic and
large-scale treatment with praziquantel (PZQ), the only drug avail-
able; guaranteeing access 10 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 conse-
quently prevent the imfection of snails and the release of cercanes,
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

d/ ! e of Schi 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 rec-
ommendations, this control can be performed using molluscicide
mn“@_lo

Niclosamide s the WHO recommended moluscicide for popula-
tion control of mtermediate hasts of Schistasoma 5. However, this
melluscicide, of synthetic orgin, has low blocidal selectivity, high cost
for application, Instability under sunfight. causes skin and mucosal
irmability, in addition to inducing resistance and/or tolesance in snal
straing."'""? Thus, the scientific community recommends the search
for new mallusocide candidates, of natural or synthetic origin, which
are blosafe, stable, have selective action, considered cost-effective in
production and application, and that have action against snalls in
embryonic and adult stages.'* "

Among several natural secondary metabolites produced by plants
used in taditional medicine and pharmaceutical ndustries, naphtho-
quinones, a dass of naphthalene derivatives, have a broad pharma-
cological and biological spectrum.”™* Studies have reported the
action of naphthoqu s against immature stages and aduits of
5. mansand and 5 haemnaroblum, and toxicity against embryos and
adults of the species 8. olexandring, B, glabvata and Bulinus rruncatus,
vectors of medical importance,'**' The naphthoguinone plumbagin
(S-hydroxy-2-methyl-1 Anaphthoquinone (Fig, 1)) Is solated from
several species of the Plumbago genus and stands out for its

“ antiinflammatory,” antibacterial and  antifungal
activities,” anti-tumor activities, and in cell apoptosis.™ Like other
naphthoquinones, plumbagin exerts its biokgical and phamacclog-
Ical effects through protein andfor DNA alkylation and oxl-redox
imbatance

Arternia saling is widely used in the toxicity assessment of natu-
ral or synthatic molecules with biotechnological potential, as in

Pest Manog Scf 2022. 78:5172-5183
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[e) OH
Figure 1, Chemical structure of plumbagin,

molluscicide screening. This biological model is used for baing a
safe, practical, cost-effective and highly sensitive method.**'
Therefore, this study reports for the first time the toxicity of plum-
bagin against embryos (blastula, gastrula, trochophore, veliger,
and hippo stage) and adults of 8. giabrata, its cytotowic and gen-
otoxic effect, cercaricidal activity against cercariae of 5. mansoni,
and ecotoxicological evaluation against Arfemia safing,

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Drugs
Plumbagin (5-hydroxy-2-methyl-1 4-naphthoguinone (C, Hy Oy
molecular wesght 188.18)) from Plumbago indica was obtained
from Sigma Chemical Co. (https//www.sigmaaldnch.com/BR/en/
product/sigma/p7262), St Louis, MO, USA. Niclasamide was
obtained from Bayluscide, Bayer®, All analytical reagents were
obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.2 Maintenance of Biomphalaria glabrata and
Schistosoma mansoni strains

The 8. glabrota and S. mansoni strains {BH strain, Beldo Horlzonte -
MG, Brazd) are maintained through successive generations in the
molluscarium of the Department of Tropical Medicine of the Med-
lcal Schences Center and Animal Facility of the Laboratory of
Immunopathology Keizo Asami (LIKA) of the Federal University
of Pemambuco (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, a1 25 + 3 °C, 12 h of light/dark cycie, and fed daily with
fresh organic lettuce (Loctuca sativa L).

23 Assessment of plumbagin toxicity on 8. glabrata
embryos

Embryos of 8 globrata were collected from adult specimen
spawns that were deposited on tansparent 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 hi, vebiger (66-120 h), and hippo stage (120-144 h) were
selected with the ald of a stereoscopic microscope (Wild M38,
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 had only one embryo per egg. The exper-
imental groups were exposed to different concentrations of
plumbagin (0.3, 0.5, 0.7, 0.8 0.9, 1.0, 1,5 and 2 pg 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 Petsi
dishes (60 mm x 15 mm) and each group was exposed for 24 b
to the concentrations {0.3-2 pg mL™'} of plumbagin, previously
diluted in 0.5% dimethylsulfoxide (DMSO) and filtered dechlori-
nated water (pH 7.0), For each embryonic stage, the experiment
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was performed with two negative control groups, the first with
embryos exposed 10 only filtered dechlorinated water and the
second with embryos exposed to a 0.5% DMSO salution in filtered
dechlorinated water, A thied group was formed by embryos
expased to 1 g mL " of niclosamide (NCL), as a positive control.
After exposure (24 h) the embryos were washed in dechloninated
Altered water and transfemed to new plates with dechlorinated fil-
tered 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 percent-
age of viabdlity (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 eval-
uated In triplicate to ensure data and statistical analysis
rellability.****

24  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 peoven through spawning
deposition were selected for the trials. Each concentration of
plumbagin (2, 25, 3, 3.5 and 4 ug mL ") was evaluated on groups
containing 10 subjects in the same contasner for 24 h. All concen-
trations were evaluated in triplicate, so that at the end 30 snails
were exposed to each concentration, 8 glabrara (n = 10/group)
were exposed for 24 h to different concentrations (2-4 g mi™')
of plumbagin, previously diluted in 0.5% DMSO and dechlori-
nated filtered water (pH 7.0, a 25 + 3 °C) for a final volume of
60 mL par concentration, Three groups of snails were selected
1o 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 dechlonnated
water, transferred 1o aquariums, and monitored every 24 h for
8 consecutive days for assessment of mortality. Snails with the
absence of heartbeat, presence of shell retraction, and/or hemo-
lymph release were considered dead.

To assess the fertility and fecundity of the snalls, the spawns
were collected daily during the mortality assessment interval,
kept in separate Petn 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 relability 7%

2.5 Analysis of micronudel and nuclear anomalies

In hemocytes of adults B. globrata

Analyses were pedformed as established by Silva et o, 2019.™ Snails
(n = 10) were exposed to the same concentrations of plumbagin as
In tem 2.7 for 24 h and after the exposure peniod, they were kept
in filtered and dechiori d water (pH 7.0} for another 24 h, The
same parameters for the negative and posttive control groups of
Item 2.4 were maintained, Four individuals from each group were
randomly selected for further morphological and quantitative analy-
ss of hemocytes, A 100 pL sample of hemolymph was collected and
transferred to conventional light microscopy shides. Then, 100 pl. of
EDTA solution (ethylenediammetetraacetic acid) diluted in 10 mw
Ringer's solution was added to each sample, After this procedure,

wileyonlinelibrary com/journal/ps
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each shde was placed in a humid chamber for 30 min. After the incu-
bation period, cells were fixed with 200 pl, of 1% glutaraidehyde n
Ringer's solution for 5 min. The slides were subsequently washed
with Ringer's solution, stained with Giemsa (10% in distiled water)
for 7 mén, and then washed with distilled water and dried at room
temperature. For each concentration, at least four slides were made.
Hemocytes [n = 1000/dide) were analyzed under a binocular optical
micrascope with 4 100 x objective, to assess the frequency of hemo-
cyte alterations, classified as miconucieus, binucleation, or
Bpoptosss.

A 10-pL aliquot of hemolymph was collected, diuted 111 In
Ringer's solution and applied to a hemocytometer for total cell
count, using the following formula to the number of cells
per ml of hemolymph*®:

Number of cefls (

total number of cells )
mLof hemolymph

ber of quadrants ¢
xdilution factorx 10000

26 Comet assay
Possibie DNA damage or single-stranded DNA breaks caused by
plumbagin were investigated by single-cell gel electrophoresis
assay according to adapted methodology.™** Microscope slides
were covered with 15% 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
g mL™") of plumbagin for 48 h, Twenty-four hours after the
end of exposure, the hemolymph of seven Individuals In each
group was collected with the aid of a micropipette with sificon-
Ized tips and placed In previously siliconized Eppendorfs. About
100 yL of this hemolymph was dissolved in 100 ub of 0.5% low-
melting agarase (PBS free of Ca®* and Mg”*) and placed in the first
layer of gel at 37 °C, its volume was divided between two blades
per snail, After solidifying at 4 “C for 10 min, the slhides were
Immersed In a flask containing a lysis solution (25 M NaCl
100 mw EDTA, 10 mm Tris, 19 Triton X-100 and 10% dimethyt sulf-
oxide, DMSO), a1 4 “C overnight and protected from light. Aftes
lysis, slides were placed in a horizontal efectrophoresis tank and
immersed in alkaline electrophoresis buffer (300 mu NaOH and
1 mm EDTA, pH 13) for 20 min to allow DNA unwinding and expo-
sure of damaged sites. For DNA electrophoresis, an electrical cur-
rent of 0.74 V em ™" 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 dechioninated filtered
water and the other with 0.5% DMSO solution in dechlorinated fil-
tered water, and one positive control graup with the genotoxic
substance methyl methanesulfonate (MMS) were performed.
After electrophoresss, the slides were immersed in Tris buffer
(0.4 M Tris, pH 7.5) for neutralization for 15 min, fixed with abso-
lute ethanol for 10 min, and stained with 30 L of Syber safe, From
each slide, 50 cells were visually examined and classifind accord-
ing to levels of DNA damage.” The slides were examined using
a fluorescence microscope [Qlympus BX 60, Japan) equipped with
2488 nm excitation filter and a 520 nm barner filter (1000 magni-
fication), Nuclei observed during the analysis and quantification
of the slides were divided into five categories (0-4) according to
the damage verified in the genetic material, Category 0 indicates
that there was no damage while categories 1 to 4 indicate an
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Increasing level of damage to genetic material. To determine the
degree of DNA damage in hemocytes, the Damage Index (Df) 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).

2.7 Evaluation of the toxicity of plumbagin on cercariae
of 5. mansoni

Adult snails (n = 15) of & globrato infected with S, mansoni (Belo
Horlzonte strain) were exposed for 2 h to artificial light (60 W] to
release cercariae. Approximately 100 cercariae were exposed 10
1 mL of plumbagin, prepared as described in paint 2.4, at concen-
trations of 1,1.5, 2,255, and 3 pg mL™" (28 °C £ 3). The evaluation
was according to a motility score using the following parameters:
atypical movement, movement on the axs, 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 yg mL™', Assays
were performed In triplicate with results expressed as follows:
absence of death (—), less than 5086 death (+), greater than 50%
death {+ <) and, 100% mortality (+ + +).”

28 Assessment of the ecotoxicity of plumbagin on
Artemia salina

For the environmental toxicity test, encysted eqgs of A. safing
(50 mg) were placed In containers with sea water (pH 8), under
artificial light (60 W) and ¢ it ion at a temp 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 per-
formed with sea water, 0.5% DMSO, and niclosamide. Tests were
performed in quadruplicate and larvae mobility was evaluated
using a sterecscopic microscope (LM3608Z, Lumen, Brazil).** "'

2.9 Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard deviation {SD). Analysis of
varlance (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
LCyp LCss and LTy (10, 50, and 90% of the samples) were deter-
mined by Probit analysis with a 95% confidence interval, for the
embryotoxicity test, molluscicide analysis with B globrata, and
analysis of ecotoxicity with A solina, The Probit regression was cal-
culated by the Finney method where the results were obtained by
the ratio between the Log (dose) and probit values.™ Log trans-
formation was performed automatically by the statistical program
StatPlus® 2009 Professional software {AnalystSoft, Canada),

3 RESULTS

3.1 Plumbagin has an embryotoxic and teratogenic

effect against B. globrata

Plumbagin was active against 8 glabrata embryos at all life stages
(Fig. 2{A)-{E)), with a dose-dependent effect, This effect was sig-
nificant (P < 0.0001) for blastula at a concentration of 0.3 pg mL™'

Pest Manog Scf 2022. 78:5172-5183
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and 100% lethality was reached at 2 pg mL ™" for gastrula (Fig. 2
(AL (B}, For blastula, trachaphore, and veliger stages, 1009 lethal-
Ity was achieved st s cancentration of 1 pg mL™" (Fig. 2(A), (C), (D)}
and for hippo stage at a concentration of 1.5 yg mL ' (Fig. 2(E)).
Lethal concentrations for 50% (LCs) of embryos ranged from
the minimum 0513 (Veliger) to maxsmum 0929 pg mL~' (gas-
trula) and for 90% (LCy) ranged from minimum 0.702 (veliger)
to maximum 1348 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 mor-
phology (Fig. 3{Al-[E)) and 100% viability (Fig. 2). Exposure to
niclosamide {1 pg mL"~") was 100% lethal for all embryonic stages
(Figs 2 and 3{F)-{J)). The morphologlcal alterations of the embry-
otoxic activity of plumbagin on 8. glabrata are shown in Fig. 3.
Among the toxic and teratogenic effects, we observe dead
embeyos (Fig. 3(H)), hydropic embryos (Fig. 3(M)) as the most fre-
quent alteration among malformed ones, and embryos with
developmental deday (Fig. 3(0)} (Fig. 3(K)-(0)).

32 Plumbagin has a molluscicide effect but does not

alter the fecundity and fertility of adults of B. glabrata
Figure 4(A) shows the mortality rate of 8 glabirata adults exposed
to plumbagin for 24 h and evaluated every 24 h for eight consec-
utive days. The concentration of 2.0 yg mL™" did not cause death
In the first days; only 6.66% lethality was registered at the end of
the obsarvation period. The concentration of 2.5 pg mL™' caused
3.33%, 13.33% and 16.66% lethality at 24, 48 and 192 h, respec-
tively. Soon after exposure to plumbagin (time 0 h), concentra-
tions 35 and 40 pgml~’ caused lethargy, shell retraction,
Increased mucus production and after 6 h the snails released
hemolymph. Additionally, concentrations 3.0, 3.5 and 4.0 pg 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 (Fig. 4
(A). No lethalty was observed in the negative control groups (fil-
tered water with or without DMSO), while the group exposed to
niclosamide had 100% lethality within 24 h.

According to the results {Fig. 4(8]), there were no changes in the
fecundity (number of embryos/snails) and fertility (embeyo viabd-
Ity) parameters of the snalls exposed to plumbagin when com-
pared to controls.

33 Plumbagin causes hemocytic changes in adults

of B. glabrata

Cytomorphological analysis of 8. globrata hemocytes showed
mainly two cell types: granulocytes (Fig. S(A)), star-shaped cells
with pseudopod emission, and hyalinocytes (Fig. 5(B)), containing
greater nucleus/cytoplasm ratio and homogeneous cytoplasm
without granules. All concentrations of plumbagin caused cyto
morphological changes, with apoptosis (Fig. 6(B1)}, binucleation
(Fig. 6C1)), and micronudleus (Fig. 6(01)) being the maost fre-
quent. At low frequency, it was possible to find hyalinocytes with
a decondensed nucleus and low-visible cytoplasm (Fig. 5(C)), hya-
linocytes with cytoplasmic vacuoles (Fig. 5(D)), trinucieated cells
(Fig. 5(E)), cells with a reniform nucleus (Fig, 5(F)) or joined cells
(Fig. S(HI).

Figure 6 expresses the total number of hemocytes (Fig, 6(A)), the
frequency of apoptosis (8), binucleation (C), and micronuclel (D) in
8. giobvata adults exposed 10 plumbagin. The hemocyte popula-
tion showed a significant increase at concentrations of 2.5,
3(P< 0.05) and 3.5 pg mL™' (P < 0.001), Regarding the frequency
of hemocytic alterations, there was no difference between groups
Cand € + DMSO, where the mean frequency of apoptosis (Fig. 6
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Figure 2. Toicity of plumbagin on embryonic stages of B. glabrata. (A} blastula, (B} gastruda, (0 trochophore, (D) vefiger and (E) hippo stage. (C) Filtered
and dechiornsted water. C + DMSO: 0.5% DMSO In filtered and dechiorinated water. NCL: Nickosamide 1 pg mL ™. Significant differences *P < 0.05 when
compared to negative control C = DMSO.

(Bl) was 1867 = 551 and 1967 = 11.59 out of 1000 cells, respec-  apoptosis was the most frequent and significant hemocytic alter-
tively. Binucleation (Fig. 6(C)) and micronuciel (Fig. 6(D)) were not  ation in snails exposed to plumbagin. At concentrations of 2.0, 2.5,
visualized in groups € and C+ DMSO. On the other hand, 30 and 35 pgmL™' the mean frequency of apoptosis was

Table 1. Lethat concentrations {LC) of plumbagin (g mi” ") after 24 b of exposure on embryos and adults of B giotvata and A salna
Experimental groups LCyg Ipg mL™") LCyp (g mL ™) LCgo tpg meL™")
Blastude 0278 10.267-0.288) 0.556 (0.546-0.566) 0,835 (0524-0.845)
Gastrula 0510 [0.495-0.526) 0.929 (0914-0.944) 1.348 (1.333-1 363}
Trochoghore 0407 (0.398-0.416) 0.685 (0676-0£54) 0964 {0.955-0.972)
Veliger 0323 I0.315-0332) 0,513 (0504-0521) 0707 {0594-0.711)
Hippo Stage 0428 [0.418-0438) 0,745 (0.735-0,755 1062 (1 052-1072)
Adult snails 2774 (2683-2.865) 3,558 [3467-3649) 4342 (4.251-4433)
Arternia safng 1931 (1.89-1.972) 2.264 (2223-2305) 2597 (2556-2638)
Results expressed as mean (Standard eeror),

_—_—mmm -
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d to 0.5% dimethylsufoxide in filtered and dechlorinated water |A-E x400), niclosamide {1 pg mL ') (F-J x400),

embryos exp ¥
plumbagin (X—0 x400). In (A}, (F) and (X} (0.9 pg mL "'} blastula stage. In (B}, {G) and |L} {1.$ pg mL"'| gastruta stage. In (C). (H), and (M) (0.8 pg mL ")
trochophare stage. In (D), () and (N (0.7 pg mL ") veliger stage. In (E), () and (O] (1.0 g mL "} hippe stage stage. Morphalogical changes in embryos:

1 —healthy, —dead, 3—hydropic; 4—developmental delay,

113 4 1054, 202.7 = 2608, 207 + 40.04 and 182.7 + 24.21/1000
cells respectively (Fig. 6(8)). Despite the low frequency, binuclea-
tion was seen in groups exposed to plumbagin with a freq ¥
ranging from 2 + 2 to 967 x 2.08 (Fig, 6(C)), Micronuckeus was
the rarest alteration found at conc ions of 2.5-35 pgmL ™'
with 3 mean frequency of 067 + 115, 1« 1,and 1 & 1, none of
them statistically significant compared to controls. The

34 Plumbagin causes DNA damage in B, glabrate
hemocytes

In Fig. 7, the levels of damage (0-4) in hemocyte DNA after expo-
sure to plumbagin were observed using the comet assay, The
damage index to genetic material caused by plumbagin was dose
dependent (Fig. 8(A)) and significant when compared to the C +
DMSO control group, corroborating with the frequency of cells

4.0 pg mL™" concentration was not evaluated as it was considered
4 lethal concentration.

Pest Manog Scf 2022. 78:5172-5183
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with al of totally d yed nucleus, damage 3 or 4, as shown
In Fig. B(B).
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3.5 Plumbagin was toxic against S. mansoni cercariae

Changes in matility, such as intense vibratory movement without
locomotion, were observed within the shortest time interval
(15 min) at concentrations of 2and 2.5 ug mL ", although all cer-
cariae were still alive. On the other hand, even in this interval,
3.0 pg mL~' of plumbagin caused 35% mortality of cercariae with
separation of the cercarial body and the tail (Fig. 9(C), while the
athers were found adhered to the plate and with reduced move-
ment. At a concentration of 10 pg mL™' of plumbagin, mortality
occurred after 60 min, reaching 100% mortality after 120 min
(Table 2). In other concentrations, 100% mortality occurred after
60 min. The cercariae from the negative control groups (C and C
+ DMS0) showed typical and structurad preservation,
while niclosamide catsed 100% lethality within 15 min of exposure.

3.6 Environmental ecotoxicity assessment of plumbagin
on Artemia solina

The results of ecotowicity using the bioindicator A saling exposed
to different concentrations of plumbagin are shown in Fig. 10.
Plumbagin at concentrations between 0.5-20 pg mL™' did not

cause significant montality to A. salina, On the other hand, at con-
centrations of 2.25 and 2.5 g mL "', larvae survival was 52.5 and
20%, respectively, The C + DMSQ group had 100% survival, similar
to the C control group. Total mortality was observed in A, saling
exposad 1o niclosamide (1 ug mL™").

4 DISCUSSION

Naphthog compounds have already been evaluated for
their embryotoxic and molluscicidal action against Schistosoma
vector snails,”" V7 However, no study reported the exposure of
naphthoquinone compounds to all embryonic and adult stages
of Blomphaloria spp, which may limit the knowledge of the effec-
th of these compounds in an environment with different
evolutionary stages of Siomphalaric spp, with epidemiclogical
Importance in schistosomiasis, This |s the first study to repon
the toxicity of plumbagin, a naphthoquincne compound, against
all embryonic stages, awdluismotwica\dgmothtﬂm
on adults of 8 glab action against 5, I cercarae
(BH strain, Belo Horizonte - Minas Gerals, M and ecotoxicity
against A, salina.

.

ﬂpn! nghbmmhamotmi (A) Granulocyte hemocytes and (8) wmm—(amlgmupmedmonom lONythocyte

{arrow) and nan-vishle cytoplasm, (D) Hyalinocyte h
umnmnhsmmecywphmt' indicates a region with nucieus fragments.), (£) YI‘NMQM

yte with
Mnocwﬂeachdmeammmmd

ulocyte
the nuclel), (F) Hyalinocyte hemocyte with kidney-shaped nicleus [arrow Indicates site of invagination in nucleus), {G) Binuck ytein
apoptosts (each of the armows Indicates one of the nuclel * indicates vacuolated cytoplasm| and (H) unized Hemocyte gramlocym {arrow Indicates union
point between the two celis) in apoptosis of adult snails exposed 10 plumbagin
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It is recognized that ean, embryonic stages are less susceptible
to molluscicidal agents.”*"" in our study, the blastula and gastrula
stages resulted In 50% inviability (dead and malformed) in LCy, of
0.556 and 0,929 pg mL~' of plumbagin, while for the hippo stage
the LCy, was 0.745 pg mL™" (Table 1). Santos ef af. evaluated the
toxicity of 14 naphthoquinone compounds against blastula, con-
sidered seven of these compounds promising molluscicide once
they have reached unwiability In LC., ranging from 00.45-27 68
HM.*' The toxicity of lapachol and isolapachol on 8. glabrata blas-
tuls was evaluated by Lima et al. reaching an LCq, of 1.414 and
0330 pg mL ™", respectively, results similar to the studies by
Santos ef o™ The effectiveness of malluscicide candidates
against embryos depends on their p ability in sp Accord-
ing to Santos et al, Lima et ol. and Santos et o/, the molluscicidal
potential of naphthoquinone compounds s dependent on their
palarity ' % As a rule, derivatives with non-polar substituents
peesented the highest molluscicidal activities. According 1o our
results, we believe that plumbagin had a better molluscicidal
effect. reaching lower Ly values when compared to other com-
pounds due to its methyl radicals.”" ' Table 1),

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
molluse population and transmission risks of S A

to our results*' Embryos with nonspecific malformations can be
classified as teratomorphic, such as exogastrulation, or hydropic
embeyos, These damaged embryos do not develop, usually lead-
Ing to death before or after hatching such as indicated in the stud-
ies of Silva et al, Aradjo ef ol and Batista et al™* "'

Here, the LC.y, of plumbagin was 3558 pg mL™" against adults of
the species & globrata, LCs, similar to lapachol (3.283 pg mL™") and
tsobgadiol(lMugmL '} against aduit snalls of the same spe-
cles.™ In studies by Santos et al. and Camara ef al, the LC., of a series
of naphthoquincae and 2-hydroxy-{1Al-naphthoquinone  com-
pounds and denvatives against aduls 8 globrato ranged from
7896 to 102.24 M and 2.1 10 64.3 g mL ™", respectively.” ™% The
association of artemisinin-naphthoquinone phosphate against adult
snads Babnus truncatus and B alexandring, intermedsate hosts of
S, hoematobium and 5. mansoni, respactively, resulted in LGy, of 7.5
and 1657 pg ml.~", respectively.'** Thus, the molluscicidal behavior
may depend on the snail species in addition to the chemical struc-
ture of the naphthaquinone derivative.

From the in silico ldmﬂkmonalmphmoqu&m compounds
and their molluscicidal exp | evaluation, Santos et af,
report behavioral changes in B globrata such as lethargy, confine-
ment in the shell and mucus secretion.”’ In our study, after 6 h of
exposure to plumbagin, these same behavioral changes were

lized, In addition to the release of hemolymph, suggesting

Embeyos with developmental delays, malformed and hydropic
were also the alterations found in the study by Santos et al, similar

rupture of the external membranes.”’ These tissue damages can
alter the reproductive capacity and homeostasis of snails, in

mw.:ommmoudwaomwsowlwmhﬂnodm{c + DOASO). In {B), cercariae exposed 1o

Figure 9.
inml."Nmmaqvmwlbowmdammwlmn(m“mdwwnml of plumbagin for 15 min, highlighting the
retraction of the cercanan body and tad, in addition 1o the separation between the Tail and the cercarial body
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£xposure time (min)

Expetimental grougs 15 30 &0 120
C - - - -
C+ DMS0 - - - -
Prumbagin (g mL~")

AR - - . e

15 - - P 44

20 - - e i+

25 - e RS

3o * e e R
NCL “hy R “rs LR
Negutave controk C = fltered and dechlonnasted water and C + DMSO = C + DMSO: DMS0 05% n fitered and dechlorinated water. Positive control
niclosamide at a concentration of 1 g mi ' Absence of lethality (<), elimination of fess than 50% of cercariae (4], elimination of more than 50% of
corcarie (+ +) and complete elimination of cercariae [+ « +),

addition to affecting the maintenance of intrarolluscan stages of
S, mansoni and, therefore, interrupting the continuity of the bio-
logical cycle.*’ Furthermore, the fecundity and fertility of snails
exposed to molluscicides are important, as a single snail that sur-
vives 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
Romalia ospere and fatex of Euphorbia mitl var. Hisioph,™** mol-
luscicidal substances capable of causing alterations in the fertility
and fecundity pattemns of adults 8. glabrata. At the time of this
writing, we have not found studies that addressed the effect of
naphthoguinone compounds on fecundity and fertility in snalls
of medical importance for the control of schistosomiasts.

We emphasize that our study with 8. glabrota embryos and
adults & in line with the recommendations by the WHO, which
states that a substance pi itself as molluscicide when it is
capable of causing 90% mortality (LCyq) in equal or less than
20 pg mlL " during 24 h of exposure.*

Artemia sallna
100 1 &
;e. 90
g “ "
5 50
40
.S g P
m 10 Iﬁ LA LA L L]
o Al A v Al v L Al Al v Al
O 05,0, 50 S 40
o7 N v .‘?‘«’ VN
Concentration (pug/mL)
Figure 10. Yonmyolplwbaglmnml bmndkw Artemia salina after
24h of exp control (dec d filtered water],

C + DMSO: OS\DMSOMdmloﬂModemdemdNCl. nickasa:
mide controld (1.0 pg mbL™ ') *** indicates greater Pualue <0001,

Pest Manog Scf 2022. 78:5172-5183
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H, Yles are ¢ its of the immune system of molluscs,
such as B. glabrata, and constitute the main and immediate cellu-
lar defense against antigens and towic substances.*”** Thus, the
quantitative and qualitative evaluation of hemocytes is the sub-
Ject of study for the search of new molluscicide candidates, as well
a3 for the elucidation of its mechanism of action. " “*** in the pre
sent study, 8. glabrata exposed to plumbagin LCy, showed an
Increase in circulating hemocytes and hemocytic alterations,
especially apoptosis, micronucleus, and binucleation (Fig. 5). The
Increase in blood cells can occur through two mechanisms; the
first Is the reversible migration of hemocytes from tissues to the
hemalymph upon contact with the offending agent; and second
through the recruitment and activation of hemocytes to eliminate
cells that have undergone changes, especially apoptotic celts '
As of this writing, we have not found any studies reporting the
effect of naphthog compounds on 8. glebrata hemocytes.
However, our re.w!u are similar to studies on the molluscicidal
effect of the ether extract of Ramalla aspera, essential ol from
the leaf of Croton rudolphignus, and potassium usnate,'***** we
emphasze that in our evaluation the frequency of cells undergo-
Ing apoptosis was higher than that reported in the aforemen-
tioned studies.

The comet assay is 4 sensitive method for assessing DNA damage
inndlvidualtoli(ﬁqﬂm pproach ¢ of analyzing the elec-

mgfaﬂmo{nudewdesobdned after cell lysisina
!Nnagmhyu’ DNA damage of & glabvata exposed to
plumbagin was concentration dependent (Fig. 8), as demonstrated
In the studies by Siqueira ef ol. when evaluating the exposure of
B glabrata to toxic chemicals ™ Regarding quinones, Osman
et al, when evaluating the exposure of Dreissena polymanpha (mus-
sels) to menadione and kwwsone reported toxiaty and damage to
the DNA of this molluse. ™ These authors report that damags caused
by quinones to molkuscuan DNA occurs from the formation of reac-
tive oxygen species (ROS). Following what was proposed by Osman
er al. and based on the observed damage to the hemocyte nuchel,
very similar to what happens after exposure to free radicals, we sug-
gested that the moluscicidal effect of plumbagin was due to its
reducing potensial capable of forming ROS, causing damage to
mmnmmsmwmmmwmw
exerted its activity through oxk-redox imbatance *47*

Itis desired that & molluscicide candidate p t in addition to
action against 8. glabrata embryos and addls. also possesses

wileyonlinelibrary com/journal/ps
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WWM Franca ef ol

cercarcidal action, The elimination of cercaniae in the aguatic envi-
ronment prevents human infection and consequently interrupts
the continusty of the biological cycle of S. mansoni. Additionally,
Collay et al. highlight that the cercaricide assessment is impartant
since 100 000 to 300 000 cercariae can be eliminated dadly by a
single snail.*’ The artemycin-naphthoguinone phosphate combi-
nation against cercariae of 5. mansoni and S. hoematobium
resulted in 100% lethality after 15 min of exposure at a concentra-
tion of 168 and 7.5 g mL ™", respectively, with emphasis on mor-
phological alterations of the tail and cercanian body, in addition
to the separation of the cercarian body and tall.'**" In the pre-
sent study, plumbagin showed a cercarcidal action ag
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