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RESUMO

RAMOS, Rhaissa Evelyn Moraes. Avaliacdo da acdo dos imunomoduladores P-MAPA
e da silimarina na esquistossomose cronica _em modelo _murino. 2022. Tese
(Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

A esquistossomose é uma doencga causada por trematddeos do género Schistosoma,
endémica em paises tropicais e subtropicais, como o Brasil. Atualmente, o tratamento
é feito com Praziquantel (PZQ), considerado eficaz apenas contra o verme adulto,
mas com intensa toxicidade, necessidade de aplicacdo de doses elevadas e reacdes
adversas fortes, bem como a presenca de cepas refratarias ao tratamento. O P-MAPA
demonstrou eficacia significativa em estudos com sistemas celulares, modelos
animais e humanos em varias doencas; e a silimarina (SILI) possui acgéo
hepatoprotetora e regeneradora, antioxidante, antifibrotica e anti-inflamatoria ja
consolidadas. O objetivo foi avaliar agbes ovicida, vermicida e hepatoldgicas dos
imunomoduladores P-MAPA e da Silimarina, isolados ou combinados (1:1:1), em
camundongos infectados pelo S. mansoni em fase cronica da doenca. Para tal, os
camundongos foram tratados com Praziquantel 50 mg/kg/5 dias por gavagem; P-
MAPA 100mg/kg/dose Unica via intraperitoneal; e Silimarina 10 mg/kg a cada 48h por
10 doses, via gavagem. Nos experimentos in vitro, foi avaliada a acéo vermicida por
acado direta e os danos causados ao tegumento por microscopia eletrbnica de
varredura. Nos experimentos in vivo, avaliou-se contagem geral de ovos, cheever,
oograma e histologia. Utilizou-se microscopia eletronica de varredura para avaliar o
tegumento dos vermes recuperados in vivo e in vitro. As combinacdes
Silimarina/Praziquantel e Praziquantel/P-MAPA/Silimarina reduziram o quantitativo
total de ovos e os de cheever tanto no figado como no intestino. Com relacdo ao
Oograma, o P-MAPA apresentou a maior quantidade de ovos inviaveis. O principal
achado da histologia, foi a reducéo dos tamanhos e quantidades dos granulomas nos
grupos de SILI. Com relagdo as andlises por microscopia eletronica de varredura,
tanto no in vivo como in vitro, PZQ e P-MAPA isolados, PZQ/P-MAPA combinados e
PZQ/P-MAPA/SILI juntos causaram graves lesdes e destruicdo do tegumento.
Conclui-se que os protocolos utilizados envolvendo a combinacao das trés drogas foi
efetivo com relacdo a acdo ovicida, vermicida e hepatoldgica da esquistossomose
cronica em modelo murino.

Palavras-chave: esquistossomose; Schistosoma mansoni; silimarina.



ABSTRACT

RAMOS, Rhaissa Evelyn Moraes. Action assessment of P-MAPA and_silymarin
immunomodulators in_chronic_schistosomiasis in_a murine_model. 2022. Thesis.
(Doctorate in Bioscience and Health Biotechnology) — Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Schistosomiasis is a disease caused by trematodes of the genus Schistosoma,
endemic in tropical and subtropical countries, such as Brazil. Currently, the treatment
is done with Praziquantel (PZQ), considered effective against the adult worm, but with
high toxicity, the need to apply higher doses on pacients, intense adverse reaction
issues, as well as the presence of strains refractory to treatment. P-MAPA has
demonstrated significant efficacy in studies with cellular systems, animal models and
humans in various diseases; and silymarin (SILI) has a well-established
hepatoprotective and regenerating, antioxidant, antifibrotic and anti-inflammatory
action. The objective was to evaluate ovicidal, vermicide and hepatologic actions of
the immunomodulators P-MAPA and Silymarin, alone or in combination, in mice
infected with S. mansoni in the chronic phase of the disease. For this, the mice were
treated with Praziquantel 50 mg/kg/5 days by gavage; P-MAP 100mg/kg/single dose
intraperitoneally; and Silymarin 10 mg/kg every 48 hours for 10 doses, via gavage. In
the in vitro experiments, the vermicide action by direct action and the damage caused
to the tegument by scanning electron microscopy were evaluated. In the in vivo
experiments, the general egg count, cheever, oogram and histology were evaluated.
Scanning electron microscopy was used to evaluate the integument of the worms
recovered in vivo and in vitro. The combinations Silymarin/Praziquantel and
Praziquantel/P-MAPA/Silymarin reduced the total amount of eggs and cheever in both
liver and intestine. Regarding the Oogram, the P-MAPA presented the highest amount
of unviable eggs. The main histological finding was the reduction in the sizes and
guantities of granulomas in the SILI groups. Regarding the analysis by scanning
electron microscopy, both in vivo and in vitro, PZQ and P-MAPA alone, PZQ/P-MAPA
combined and PZQ/P-MAPA/SILI together caused severe lesions and destruction of
the tegument. It is concluded that the protocols used involving the combination of the
three drugs were effective in relation to the ovicidal, vermicide and hepatological action
of chronic schistosomiasis in a murine model.

Keywords: schistosomiasis; Schistosoma mansoni; silymarin.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca negligenciada, causada por trematddeos do
género Schistosoma, de ocorréncia endémica em diversos paises nas regides
tropicais e subtropicais do planeta. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), estima-se que cerca de 230 milhdes de pessoas estejam infectadas.

No Brasil, destacam-se os estados de Sergipe, Pernambuco, Alagoas, Minas
Gerais e Bahia. Em Pernambuco, aproximadamente 55% dos municipios existentes
registraram casos da doenca, sendo a maioria localizada nas regides da Zona da
Mata, Agreste e Regido Metropolitana do Recife (RMR), com casos de transmisséo
encontrados em regifes proximas ao litoral, como Porto de Galinhas.

Dentro do grupo das doencas negligenciadas, a esquistossomose, representa
um sério problema de saude publica no Brasil e nos paises em desenvolvimento, e
com opcdes terapéuticas pouco eficazes no mercado, sendo unicamente baseada na
guimioterapia em massa com o praziquantel, desenvolvido na década de 1970. O que
traz preocupacdes quanto a ocorréncia de resisténcia/tolerancia devido as intensas
pressdes seletivas que ocorrem por conta do tratamento de dezenas de milhdes de
pessoas anualmente. Os residentes em areas endémicas estdo sujeitos a reinfec¢cao
e a repeticdo do tratamento devido a falta de op¢bes, bem como exposta a toxicidade
gue 0 mesmo causa.

Por, no momento, a Unica droga utilizada ser o praziquantel, alguns estudos
tém revelado a resisténcia de algumas cepas do parasito ao uso rotineiro deste
medicamento. Além disso, a quimioterapia ndo pode ser utilizada em alguns grupos
populacionais como criancas, idosos, gestante, ndo previne a reinfeccéo, e é eficaz
apenas na fase adulta dos vermes. Na esquistossomose experimental, a resisténcia
ao praziquantel em helmintos imaturos € extraordinaria, sendo necessaria uma dose
cerca de 30 vezes maior que a utilizada no tratamento de estagios larvais e adultos
para se obter uma mortalidade de 50%. Além das limitacdes terapéuticas, estudos
mostram que a incidéncia de efeitos colaterais, como dor de cabecga, nausea, dores
abdominais, sangue nas fezes, vomitos em pelo menos um terco da populacgéo tratada
demonstra a toxicidade do tratamento de escolha atual, além de uma aparente queda
na eficicia de tratamento em area endémica.

Nesse sentido, a interacdo entre o parasita e seus hospedeiros tem sido

constante alvo de estudo, destacando-se os elementos de sinalizacdo como fatores
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chave para o entendimento da interacédo parasita-hospedeiro. Por apresentar poucas
opcOes terapéuticas eficazes no mercado, o desenvolvimento de novos farmacos que
possam ser utilizados como esquistossomicida e também como adjuvantes a
quimioterapia, podem dar uma contribuicdo muito significativa para o controle dessa
parasitose, aumentando a eficacia dos tratamentos existentes, minimizando o
surgimento de parasitos resistentes a droga atualmente utilizada, diminuindo
significativamente a morbidade e a proliferacdo da doenca.

Nesse ponto, o desenvolvimento de farmacos que possam atacar o parasita
diretamente ou por meio de atuacao no sistema imune do hospedeiro, utilizados como
adjuvantes a quimioterapia pode dar uma contribuicdo muito significativa para o
controle dessa parasitose, aumentando a eficacia dos tratamentos existentes,
minimizando o surgimento de parasitos resistentes e diminuindo significativamente a
morbidade, o risco de reinfeccdo e proliferacdo da doenca. Assim, ha uma grande
necessidade de se desenvolver novas drogas com efeito anti-esquistossomaético com
largo espectro de atividade contra todos os estagios de desenvolvimento do helminto
ou que possuam grandes potenciais imunomodulatorios.

Como o P-MAPA, que é um agregado polimérico produzido pela fermentacao
de Aspergillus oryzae, em desenvolvimento pela Farmabrasilis, uma organiza¢ao nao-
governamental sem finalidades lucrativas e uma rede internacional de pesquisas. O
P-MAPA demonstrou possuir valiosas propriedades bioldgicas quando utilizado em
sistemas celulares, modelos animais e em estudos preliminares com seres humanos
acometidos por varios processos patologicos como leishmaniose, cancer, infecgdes
virais, estudos de imunologia usando modelos de sangue total, zika virus e na prépria
Esquistossomose.

A Silimarina € um composto extraido da Silybum marianum, e a literatura é
vasta em estudos corroborando as demonstracfes da atividade do Silybum marianum
em doengas hepaticas agudas e cronicas. Inclusive em infec¢cbes experimentais por
S. mansoni, com sua func¢éo ja estabelecida de hepatoprote¢cdo de modo a melhorar
0 esquema terapéutico e/ou controlar a morbidade desencadeada pelo Schistosoma.

Nesse sentido, 0 objetivo de avaliar a interacdo das trés drogas se volta para,
ndo apenas, uma acgdo vermicida Unica, mas também dar mais forca a resposta
imunoldgica do paciente, bem como beneficiar a funcdo hepética — principal 6rgéo

afetado pela doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as acdes ovicidas, vermicidas e hepatoprotetoras dos imunomoduladores
P-MAPA e da Silimarina, isolados ou combinados, em contraposi¢cdo ao Praziquantel,

camundongos infectados pelo S. mansoni em fase crénica da doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar as alteracbes morfolégicas in vitro dos vermes adultos tratados e nao
tratados através de microscopia eletronica de varredura;

b) Mensurar a acdo das drogas na oviposicao hepatica e intestinal pés-tratamento
com P-MAPA, Silimarina e Praziquantel isolados ou combinados.

c) Classificar os ovos no intestino pés-tratamento com P-MAPA, Silimarina e
Praziquantel isolados ou combinados no oograma.

d) Avaliar a estrutura hepatica de camundongos infectados com Schistosoma mansoni
na fase crénica da infeccéo apés os tratamentos por histologia;

e) Avaliar in vivo, as alteragcbes tegumentares, do P-MAPA e da silimarina, isolados e
combinados, na forma adulta do Schistosoma mansoni em comparacdo ao
Praziquantel através de microscopia eletronica de varredura.

f) Analisar in vitro, as alteracfes tegumentares, as alteracdes morfoldgicas in vitro dos
vermes adultos tratados e ndo tratados com P-MAPA e Silimarina, isolados e
combinados, na forma adulta do Schistosoma mansoni em comparacdo ao

Praziquantel através de microscopia eletronica de varredura.
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3 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

3.1 O Schistosoma mansoni E A ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é classificada como uma das doencas negligenciadas de
maior importancia em condicdo de morbidade e mortalidade, a Esquistossomose é
uma velha conhecida de todo o mundo. Encontrada em mumias egipcias e japonesas
h& milénios antes de Cristo, acredita-se que as esquistossomoses sao originarias das
bacias dos rios Nilo, na Africa, e do Yangtze, na Asia (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 1998; BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2014; MCMANUS et al., 2018).
Seus precursores sdo o egipcio Theodor Bilharz em 1852, Katsurada em 1904,
Sambon em 1907, e Mason e PirajA da Silva em 1908. Estes, descreveram
inicialmente duas espécies: o S. haematobium e o S. mansoni. Mais recentemente,
trés outras espécies foram descobertas: 0 S. intercalatum em 1934, o S. mekongi em
1978 e 0 S. malayensis, em 1986 (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014).

Dos seis géneros descritos que parasitam o homem, o S. haematobium, S.
japonicum e S. mansoni sao as trés principais espécies infectantes, sendo a primeira
a principal responsavel pela forma urogenital e, as demais, pelas formas hepato-
intestinais da doenca (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE., 1998; BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014
LOVERDE, 2019a; MCMANUS et al., 2018)

A esquistossomose difundiu-se pelo mundo a medida que os meios de
transporte foram se desenvolvendo e permitindo grandes fluxos migratérios de
pessoas. De ocorréncia endémica em mais de 78 paises nas regides tropicais e
subtropicais do planeta, com cerca de 230 milhdes de pessoas infectadas (COLLEY
et al., 2014; LOVERDE, 2019; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). O S.
mansoni € o principal responsavel por casos na Africa, india e América do Sul (Figura
1) (LOVERDE, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020), onde destaca-se a
Venezuela, o Suriname e o Brasil (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020).
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Figura 1 — Distribuicdo global da Esquistossomose
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention apud BARSOUM, 2014.

No pais, acredita-se que a esquistossomose se deu principalmente pelos
portos de Recife e Salvador por meio do trafico de escravos originarios da costa
ocidental da Africa para trabalharem nas lavouras de cana-de-aguicar, onde
rapidamente a transmissdo se expandiu entre os demais estados do Nordeste. Com
0 passar dos tempos, o consequente declinio da producéo agucareira e migracao das
pessoas, foi levada ao Centro Oeste do pais e de |la para o Sul e Sudeste.
Constituindo, hoje, uma doenca de magnitude importante para a saude publica
nacional, especialmente nas regides Nordeste e Sudeste do Pais (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014; DA
SILVA et al., 2021; ROCHA et al., 2021).

No Brasil, a esquistossomose € presente em 19 unidades federadas (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014). Os
estados com as taxas de positividade mais elevadas sédo, respectivamente, os estados
de Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito
Santo e Minas Gerais nas areas com populacédo até 500 mil habitantes, de acordo

com o Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose e das Geo-helmintoses,
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realizado no periodo de 2010 a 2014 (KATZ, 2018). Ha registros de casos também
nos estados do Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio de janeiro, Sdo Paulo, Santa
Catarina, Parana, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal. Porém, nestes

locais, a transmisséo é focal, ndo atingindo grandes areas (Figura 2).

Figura 2 — Distribuicdo da esquistossomose segundo a média do percentual de

positividade por municipio. Brasil, 2009-2020

Positividade
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Fonte: Sistema de Informacg&o do Programa de Controle da Esquistossomose — ISPCE/SVS/MS. apud
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE; MINISTERIO DA SAUDE, 2021.

Em Pernambuco, dos 185 municipios existentes foram registrados casos em
102, a maioria localizada nas regides da Zona da Mata, Agreste e RMR (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2011; OLIVEIRA et al., 2018). Novas areas de transmiss&o

foram encontradas em regides préximas ao litoral, como Porto de Galinhas
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(BARRETO; DE SOUZA GOMES; BARBOSA, 2016), Itamaraca e Serrambi
(BARBOSA et al., 2017) demonstrando a expansao da Esquistossomose (PEREIRA
et al., 2010).

Tudo isso vém desafiando os programas de controle da esquistossomose,
aumentando os indices de morbimortalidade, reduzindo a expectativa de vida das
pessoas e a demanda por uma reorganizacdo dos servicos de saude para o
enfrentamento da doenca (GOMES; DOMINGUES; BARBOSA, 2017)

3.2 CICLO BIOLOGICO E TRANSMISSAO

O Schistosoma mansoni € um verme platelminto com simetria bilateral e corpo
achatado, pertencente a classe Trematoda, Digenea, que tem como principais
caracteristicas a presenca de ventosas de fixacdo oral e ventral e corpo nao
segmentado (MELO; COELHO, 2005). Sdo endoparasitas que se caracterizam por
dimorfismo sexual, apresentam um ciclo de vida heteroxénico, tendo o homem como
hospedeiro definitivo e um molusco de agua doce — caramujo do género Biomphalaria,
como hospedeiro intermediario (BEZERRA, 2005).

A transmissdo do S. mansoni ocorre mediante liberacdo das cercérias, a forma
infectante para o humano, em cole¢cdes hidricas de poucas correntezas como
corregos, lagoas, lagos e canais de drenagem e de irrigacdo contendo caramujos
infectados (GRYSEELS, 2012). A liberacdo de cercarias pelo caramujo acontece no
horério de maior incidéncia solar devido a presenca de luz e calor, ou seja, entre 11h
e 15h (GOMES; DOMINGUES; BARBOSA, 2017) (Figura 3).



Figura 3 — Ciclo biologico do S. mansoni (adaptado CDC)
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Fonte: Center for Disease Control and Prevention (2017, traducdo de Gomes; Domingues e Barbosa).

As cercarias (Figura 4) possuem cerca de 500 um de comprimento, uma cauda
bifurcada muscular, um corpo ovoide e achatado, e uma cabe¢a com duas ventosas
que facilitardo no momento de fixacdo ao foliculo piloso na pele do hospedeiro
(COLLEY et al.,, 2014b; REY, 2008). Devido a presenca e acdo das secrecdes
histoliticas liberadas pelas glandulas de penetracdo, as proteases liberadas lisam a
pele e facilitam a penetracéo do parasito no hospedeiro (REY, 2008; SOUZA et al.,
2011). Este processo ocorre em poucos minutos e causa irritagcdo local, chamada de
dermatite cercariana (REY, 2008).

As cercérias também penetram através da mucosa bucal em caso de ingestao
e desenvolvem-se normalmente. As que chegam ao estomago sdo destruidas pela
acado do suco gastrico (SOUZA et al., 2011).
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Figura 4 - Microscopia eletronica de varredura de cercaria de Schistosoma mansoni.

Fonte: UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
Legenda: Cércaria de S. mansoni. A - Ventosa oral, B - Boca, C - Acetabulo, E - Juncéo do talo, E —
Talo; e F - Bifurcacdo do talo.

As cercarias perdem a cauda no processo de penetracdo na pele, tornando-se
vermiforme — chamada esquistossdomulo. Esta fase representa a fase juvenil do verme
adulto (seja macho ou fémea) e, apesar de ndo poder mais viver em meio aquatico, &€
capaz de resistir ao poder litico do soro, capaz de destruir cercarias (REY, 2008). O
esquistossomulo migra da epiderme para a circulacdo venosa, percorre pela
circulacdo pulmonar e sistémica até chegar ao seu sitio de preferéncia: o sistema porta
intra-hepatico. E aqui onde o esquistossdmulo se alimenta e se torna verme adulto,
seja ele macho ou fémea (MELO; COELHO, 2005; REY, 2008).

Os vermes adultos s&o longos, delgados, apresentando na porgcéo anterior
duas ventosas (oral e ventral) que funcionam como 6rgdos de adesdao, fixacdo e
nutricdo (MELO; COELHO, 2005; REY, 2008). Uma membrana basal forra a face
interna da camada sincicial de células anucleadas, enquanto que a camada externa
do Schistosoma é heptalamelar espessa, 0 que equivale a uma dupla membrana
celular, possuindo 10 nm de espessura. A superficie exterior apresenta uma camada
polibnica rica em carboidratos, o glicocalix. Esse revestimento encontra-se em
continuo processo de renovacdo, pois quando ha a descamacdo da camada
superficial, uma nova camada é formada internamente (REY, 2008).

O aparelho digestivo € simples e rudimentar, comunicando-se com 0 meio
exterior exclusivamente através da boca, pois ndo possui anus. A excrecao € realizada

por células especializadas denominadas solendcitos, e 0s produtos ndo aproveitaveis
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na digestdo sao eliminados pela boca. Nutrem-se do sangue humano, consumindo
em meédia de 300 mil hemacias por hora e ndo possuem aparelho circulatorio,
independentemente do sexo (SOUZA et al., 2011).

O verme macho mede cerca de um centimetro, tem cor esbranquicada,
tegumento recoberto por tubérculos grosseiros, e duas ventosas: uma oral e o
acetadbulo. O aparelho genital masculino compreende 6 a 8 massas testiculares
pequenas, situadas dorsalmente, no inicio do segmento posterior - de onde parte o
canal ginecoforo. De cada testiculo parte um canal eferente, em conexdo com o
deferente Gnico que se dilata para constituir um reservatorio, a vesicula seminal, antes
de se abrir para o exterior através de um poro genital situado no inicio do canal
ginecoforo. Este canal é constituido por uma fenda formada a partir da dobra lateral
do corpo no sentido longitudinal que tem a finalidade de albergar a fémea e fecunda-
la exatamente através da passagem dos espermatozoides pelos canais deferentes
(MELO; COELHO, 2005; REY, 2008).

Por sua vez, a fémea tem corpo cilindrico, mede 1,5 cm e apresenta coloracao
mais escura devido ao ceco com sangue semidigerido e tegumento mais liso e com
menos tubérculos do que o do macho (MELO; COELHO, 2005; REY, 2008). Elas
também sdo mais finas, o que facilita o0 acasalamento e a oviposi¢do nos capilares da
parede intestinal (MELO; COELHO, 2005). As duas ventosas sao pequenas, estando
a ventosa acetabular muito perto da oral. O ovario é oblongo, ligeiramente lobado, e
fica na porcao anterior do corpo. Um oviduto curto conduz ao o6tipo, que se continua
com o tubo uterino com poucos ovos em transito, cerca de um ou dois. O poro genital
feminino abre-se ventralmente para que 0s ovos saiam e a copula aconteca quando o
macho liberar os espermatozoides no canal quando acasalados (Figura 5) (REY,
2008).

Figura 5 - Macho e fémea de S. mansoni acasalados

Fonte: Gomes; Domingues e Barbosa (2017) apud https://br.pinterest.com/pin/47780446020113040.
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Ha também casos de infec¢des unissexuais. Quando ha apenas com fémeas,
estas permanecem juvenis e atroficas, no interior do sistema porta intra-hepatico e
ndo seguem para o sistema porta-hepatico (GOMES; DOMINGUES; BARBOSA,
2017) (Figura 6).

Figura 6 - Imagens de microscoépio confocal a laser de fémeas de S. mansoni

Fonte: Adaptado de Neves et al. (2005).

Legenda: Comparacgéo do tecido do aparelho reprodutor do verme fémea em infec¢édo mistas (A e B),
bar 50 um e em unissexual (A e C) bar 25 um e 10 pum. Glandula vitelina (VG), Ovario (O), células
germinativas (GC), oviduto (OV).

Nas infec¢Bes unissexuais com machos apenas, areas livres ao redor das
células dos lobos testiculares puderam ser visualizadas (Figura 7) (MELO; COELHO,
2005). Observa-se, também, certa proporcédo deles com caracteres hermafroditos,
variando o grau de desenvolvimento do aparelho genital feminino (REY, 2008). Em
outros casos, houve acasalamento entre machos e, 0os que estavam albergados no

canal, eram menores e com menos lobos testiculares (MELO; COELHO, 2005).
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Figura 7 - Imagens de microscopio confocal de varredura a laser de machos S.

mansoni

Fonte: Neves et al. (2005).
Legenda: Comparacao tecidual do aparelho reprodutor do verme macho em infec¢do unissexual (A) ou
mistas (B). Lobo testicular (TL) e células germinativas (GC), bar 25 um.

Uma vez acasalados na circulacdo de individuos infectados (Figura 5), os
vermes migram contra a corrente sanguinea para as veias mesenteéricas inferiores,
onde liberam seus ovos imaturos nos capilares venosos que irrigam o intestino
(MELO; COELHO, 2005; SOUZA et al., 2011). Uma fémea libera de 300 a 400 ovos
por dia nas paredes de capilares e vénulas, a depender da idade de cada fémea, e
esses ovos podem tanto chegar na corrente sanguinea, como ficar na luz intestinal.
Os ovos (Figura 8) colocados nos tecidos levam cerca de uma semana para tomarem-
se maduros (miracidio formado) para, a partir dai, seguirem da mucosa para a luz
intestinal e entdo serem eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo, dando inicio a
um novo ciclo de transmissédo (MELO; COELHO, 2005).

Figura 8 - Ovo de S. mansoni maduro com miracidio em seu interior

Fonte: Gomes; Domingues e Barbosa (2017) apud José Roberto Machado e Silva — UERJ, Renata
Heisler Neves e Delir Corréa Gomes — IOC (2008).
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O miracidio (que é a forma embrionaria do S. mansoni) apresenta um formato
cilindrico, superficie ciliada e na extremidade anterior encontra-se o terebratorium
(papila apical que pode se amoldar como uma ventosa), onde podem ser encontradas
glandulas adesivas e de penetracédo que, ao liberar enzimas digestivas, auxiliam na
fixacdo e penetracdo do miracidio no tegumento do molusco vetor (Figura 9). Ao
penetrar no caramujo, o miracidio perde seu revestimento ciliado e se transforma
numa estrutura sacular denominada esporocisto. Apds seguidas multiplicacdes e
transformacdes, ocorre a migracdo para as glandulas digestivas ou para o
hepatopancreas do molusco, onde as células germinativas se diferenciardo em
cercarias. Ao ser eliminado no ovo nas fezes, eclode do ovo quando em contato com
agua, podendo gerar até 300 mil cercarias do mesmo sexo. Vale ressaltar que o
caramujo uma vez infectado, mantem-se infectado e produzindo cercérias ao longo
de sua vida pois as células germinativas dardo origem a novos esporocistos que
iniciam novamente o processo de multiplicacdo celular (MELO; COELHO, 2005;
SOUZA et al., 2011).

Figura 9 - Miracidio de S. mansoni

Fonte: Gomes; Domingues e Barbosa (2017) apud

http://www.isradiology.org/tropical_deseases/tmcr/chapter2/epidemiology3.htm.

Caso 0s ovos nao consigam atingir a luz intestinal, havera a morte dos
miracidios e estes ovos poderdo ficar presos na mucosa intestinal ou serem
arrastados para o figado (MELO; COELHO, 2005). Vale ressaltar que 0s ovos séo
muito sensiveis as variagfes de temperatura, a agua salgada e a urina, por exemplo.
Assim, em precarias condicdes ambientais, o0 ovo ndo eclode e o miracidio morre

rapidamente.
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3.3 IMUNOPATOGENESE

Repostas imunoldgicas causadas pela infeccdo pelo S. mansoni dependem
basicamente da interacdo humano-helminto e podem ser detectadas bem no inicio da
infeccdo, antes mesmo dos sintomas. Em relacéo a infec¢gbes causadas por helmintos,
fatores como cepa, fase evolutiva, intensidade e nimero de infec¢cdes sdo questdes
primordiais para evolucdo da doenca. Ja com relacdo ao hospedeiro, constituicao
gendmica, o6rgdo predominantemente lesado, padrdo alimentar, etnia, tratamento
realizado, infec¢des associadas e, sobretudo, o perfil imunitario antes, durante e apés
a infeccdo sdo os fatores determinantes no processo de evolucdo das formas
anatomoclinicas da doenca (SOUZA et al., 2011).

Algumas horas apo0s a penetracdo das cercarias, ainda durante o processo
reativo inflamatério da dermatite cercariana, ja ha acdo das células mononucleares e
polimorfonucleares causando a destruicdo de cercarias e esquistossémulos a nivel
local. Esse processo apresenta-se clinicamente como um exantema maculopapular
pruriginoso e € considerada a primeira defesa contra a infec¢cdo ao Schistosoma. Na
continuacgao do processo de infec¢do, quando ha a passagem pela epiderme e derme,
uma reacao de hipersensibilidade do tipo imediata ocorre e ativa varios componentes
da resposta imune inata. Em poucos dias, um infiltrado de polimorfonucleares,
mononucleares e células de Langerhans, além de producao local de quimiocinas e
citocinas, que seguem com um influxo de linfocitos pro-inflamatorios T CD4+ e
producdo de IL-12p40, IFN-y (gama interferon) e IL-4. Nesta fase, a resposta
imunoldgica dominante é a do tipo T helper 1 (Thl) (LOVERDE, 2019a; SOUZA et al.,
2011).

Nas multiplas semanas seguintes, a medida que os esquistossémulos migram,
passam por outros 0rgaos, maturam, acasalam e, principalmente, comecam a ovipor
nas vénulas do mesentério; hd uma intensa liberacdo de antigenos e ha, também,
alteracdes a niveis bioquimicos que conferem a ele um escape contra o sistema imune
do hospedeiro em cada fase de maturacéo. Entdo, a resposta Thl diminui e entra em
acdo a resposta do tipo Th2 e inicio dos sintomas clinicos caracteristicos da
esquistossomose aguda dividindo-se em duas fases: pré-patente (antes da
oviposicao) e pbs-patente (apds inicio da oviposicao (LOVERDE, 2019; SOUZA et al.,
2011).
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Na fase pré-patente, as manifestacdes clinicas caracteristicas da fase aguda
sdo causadas tipicamente pelos grandes niveis circulatorios de fator de necrose
tumoral (TNF) e de interleucinas 2 e 6, caracteristicos da resposta Thl. Acredita-se
que essa resposta imune seja a responsavel pelas lesdes teciduais e manifestacfes
clinicas caracteristicas da fase aguda exatamente por ser um processo inflamatorio
exacerbado. Outro fator importante sobre a citotoxicidade celular, € o evento chamado
de citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC), que possui acéo efetora
apenas sobre esquistossomulos, mas aparentemente é inofensiva para os helmintos
adultos (LOVERDE, 2019; SOUZA et al., 2011).

Com o inicio da oviposicdo e da fase poOs-patente, o principal evento da
esquistossomose se inicia com a intensa liberacdo de antigenos solUveis do ovo. A
formacdo do granuloma hepatico e a fibrose hepatica peri-portal é iniciada pela
mobilizacdo de macréfagos, eosindfilos, linfocitos, plasmaocitos, TNF, e células CD4+
Th1; evoluindo para o perfil CD4+ Th2 com a producéo das citocinas IL-4, IL-5, IL-10
e IL-13 bem como linfécitos T CD8+. Essa intensa resposta inflamatéria é causada
pelos ovos que ndo atingem a luz do intestino e ficam retidos nos sinusoides hepaticos
liberando antigenos pro-inflamatoérios (LOVERDE, 2019; SOUZA et al., 2011).

A fibrose é formada pela acdo dos macrofagos em contato com o ovo, formando
massas sinciciais multinucleadas onde algumas destas células transformam-se em
fibroblastos que, por sua vez, orientam a organizagdo de camadas concéntricas em
toda a espessura do granuloma, causando uma intensa producao de colageno. Esta
desorganizacao da arquitetura tecidual leva ao processo de hipertenséo portal. E, em
casos mais avancados, leva a chamada fibrose de Symmers (LOVERDE, 2019;
SOUZA et al., 2011).

Outros 6rgaos podem ser acometidos pela esquistossomose mansonica, seja
de forma definitiva com formacao de granulomas por depdésito de ovos, seja de forma
transitéria com a passagem dos esquistossémulos. Pulmdes, bago, pancreas, bexiga,
rns e sistema nervoso podem afetados causando a chamada esquistossomose
ectopica (LOVERDE, 2019; SOUZA et al., 2011).

O S. mansoni pode ser considerado um helminto extremamente adaptado ao
ser humano pois, evolutivamente, desenvolveu distintos mecanismos de escape ao
sistema imune. Seja com a capacidade de aderir antigenos do hospedeiro a sua
propria membrana plasmatica dificultando seu reconhecimento como corpo estranho;

seja substituindo as porcdes mais exteriores do tegumento por novas camadas de
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membrana celular, bem como a producédo de interleucinas, protease e enzimas que
clivam imunoglobulinas e inativam macréfagos, ha um retardamento do processo de
reconhecimento do helminto e consequente atraso no processo de resposta
imunoldgica (LOVERDE, 2019; SOUZA et al., 2011).

3.4 PRAZIQUANTEL (PZQ)

O Praziquantel (2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro4H-pirazino{2,1-
ajisoquinolina-4-ona) é um derivado pirazinoisoquinolina descoberto em conjunto por
Merck e Bayer em 1972 (ANDREWS et al., 1983; NOVAES; DE SOUZA; DE ARAUJO,
1999). E um pé cristalino esbranquicado, de forte sabor amargo, com ponto de fus&o
entre 136° C a 140° C com decomposicao quimica (ANDREWS et al., 1983) e formula
molecular Ci9-H24-N2-O2 (BETHESDA (MD): NATIONAL INSTITUTE OF DIABETES
AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2020). E estavel em condi¢cdes normais
de temperatura e pressao, praticamente insolivel em agua, pouco soluvel em etanol
e soluvel em solventes organicos como cloroférmio e dimetilsulfoxido (DMSO) (CIOLI;
PICA-MATTOCCIA, 2003). Tornou-se o tratamento de escolha para Esquistossomose
devido eficacia contra as espécies de Schistosoma, por possuir menor custo e menor
toxicidade em relacdo aos outros compostos (ANDREWS et al., 1983; NOVAES; DE
SOUZA; DE ARAUJO, 1999).

O PZQ (Figura 10) tem sido estudado experimentalmente em animais desde
1975, mostrando-se altamente eficaz contra infestacbes de varias espécies de
trematddeos e cestddeos, principalmente: S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum,
S. intercalatum, S. matheei, S. bovis, Taenia solium, Taenia saginata, Hymenolepis
nana, Hymenolepis diminuta e Diphyllobothrium latum, Cysticercus bovis e
Cysticercus cellulosae, Echinochasmus fujianensis, Opisthorchis viverrini, atuando
contra os vermes maduros, imaturos e na fase larval dos cestédeos (NOVAES; DE
SOUZA; DE ARAUJO, 1999). Nos trematodeos, atua na fase de verme adulto (VALE
etal., 2017), e é a droga de escolha da Organizacao Mundial da Saude no tratamento
da Esquistossomose. No Brasil, é a Unica droga de escolha para uso desde 1996
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2014).



35

Figura 10 — Férmula Estrutural do Praziquantel

O

Fonte: LiverTox: Clinical and Research Information on Drug-Induced Liver Injury (2022).

Acredita-se que a agdo anti-helmintica do PZQ se deva a um conjunto de agfes
chefiado pela sua capacidade de desregulacédo da bomba de sddio-potassio presente
nas ceélulas do tegumento do helminto. Ao inibir a bomba, o PZQ aumenta a
permeabilidade da membrana do helminto a determinados ions, principalmente ao ion
de calcio, o que leva a um aumento da atividade muscular, seguida por contracao,
paralisia espasmodica e vacuolizacdo do tegumento. Como consequéncia, varios
processos vitais sdo interrompidos como a absorcdo de nutrientes, secrecdo de
metabdlitos, equilibrio osmético e defesa contra parasitas do sistema imune do
hospedeiro (MATOS-ROCHA et al., 2016). Por fim, os vermes acabam se soltando
dos tecidos do hospedeiro e sao rapidamente deslocados das veias mesentéricas
para o figado, enquanto os helmintos intestinais sdo expelidos (CIOLI; PICA-
MATTOCCIA, 2003; NOVAES; DE SOUZA; DE ARAUJO, 1999).

As reacOes adversas causadas pela toxicidade do PZQ podem ser
consideradas leves e transitorias, quando ocorrem (VALE et al., 2017). Contudo, ha
também registros de casos de reac¢des adversas mais severas que vao de nauseas,
vOmitos, desconforto abdominal, anorexia e diarreia; ha casos de cefaleias, tonturas
e sonoléncia e em alguns casos, erupcdes cutaneas e urticarias, associadas a um

quadro de febre e fadiga intensa (DA SILVA et al., 2017). Essas reacdes podem
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acontecer porque as doses de PZQ administradas nos pacientes sao doses elevadas,
pois aproximadamente 80% do PZQ € eliminado na urina no fenémeno de primeira
passagem no figado (MCMANUS et al., 2018). Com isso, doses de tratamento
elevadas sao necessarias para garantir uma quantidade minima de droga no sistema
do paciente para que um tratamento eficaz aconteca, dessa forma aumentam-se 0s
riscos de toxicidade colateral. A frequéncia e a intensidade desses efeitos, como
diarreia sanguinolenta, estéo relacionadas com os metabdlitos liberados pela morte
dos vermes (VALE et al., 2017).

Outro grande problema é o relato do aparecimento de cepas refratarias ao
tratamento com PZQ. Ha registro de casos de resisténcia datados dos anos 1990
(COELI et al., 2013; FALLON, 1998; MWANGI et al., 2014; SANCHEZ et al., 2019),
guando em tratamento com sete doses do PZQ a 300mg/kg houve sobrevivéncia de
mais de 90% dos vermes adultos no modelo murino (FALLON, 1998). No Brasil ndo
h& casos de resisténcia confirmados, no entanto, existe a necessidade de uma
atencdo diferenciada aos casos dos pacientes que tenham sido tratados mdultiplas
vezes e permanecem com infeccdo recorrente ndo apresentando cura (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2014; COELI
et al.,, 2013; MWANGI et al.,, 2014). Além das cepas refratarias, ha estudos que
dissertam sobre a ineficacia da acdo do PZQ em formas juvenis do S. mansoni
(KASINATHAN; MORGAN; GREENBERG, 2010; MATOS-ROCHA et al., 2016;
SANCHEZ et al., 2017). Dessa forma, ha uma demanda iminente e uma necessidade
urgente de que outras substancias sejam estudadas, a fim de que n&do ocorra um

atraso no tratamento.

3.5 P-MAPA

P-MAPA ¢é a sigla para Protein aggregate magnesium-ammonium
phospholinoleate-palmitoleate anhydride immonomodulator, ou seja, anidrido
polimérico de fosfolinoleato de magnésio e amonio e proteina (FARMABRASILIS,
2006a, 2008). Consiste em um biopolimero com aplica¢des farmacologicas produzido
por fermentacdo pelo fungo Aspergillus oryzae (Figura 11) e considerado um dos
produtos mais avancados e versateis na sua categoria farmacéutica
(FARMABRASILIS, 2006a).
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E uma molécula original de pesquisa da Farmabrasilis, uma organizac¢éo
brasileira, ndo-governamental sem fins lucrativos, com a missdo de desenvolver
medicamentos e tecnologias em beneficio de populagbes afetadas por doencas
negligenciadas (FARMABRASILIS, 2006b).

Figura 11 — Placa de semeio com Aspergillus oryzae

Fonte: https://br.depositphotos.com/446507982/stock-photo-close-aspergillus-oryzae-filamentous-
fungus.html (2022)

Os principais componentes do P-MAPA consistem em diversos aminoacidos,
fosfatos, magnésio, lipideos, aménios, acidos linoleico e palmitoleico e proteinas. A
formula empirica € Cs26H6140163N204S2 (Figura 12) (FARMABRASILIS, 2006a).

Figura 12 — Férmula Estrutural Proposta do P-MAPA
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Fonte: FARMABRASILIS (2008).
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O P-MAPA demonstrou possuir valiosas propriedades bioldgicas quando
utilizado em sistemas celulares, modelos animais e em estudos preliminares com
seres humanos acometidos por varios processos patologicos (FARMABRASILIS,
2006a).

O mecanismo de acao proposto do P-MAPA conhecido até o momento sobre
0s componentes do sistema imunoldgico incluem a estimulacdo de receptores
celulares do tipo toll-like (TLR-2 e TLR-4) a estimulacéo da producéo de Linfocitos T,
o estimulo a producdo de citoquinas, principalmente da Interleucina-2 (IL-2) e do
Interferon-gama ocasionando o aumento da atividade das células NK (natural killer),
e finalmente estimulando a produc&o e liberacdo de NO por macrofagos (DURAN et
al., 2009; FAVARO et al., 2012).

Isto sugere que a atuacdo do P-MAPA possivelmente esta relacionada a
mecanismos imunoterapéuticos, uma vez que o IFN-gama, por exemplo, uma das
citoquinas cuja producéo é estimulada pelo composto, sabidamente exerce atividades
imunoregulatdrias, antivirais e antitumorais. As células NK e os linfécitos T, que
também se mostraram estimulados pelo P-MAPA nos experimentos com o produto
utilizando modelos animais, sédo elementos do sistema imune com capacidade de
destruir células cancerosas ou infectadas por virus atuando diretamente sobre as
mesmas (DURAN et al., 2009; FAVARO et al., 2012; KAWARABAYASHI et al., 2000;
PAWLOTSKY; MCHUTCHISON, 2004).

Em modelos animais para estudo de cancer, o P-MAPA demonstrou tanto
capacidade de melhorar o estado de imunossupressao induzido pelo processo
tumoral, como também de promover melhora histolégica. Desta forma, ha um efeito
significativo no impacto terapéutico na doenca primaria ou nos processos metastaticos
(FAVARO et al., 2022; GONCALVES et al., 2020; KAWARABAYASHI et al., 2000;
PAWLOTSKY; MCHUTCHISON, 2004).

A reversdo da depressdo imune, associada a utilizagdo do P-MAPA também
foi observada em modelos experimentais para doencas infecciosas, resultando em
protecdo do hospedeiro e ainda em elevadas taxas de sobrevivéncia dos animais,
mesmo naqueles infectados experimentalmente com doses letais de agentes
infecciosos (DURAN et al., 2009; FAVARO et al., 2012; SILVA et al., 2021).

Os estudos com o P-MAPA ocorrem ha mais de uma década e j& comprovou
sua eficacia em doencgas como Leishmaniose canina (MELO et al., 2014; SANTIAGO
et al., 2013), Punta Toro virus (DURAN et al., 2009), cancer de ovario (DE ALMEIDA
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CHUFFA et al., 2018; LUPI JUNIOR et al., 2019; LUPI et al., 2020), cancer de bexiga
(DE ALMEIDA CHUFFA et al., 2018; FAVARO et al., 2022; GARCIA et al., 2015), e
tuberculose (FAVARO et al., 2012). Recentemente, ja iniciou estudos com
Esquistossomose (SILVA et al., 2021), Zika Virus (LIMA et al., 2021), e em estudos
de imunologia usando modelos de sangue total (GONCALVES et al., 2020). Todos
esses elementos tomados em conjunto, indicam que os efeitos do P-MAPA podem ser
claramente relacionados a mecanismos imunoterapéuticos.

Em 2020, o P-MAPA recebeu o termo de ‘orphan drug’ pela agéncia de
alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (FDA), com base em estudos de
caracterizacdo da acao in vitro e in vivo (FARMABRASILIS et al., 2020; SILVA et al.,
2021; SILVA; LOPES; CARVALHO, 2020). Este termo designa as drogas indicadas
para o tratamento de doencas raras, que possuem baixa frequéncia ou
negligenciadas. O P-MAPA é o primeiro medicamento totalmente brasileiro a obter
este titulo (FARMABRASILIS et al., 2020; SILVA; LOPES; CARVALHO, 2020).

O estudo publicado em 2021, por Silva e colaboradores, abordou a
Esquistossomose em modelo murino por infecgdo experimental, com tratamento em
trés doses distintas do P-MAPA (5, 50, e 100 ug/mL). In vivo, o P-MAPA reduziu o
namero de ovos no figado e no intestino. Além disso, os granulomas foram reduzidos,
e houve um aumento no numero de ovos mortos e uma reducao dos niveis séricos de
aspartato aminotransferase também. Esses dados sugeriram que a atividade do P-
MAPA ajudou a melhorar o tratamento da esquistossomose e a qualidade de vida dos
pacientes (SILVA et al., 2021).

3.6 SILIMARINA (SILI)

E o0 nome genérico de um extrato lipofilico isolado de um grupo de compostos
naturais (silibina, silidianina e silicristina) extraida do fruto da planta medicinal Carduus
marianus (PHARMANOSTRA, [s.d.]) ou Silybum marianum pertencente a familia
Asteraceae/Compositaceae, nativa do Mediterraneo (MATA-SANTOS, 2010). Foi
descrita por Lineu e Gaertn., e publicada em De Fructibus et Seminibus Plantarum 2
em 1791 (THE PLANT LIST, 2010). Popularmente é conhecido no Brasil como Cardo-
mariano, Cardo-de-leite, Cardo-leiteiro, Cardo-branco, Cardo-de-Santa-Maria, Cardo-
de-Nossa-Senhora e Cardo-Santo (OFICINA DE ERVAS, 2022).
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As plantas medicinais sao utilizadas desde as mais antigas civilizacdes. Os
conhecimentos empiricos de suas atividades foram transmitidos para grupos étnicos
de acordo com a propria necessidade humana. Com o desenvolvimento da ciéncia e
da tecnologia, as plantas medicinais tornaram-se objetos de andlise. Utilizada ha mais
de 2.000 anos, sua primeira aplicabilidade foi tratar de disfungdo hepatica.

O Silybum marianum é citado como um dos medicamentos mais antigos, sendo
utilizado para o tratamento de veneno de cobra. Posteriormente, foi descrito como
sendo excelente para problemas hepéticos e biliares, incluindo colestase, ictericia,
cirrose, lesao hepatica induzida por toxinas, hepatopatia alcodlica, hepatite viral aguda
e cronica, transtornos dispépticos: Ulceras gastricas e duodenais, disturbios
gastrintestinais, neoplasias primarias ou como terapia de suporte para doencas
inflamatorias crénicas, além de doencas de pele, peritonite, hemorragia, bronquite, e
varizes (GAZAK; WALTEROVA; KEN, 2007; LADAS; KROLL; KELLY, 2004; LINO,
2012; MITCHELL, 2014; PHARMANOSTRA, [s.d.]; SIMANEK et al., 2000).

Faz parte da Medicina Tradicional Chinesa. Encontrada na Europa, Estados
Unidos, América do Sul e Asia. Tradicionalmente, as folhas tém sido usadas em
saladas e o fruto torrado utilizado como substituto do café (AVELAR, 2016).

O extrato das sementes maduras e folhas contém 70 a 80% de silimarina, uma
mistura de flavanolignanas?, da qual a silibinina é o constituinte mais biologicamente
ativo. A silibina esta presente no composto da Silimarina em 30,1%, e é uma mistura
de dois diastereoisomeros? (silibina A e silibina B) (Figura 13) em proporcédo de
aproximadamente 1:1. Os outros compostos séo a isosilibina (isosilibina A e isosilibina
B) em 9,1%, a silicristina (e a isosilicristina) em 12% e a silidianina com 14,9%. Ha
também um pouco do flavonéide® taxifolina. Os outros 20 a 30% do composto
Silimarina sdo polimeros e polifendis oxidados com uma variedade de efeitos
regulatérios metabdlicos (LADAS; KROLL; KELLY, 2004; LUPER, 1998; SIMANEK et

1 S&o parte de outras estruturas que contenham flavonoides (BEHLING et al., 2004).

2 Sd0 isomeros cujos ligantes mudam de posicdo no espaco, mas permanecem ligados aos mesmos
atomos; que ndo sao imagens especulares entre si.

3 S30 compostos bioativos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.
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al., 2000b). As sementes do S. marianum também contém &cidos graxos essenciais e

betaina, um comprovado hepatoprotetor (LUPER, 1998).

Figura 13 — Estruturas de silibinas e isossilibinas
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Fonte: Traduzido de LADAS; KROLL; KELLY, 2004 apud KIM et al., 2003.

Legenda: Estruturas de silibinas e isosilibinas. O flavonolignano primario presente na silimarina é a
silibinina, uma mistura diastereomérica 1:1 de silibina A e silibina B. A isosilibina € uma mistura
diastereomérica 1:1 de isosilibina A e isosilibina B, cada uma das quais difere de sua silibina
correspondente apenas na troca de substituintes nas posi¢cées C-10 e C-11 (LADAS; KROLL; KELLY,
2004 apud KIM et al., 2003).

Silicristina, isosilicristina e silidianina (Figura 14) compartiham a mesma
férmula quimica e 0 mesmo peso molecular (482) das silibinas e isossilibinas. Apesar
dessa semelhanca, a silidianina € a mais potente eliminadora de radicais livres de todo
o composto (LADAS; KROLL; KELLY, 2004; SIMANEK et al., 2000). Enquanto que a
silibina em conjunto com a silicristina melhoram a atividade metabdlica das células
renais (SIMANEK et al., 2000).

Na ultima década, a silimarina vem sendo utilizada como controle positivo de
funcdo hepatoprotetora em estudos de avaliacdo de novos farmacos
(CHANNABASAVARAJ; BADAMI; BHOJRAJ, 2008; MATA-SANTOS, 2010).
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Figura 14 — Estruturas da silicristina, isossilicristina, silidianina e taxifolina
,OCH,4

Silidianina Taxifolina

Fonte: Traduzido de LADAS; KROLL; KELLY, 2004 apud KIM et al., 2003.

Legenda: Estruturas de silicristina, isosilicristina, silidianina e taxifolina. As trés flavonolignanas e o
flavondide, taxifolina, estdo presentes apenas na silimarina. A silicristina, isosilicristina e silidianina
compartilham a mesma formula quimica e peso de formula (482) que as silibinas e isosilibinas (LADAS;
KROLL; KELLY, 2004 apud KIM et al., 2003).

A silimarina tem diversas aplicacdes descritas na literatura: hepatoprotetora,
antioxidante, antiinflamatéria e regenerativa, estabilizadora de membrana e
reguladora da permeabilidade celular, citoprotetora, reguladora metabdlica, bem como
colagoga e colerética. Inclusive é eficaz em infecgbes experimentais com Schistosoma
mansoni (AVELAR, 2016; LADAS; KROLL; KELLY, 2004b; LINO, 2012a;
PHARMANOSTRA, [s.d.])

Também é sabido que o complexo de silimarina frequentemente se comporta
de maneira diferente no organismo, baseado na composicao individual do complexo
utilizado. Isso também influencia nas variacdes de biodisponibilidade (SIMANEK et al.,
2000b). Estudos sugerem que a silibinina € absorvida diretamente pela via portal do
trato intestinal. Em seguida, sofre extenso metabolismo hepatico, conforme
evidenciado pela presenca de conjugados de sulfato e/ou glicuronideos no sangue.
Uma vez no figado, a silibinina pode ser embalada em micelas lipidicas e transportada
para tecidos extra-hepéticos. Esta hipétese foi levantada apdés a observacdo de

silibinina radiomarcada em micelas ter suas quantidades crescentes de acordo com
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lipolificidade em tecidos com maiores concentracdes em triglicerideos e lipoproteinas
de densidades muito baixas. Aproximadamente 80% da silibinina € excretada na bile,
com apenas 3% excretada na urina, (LADAS; KROLL; KELLY, 2004) caracterizando
sua acao hepatica.

A silimarina interage diretamente com a fracéo lipidica, mantendo a fluidez
caracteristica e protegendo a integridade e a funcéo hepatica da membrana celular.
Sua acdo hepatoprotetora ocorre pelo aumento das concentracfes enddgenas de
enzimas com efeito antioxidante como glutationa redutase, glutationa peroxidase,
superoxido dismutase e catalase. Desta forma, aumenta a capacidade de captura dos
radicais livres produzidos por eventos diversos das células, evitando que a
peroxidacao lipidica dos acidos graxos poli-insaturados da dupla membrana lipidica
celular aconteca e, consequententemente, evitando lesdo a membrana e as estruturas
intracelulares importantes (DNA, RNA). Protege também de eventuais substancias
toxicas de origem exogenas tais como tetracloreto de carbono, galactosamina,
acetaminofeno, etanol, entre outras moléculas (LINO, 2012b; LUPER, 1998;
PHARMANOSTRA, [s.d.]).

Trabalhos experimentais evidenciaram que esse composto também é capaz de
prevenir a formacdo de espécies reativas de oxigénio, pela inibicdo de enzimas
responsaveis por essa producdo nas mitocondrias ou pela manutencgéo da integridade
da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, em condi¢cdes de stress. Estes
efeitos poderiam evitar disfun¢gdes mitocondriais, uma vez que os radicais livres
induzem modificagdes protéicas, peroxidacdo lipidica e dano ao DNA mitocondrial
(AVELAR, 2016; CAMINI; COSTA, 2020; LADAS; KROLL; KELLY, 2004; LINO, 2012;
PHARMANOSTRA, [s.d.]; SIMANEK et al., 2000)

A silimarina estimula também antioxidantes ndo enzimaticos capazes de
modular via de fatores de transcricdo como NFkB (fator nuclear Kappa B) e Nrf2 (Fator
nuclear eritroide 2). A via Nrf2 resulta no aumento da expressao de genes que
codificam moléculas citoprotetoras que estédo envolvidas no aumento da regulacdo de
sistemas de defesas antioxidantes e no aumento da expresséo de genes codificadores
de enzimas de detoxificacdo, causando uma reparacdo nas moléculas danificadas
durante o stress oxidativo. J& via NFkB, induz fatores de transcricdo associados a
regulacdo de vérios processos celulares, incluindo inflamagéo e estresse oxidativo e
a similarina parece inibir a expresséo de genes regulados por essa via levando assim

a uma reducdo da inflamacdo e do estresse oxidativo (AVELAR, 2016; CAMINI;
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COSTA, 2020; LADAS; KROLL; KELLY, 2004; LINO, 2012; PHARMANOSTRA, [s.d.];
SIMANEK et al., 2000)

Héa também acédo anti-inflamatoria devido ao fato de ser inibidora da producéao
de leucotrienos e de reduzir TNF-a, IL-1a, IL-6, IL-2 e IL-4, citocinas que contribuem
com a formacado do granuloma e da fibrose hepatica (EL-SAYED et al., 2016; MATA-
SANTOS, 2010; MITCHELL, 2014).

Outra acdo relevante € a hepatoregeneracdo, no qual ela atua na RNA
polimerase, aumentando a formagéo de ribossomos 28S, 18S e 5,8S, acelerando a
incorporacdo do RNAr nos ribossomos, desta forma, estimulando a sintese de DNA e
proteinas (LINO, 2012; MITCHELL, 2014).

A silimarina apresenta recirculacdo enterohepdtica, o que resulta em uma
concentracdo nas células hepaticas maiores do que no plasma. Porém, isto ndo € um
problema pois, baseado em observacdes clinicas que demonstraram que a silimarina
apresenta valores muito altos de dose letal 50 (LD50), ela ndo é hepatotoxica (FLORA
et al., 1998). O uso da silimarina é seguro, com raras ocorréncias de efeitos adversos,
como o uso de 1,5 g em humanos pode provocar efeito laxativo devido ao aumento
do fluxo e secrecdo biliar (ACHE, [s.d.]; LUPER, 1998; PHARMANOSTRA, [s.d.])
(LUPER, 1998; SIMANEK et al., 2000a). Por ser um produto de origem vegetal, pode
sofrer quimio-varia¢cdes em relacdo ao periodo do ano e ao continente em que €
cultivado, modificando a composi¢cao da molécula (CHAMBERS et al., 2017).

E contraindicada a pessoas com hipersensibilidade aos componentes. N&o
recomendado para mulheres gravidas, por falta de estudos especificos. Obstrucéo
mecanica das vias biliares (INDICE, [s.d.]; MITCHELL, 2014b; PHARMANOSTRA,
[s.d.]) Os efeitos adversos sdo poucos e geralmente leves: nauseas, diarreia,
plenitude ou dor abdominal, flatuléncia e anorexia podem ocorrer em pacientes que
utilizam de preparacdes orais. Calor suave e sensacdo de rubor sdo comumente
relatados durante a infuséo intravenosa. Pode causar a reacao alérgica em individuos
sensiveis a erva-de-santiago ou margaridas, incluindo erupcfes cutaneas, urticaria,
prurido e até anafilaxia (INDICE, [s.d.]; MITCHELL, 2014b PHARMA, [s.d.];
PHARMANOSTRA, [s.d.])
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido com 142 camundongos albinos machos, Swiss
Webster, pesando entre 28-30 gramas, com 28 dias de idade, provenientes do Biotério
de Criacdo e mantidos no Biotério de Experimentacdo, ambos do Instituto Aggeu
Magalh&es (IAM) da Fundagéao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Os animais foram alocados
em micro-isoladores em estantes ventiladas e ambiente controlado com ciclo
claro:escuro (12h/12h), temperatura controlada em cerca de 22 °C, racdo especifica

para roedores e agua ad libitum.

4.2 DESENHO DE ESTUDO

Estudo do tipo experimental, que se dividiu entre in vivo e in vitro, pois 0s
experimentos foram feitos em dois momentos distintos. Um momento in vitro para
avaliacdo da acdo das drogas e presenca de dans danos nos vermes através de
Microscopia Eletrénica de Varredura.

E o segundo momento dividiu-se em dois lotes in vivo, separados por drogas
devido manejo e acomodacé&o dos animais no Biotério de Experimentacédo. O primeiro
lote in vivo consistiu em 58 animais divididos nos grupos controle infectado néo
tratado, controle saudavel, e os que foram tratados com PZQ, P-MAPA, e PZQ/P-
MAPA. J4 o segundo lote in vivo, seguiu com 64 animais que tiveram a Silimarina
incluida no tratamento de forma isolada ou combinada ao PZQ e ao P-MAPA. Os
vermes recuperados nos dois momentos do in vivo também foram submetidos a

analise de danos por Microscopia Eletrdnica de Varredura (Figura 15).
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Figura 15 — Fluxograma de experimentos in vitro e in vivo baseado nas drogas isoladas

e combinadas

Desenho Experimental

in vitro

n vivo

Infeccido dos camundongos

PZQ ¢ P-MAPA

SILI

Infeccdo dos

Infec¢éo dos

Eutandsia
camundongos camundongos
Recuperacdo e I s 1
- ~ SILI, SILI/PZQ. SILI/P-MAPA e
estabilizacdo dos vermes PZQ, P-MAPA e PZQ/P-MAPA PZOPMAPASTT
Plaqueamento dos vermes Eutandsias - SE!}}LHHSE}%S\MH
e aplicagio das drogas (A0, I ARG LGP o PZOPNAPASILY
Avaliagdes temporais Recuperagao| | Coleta dos || Recuperagiio || Coleta dos
dos vermes orgdos dos vermes orgaos
Recuperacio e Fixagdo Pesagem Fixagio Pesagem
fixacdo dos vermes dos vermes || dos 6rgdos || dos vermes || dos orgios
Preparagﬁ(_) para Microscopia | | Prepraragéo Histologia || PrePraracao || priiol, gia
Eletronica de Varredura MeV MeV
AnaAllsic Microscopia Analise Oograma Andlise Oograma
Eletronica de Varredura MeV MeV

Fonte: A autora.
Legenda: Fluxograma de como o experimento foi realizado de acordo com 0s grupos experimentais.
PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

4.3 AVALIACAO LABORATORIAL

4.3.1 Grupos e protocolos de tratamento

Os grupos experimentais in vivo, utilizando um total de 122 camundongos,
foram divididos de acordo com a(s) droga(s) e suas combinacdes e o tipo de
tratamento, se tratado ou sem tratamento (Quadro 01).

Os protocolos de tratamentos adotados foram: Praziquantel (VETRANAL lote
BCCD7939, Sigma-Aldrich, USA) a 50 mg/kg/5 dias consecutivos por gavagem; P-
MAPA (lote S20, Farmabrasilis, BRA) 100mg/kg/dose Unica via intraperitoneal (SILVA
et al., 2021); e Silimarina (S0292 lote BCBT9170 contendo silibina em =30%, Sigma-
Aldrich, USA) a 10 mg/kg a cada 48h por 10 doses (MATA-SANTOS, 2010), via
gavagem. Quando associadas, as contracdes das drogas foram conservadas as

mesmas mantendo-se uma proporg¢ao de 1:1:1.
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QUADRO 01 — Grupos experimentais e doses terapéuticas

GRUPOS N_° dg
animais
GO - CS - Controle saudavel sem infeccao e sem tratamento 04
G1 - CDC — Controle doente infectado e sem tratamento 06
G2 - PZQ — Praziquantel infectado e tratado com 50mg/kg 12
Praziguantel ndo infectado e tratado com 50mg/kg 04
G3 - P-MAPA — P-MAPA infectado e tratado com 100mg/kg 12
P-MAPA néo infectado e tratado com 100mg/kg 04
G4 - PZQ/P-MAPA - Praziquantel/P-MAPA infectado e tratado com
50mg/kg/100mg/kg 12
Praziguantel/P-MAPA nao infectado e tratado com 50mg/kg/100mg/kg 04
G5 - SILI — Silimarina infectado e tratado com 10mg/kg 12
Silimarina néo infectado e tratado com 10mg/kg 04
G6- SILI/PZQ — Silimarina/Praziquantel infectado e tratado com 10 mg/kg/50mg/kg 12
Silimarina/Praziquantel ndo infectado e tratado com 50 mg/kg/10mg/kg 04
G7 - SILI/P-MAPA - Silimarina/P-MAPA infectado e tratado com 10 mg/kg/100mg/kg 12
Silimarina/P-MAPA néo infectado e tratado com 10 mg/kg/100mg/kg 04
G8 - PZQ/P-MAPA/SILI — Praziguantel/P-MAPA/Silimarina infectado e tratado com
50mg/kg/100mg/kg/10mg/kg 12
Praziquantel/P-MAPA/Silimarina ndo infectado e tratado com
50mg/kg/100mg/kg/10mg/kg 04

Fonte: A autora.

As trés drogas e todas as combinacfes foram diluidas em Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Lote SHBKO0789 Sigma-Aldrich, USA) com tampé&o fosfato-salino (PBS) 1x a

1,5%, bem como os animais ndo infectados também foram tratados com DMSO.

4.3.2 Animais e infeccéao

4.3.2.1 Experimentos in vivo

Os camundongos foram infectados com aproximadamente 80 cercarias de S.
mansoni por individuo, por imersdo caudal, obtidas de diferentes caramujos
previamente infectados e cedidos pelo Laboratério de Referéncia em
Esquistossomose do Instituto Aggeu Magalhdes. A cepa utilizada foi a LE (Leandro
Evangelista originaria de BH).

Cada animal foi alocado individualmente em um recipiente de vidro contendo
aproximadamente 10ml de agua destilada adicionada da solu¢cdo contendo as
cercarias, de modo que as patas traseiras e a calda permaneceram em contato
constante com a solucdo aquosa. Os recipientes foram deixados sob luz
incandescente por uma hora, com sua posicdo modificada de forma aleatéria apds 30

minutos de modo a evitar viés de luminosidade. Apds o processo de infec¢do, 0s
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animais foram alocados em micro-isoladores nos grupos infectados de forma
aleatdria. Os animais dos grupos nao infectados foram alocados de forma aleatoria
em micro-isoladores e diretamente guardados nas estantes ventiladas.

Os tratamentos comecaram 60 dias apos a infeccdo, com as drogas
administradas em diferentes momentos quando em combinagdo (Quadro 02). As
eutanasias ocorreram trés dias ap0s o fim dos tratamentos e foram realizadas por um
profissional veterinario. As diferencas nos tempos de aplicacdo do P-MAPA e PZQ
guando combinadas a Silimarina, ocorreram para que as mesmas permanecessem
no organismo dos animais pelo mesmo tempo do primeiro lote. As eutanasias mais

longas da Silimarina se deram devido seu protocolo de tratamento mais longo.

Quadro 02 — Datas de aplicacdo das drogas e eutanasia

GRUPOS DROGAS | INICIO APLICACAO | EUTANASIA

PZQ PZQ 61dpi 68 dpi

P-MAPA MAPA 61dpi 68 dpi

PZQ 61dpi .

PZQ/P-MAPA MAPA 61dpi 68 dpi

SILI SILI 61dpi 83 dpi

SILI 61dpi .

SILI/IPZQ PZ0 Z6dpi 83 dpi

SILI 61dpi .

SILI/P-MAPA VAPA Z6dpi 83 dpi
PZQ 76dpi

PZQ/P-MAPA/SILI |  MAPA 76dpi 83dpi
SILI 61dpi

Fonte: A autora.
Legenda: dpi = dias p6s infec¢@o; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

4.2.2.2 Experimentos in vitro

Este grupo foi estabelecido para remocao de vermes adultos e analise da acao
das drogas no tegumento dos vermes. Os 20 animais do grupo in vitro foram
infectados com aproximadamente 300 cercarias por individuo de S. mansoni,
seguindo 0 mesmo protocolo do experimento in vivo exceto que, apos 0 processo de
infeccdo, os animais foram alocados em duas caixas grandes devidamente
identificadas em caixa 1 e caixa 2, para repeticdo do experimento. Ao final de 45 dias,
os camundongos foram eutanasiados por sobredose anestésica. A remocdo dos
parasitas infectantes do intestino foi feita com a ajuda de uma cureta. Os vermes foram
entdo alocados em meio RPMI 1640 completo (suplementado com 20 mM HEPES,

pH 7,5, 100 Ul/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 10% FBS), deixados por 2
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horas em incubadora a 37°C e 5% de CO:2 para adaptacdo. Em seguida, pares de
parasitas foram alocados em placa de poliestireno de 24 pocos e entdo submetidos
aos tratamentos com P-MAPA e Silimarina, e o Praziquantel, como controle positivo,
individual e combinados, para avaliagao da viabilidade dos exemplares de S. mansoni
(Figura 16).

Figura 16 — Placa de experimento in vitro

PZQ +
PA |

P-MAPA \( P-MA P-MAPA
+ SILI + SILI + SILI

Fonte: A autora.
Legenda: PZQ= Praziguantel; SILI= Silimarina; NEG= negativo; DMSO= Dimetilsulfoxido

O poco apresenta um volume total de 2ml e, para cada um, foi adicionado o
equivalente a concentracao utilizada no protocolo in vivo, ou seja: PZQ: 100uM/ml, P-
MAPA: 200puM/ml e SILI: 20uM/ml. Praziquantel, P-MAPA e Silimarina foram diluidos
em DMSO 1,4%. A avaliacdo ocorreu nos tempos de até 30 minutos, 60 minutos e 24
horas em microscopio 6tico invertido por 5 minutos para observacéo de fatores como
mobilidade do verme e oviposi¢cdo. Todos os vermes recuperados foram colocados
em fixador karnovsky, onde foram examinados por microscopia eletrbnica de
varredura, para a observacéo do tegumento do parasita ao final das 24h.

Para avaliacdo dos resultados, foram utilizados os seguintes scores de
motilidade:

3 — Vermes ativos com movimentos corporais normais;
2 —Vermes lentos com atraso nos movimentos corporais, podendo apresentar apenas

movimentos nas extremidades da regido anterior ou posterior;
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1 — Vermes muito lentos, com movimento ocasional das extremidades ou intestino;

0 — Vermes mortos com total auséncia de movimentos.

4.3.3 Contagem e classificag&o de ovos

Figado e intestino foram digeridos em KOH a 4% a temperatura ambiente de
acordo com o método descrito por Cheever e Anderson (Cheever e Anderson, 1971)
para contagem de ovos por grama de tecido. Para o célculo da quantidade média de
ovos por grama de tecido, multiplica-se quantidade de ovos encontrados em 1ml pelo
volume total da solucédo. Entédo, divide-se o valor pelo peso do 6rgdo. Da seguinte
forma:

Quantidade de ovos
1ml

x Volume de KOH = X

X

————— = Média de ovos por grama de tecido
Pesodo 6rgao pore

Exemplo hepético:

383
——— x25=9575
1ml
9,575 =3,74d de tecid
2,560g =D, € OVosS por grama e tecido

O oograma (PELLEGRINO E FARIA, 1965) consiste em um exame
microscopico de trés fragmentos da porcdo média do intestino delgado, comprimido
entre laminas, que permite a contagem e classificacdo dos ovos de Schistosoma
mansoni para avaliacdo da eficacia terapéutica no tratamento da doenca, atraves do
estudo da viabilidade dos ovos (maduros, imaturos e mortos). Foram contados 100
ovos por lamina, em triplicata, e a classificacdo foi feita da seguinte forma: ovos
maduros viaveis - o embrido ocupava toda a sua area interna; ovos imaturos viaveis -
0 embrido ndo era visivel ou ndo ocupava a area interna do ovo; ovos mortos ou

imaturos mortos - miracidio retraido ou ausente, presenca de vacuolos.
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4.3.4 Analise histoldgica

Figados foram excisados de camundongos eutanasiados, fixados
instantaneamente em formalina a 10% em PBS e embebidos em parafina a posteriori.
Em seguida, cortes de tecido (4 um) foram feitos e corados com hematoxilina e eosina
(H&E) para examinar tamanhos e composicdo celular dos granulomas. Para cada
animal, foi avaliada toda a lamina do tecido histologico e feitas quatro micrografias em
objetiva de 4x primordialmente da regido central do tecido. Foram contados todos os
granulomas de cada micrografia, e os granulomas confluentes foram contabilizados
como um unico granuloma. As areas e a média dos tamanhos dos granulomas foram
calculadas a partir das fotomicrografias com o programa Image J (NIH, Bethesda, MD,
EUA). As imagens foram feitas no Microscopio Nikon Eclipse 80i acoplado a camera
Nikon DW-Fil-U2/L2, utilizando o programa de processamento Nis-Elements F 2.20
(Nikon Corporation, Toquio, Japao) no laboratorio do Servico de Referéncia em

Filariose. Todas as medidas foram realizadas em micrémetros (um).

4.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os vermes recuperados durante 0s processos de eutanasias in vivo e in vitro
foram fixados no fixador Karnovsky e armazenados sob refrigeracdo até o
processamento. Os vermes foram lavados trés vezes com uma solugdo tampao
(cacodilato de soédio, pH = 7,2), em seguida aplicado o tetréxido de 6smio 1% a
temperatura ambiente por uma hora. Apés, lava-se duas vezes com agua destilada e
inicia-se o processo de desidratagdo com etanol de 30%, 50%, 70%, e 100%. No ponto
critico, os vermes séo secos em CO:z liquido, e metalizados em seguida. As imagens
foram feitas utilizando o JEOL JSM- Microscopio eletrénico de 5600 (Jeol Ltd., Téquio,
Japdo) no Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami (LIKA), UFPE. Todas as

medidas foram realizadas em micrémetros (um).
4.4 ANALISE ESTATISTICA
Os dados numéricos sé@o apresentados como Mediana (Intervalo Inter Quartil)

por ndo apresentarem distribuicdo normal. O teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis

foi utilizado para comparar os valores de cada combinacéo de drogas. O teste post-



52

hoc de Dunn com correcdo de Bonferroni foi utilizado para fazer a comparacao
pareada. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0.05 representa uma
diferenca significativa). As analises foram realizadas em R e os gréaficos construidos

com o GraphPad Prism 5.02.
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5 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto original desta tese, intitulado "Avalicdo imuno e fisiopatologica dos
efeitos terapéuticos do imunomodulador P-MAPA e do fitoterpico Silimarina em
camundongos infectados experimentalmente por Schistosoma mansoni’, teve
aprovacdo no Comité em FEtica no Uso de Animais do Instituto Aggeu
Magalhdes/Funcao Oswaldo Cruz (CEUA/IAM) sob protocolo n°® 137/2018 (Anexo). O

nome da tese foi modificado apds as ponderacdes feitas na Banca de Qualificacao.
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6 RESULTADOS
Os resultados dividem-se em Experimentos in vitro e Experimentos in vivo.
6.1 EXPERIMENTOS IN VITRO
6.1.1 Avaliacao da atividade vermicida
Para avaliacao in vitro de acdo vermicida das drogas, Praziquantel e P-MAPA
isolados e a combinacdo Praziquantel/P-MAPA/Silimarina apresentaram 100% de

acao vermicida nos grupos (Tabela 01).

Tabela 01 — Score de mobilidade apés 24h de incubacéo

Score de mobilidade (%)

GRUPOS 5 1 5 3
DMSO 100
PZQ 100

PMAPA 100

PZQ/P-MAPA 100

SILI 100
SILI/PZQ 100

SILI/P-MAPA 100
PZQ/P-MAPA/SILI 100

Legenda: 3 — Vermes ativos com movimentos corporais normais; 2 — Vermes lentos com atraso nos
movimentos corporais, podendo apresentar apenas movimentos nas extremidades da regido anterior
ou posterior; 1 — Vermes muito lentos, com movimento ocasional das extremidades ou intestino; 0 —
Vermes mortos com total auséncia de movimentos.

6.1.2 Microscopia eletrénica de varredura dos vermes adultos

6.1.2.1 Microscopia eletronica de varredura sem tratamento (DMSO)

O grupo foi tratado com o DMSO, que foi o veiculo de diluicdo das drogas. As
imagens mostram que o DMSO nao causou danos aos vermes, pois nao foram
observadas lesGes no tegumento, auséncia de acéo de destruicdo sobre os tubérculos
ou espiculas (Figura 17). Bem como ndo houve presenca de tumoracfes ou

aprofundamentos.
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Figura 17 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

sem tratamento

EHT = 10.00 kV Mag= 100X Signal A = SE1 KA'D EHT = 10.00 kV Mag= 100KX Signal A = SE1
WD = 10.0 mm | Probe = 100 0A VP Target= 10 Pa .LI___. — WD = 85mm | Probe = 100 0A VP Target= 10Pa uga
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Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme inteiro, utilizado apenas salina 0,9% + DMSO; B — Boca do parasito com
tegumento integro C — Ventosa do parasito com tegumento integro D — Tubérculos sem alteracdes.

6.1.2.2 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com

Praziquantel

Na Figura 18 observa-se os vermes recuperados no tratamento com o
praziquantel, onde houve 100% de acdo vermicida. Nas imagens, destaca-se o casal
de verme contorcido com uma porgcao do verme ausente por particdo da estrutura (A),
fissura na boca do verme (B), destruicdo das espiculas (C) e tubérculos (D). Evidencia-

se as alteracdes pela presenca de fendas nos tegumentos.
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Figura 18 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Praziquantel
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Fonte: A autora.
Legenda: A — casal de verme contorcido com um pedaco partido; B — Fissura na boca do verme; C —
Destruicdo das espiculas; D — Tubérculos destruidos.

6.1.2.3 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com P-MAPA

Neste grupo, também houve total acdo vermicida do P-MAPA. Nota-se pela
intensa lesdo na fémea (A), marcada pelao pingamento tecidual no corpo do verme.
Destaca-se também destruicdo das espiculas e tubérculos (B), erosées no tegumento
(C) e vasta leséo proxima a regido da ventosa (D) (Figura 19) como indicadas na

imagens.
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Figura 19 — Fotomicrografia eletronica de varredura de vermes adultos de S.

mansoni tratados com P-MAPA
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Fonte: A autora.
Legenda: A — casal de verme com les@o na fémea; B — Destruicdo das espiculas de tubérculos; C —
Erosdes no tegumento; D — Vasta lesdo préxima a regido da ventosa.

6.1.2.4 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com
Praziquantel/P-MAPA

Na Figura 20, destaca-se as intensas lesdes tegumentares provocadas pela
combinacgéo das drogas PZQ e P-MAPA. Houve erosfes e perda de tecido na regiao
da ventosa (A), vasta destruicdo de espiculas e tubérculos (B, C, D), com algumas
areas com erosfes no tegumento (D). Bem como aprofundamentos causados por

estes danos.
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Figura 20 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Praziquantel/P-MAPA
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Fonte: A autora.
Legenda: A — Erosdes e perda de tecido na regido da ventosa; B, C, D — Vasta destruicao de espiculas
e tubérculos; D — Areas com erosdes no tegumento.

6.1.2.5 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com Silimarina

No grupo da Silimarina isolada (Figura 21), ndo houve morte dos vermes na

placa ap6s 24h. Destaca-se apenas discretas perdas de espiculas (B).
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Figura 21 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Silimarina

EHT = 10.00 kv Mag= 150X Signal A = SE1 EHT = 10.00 kv M.q‘ 200K X
—— WO = 10.0 mm |Probe = 1000A VP Target= 10 Pa o e—— Pt WD = 10.0 mm |Probe = 1000A

Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme inteiro. B — Discreta perda de espiculas.

200 pm

6.1.2.6 Microscopia eletrbnica de varredura de vermes adultos tratados com

Silimarina/Praziquantel

Neste grupo, 0Ss vermes apresentaram score 1, que significa vermes muito
lentos, com movimento ocasional das extremidades ou intestino. Estas marcas estao
evidenciadas na retragéo do verme (A), nas tumoracgdes e destruicdo do tegumento e
de tubérculos (B, C), bem como no aprofundamento do tegumento (D) (Figura 22).
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Figura 22 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Silimarina/Praziquantel
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Fonte: A autora.
Legenda: A — Retragcdo e tumoracdo do verme. B — Tumoracgdes e destruicdo do tegumento e de
tubérculos; D — Aprofundamento do tegumento.

6.1.2.7 Microscopia eletrbnica de varredura de vermes adultos tratados com
Silimarina/P-MAPA

A Figura 23 mostra leve enrugamento no tegumento (B), com discreta
destruicdo de espiculas e tubérculos (C, D). Este resultado condiz com o teste de
placa das drogas, pois evidencia uma leve retracdo do verme com pouca evidencia

de lesdo tecidual.
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Figura 23 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni
tratados com Silimarina/P-MAPA

EHT = 10.00 kV 150X Signal A = SE1 10 EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
WD = 10.0 mm | Probe = 1000A VP Target= 10Pa _UKA —sr WD = 95mm | Probe = 100 0A VP Tarqet =
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W = 10 0 men 1Drmhas= 100 na D Tarnat= 10 Pa WD = 10 0 men 1Dmha= 100na D Tarnat= 10 Pa

Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme integro; B — Enrugamento tegumentar; C, D — Discreta destruicdo de espiculas e
tubérculos.

6.1.1.8 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com
Praziquantel/P-MAPA /Silimarina

Juntas, as trés drogas causaram a morte de todos os vermes na placa. Este
efeito fica evidente na profunda fissura tegumentar (A), lesdes na ventosa (B), bem

como na intensa destruicdo de tubérculos e perda de espiculas (D) (Figura 24).
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Figura 24 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Praziquantel/P-MAPA /Silimarina
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WD = 10 0 men 1Brmha= 100na /D Tarnat = 10 Pa

Fonte: A autora.
Legenda: A — Fissura no verme; B — Lesdo na ventosa; C, — Intensa destruicdo tubérculos; D — Perda
de espiculas.

6.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

6.2.1 Curva de sobrevivéncia dos camundongos

Independente da data de eutanasia pré-definida (68 ou 83 dpi) foram registradas
mortes dos camundongos infectados ao longo dos experimentos (Figura 25). SILI,
SILI/PZQ, PZQ/P-MAPA/SILI registraram 50% de 0Obitos, o0 que equivale a 6 animais.
SILI/P-MAPA 66,66% de Obitos, com morte de 5 animais.
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Figura 25 — Curva de sobrevivéncia dos animais infectados
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Fonte: A autora.
Legenda: CDC = controle doente cronico; PZQ = praziquantel; SILI = Silimarina.

Dois animais do grupo tratado com PZQ foram eutanasiados antes do tempo para

evitar sofrimento animal.
6.2.2 Quantitativo de vermes recuperados dos animais infectados

Como mostrado na tabela 02, os grupos P-MAPA, Silimarina e Silimarina/P-
MAPA foram 0s grupos com 0s maiores quantitativos de vermes recuperados,

respectivamente. Os grupos com o Praziquantel apresentaram os menores valores.

Tabela 02 — Quantitativo de vermes recuperados

VERMES

GRUPOS MACHO FEMEA CASAL
CDC 05 04 10
PZQ 02 01 06
MAPA 04 00 48
PZQ/P-MAPA 01 00 02
SILI 03 01 16
SILI/PZQ 00 00 01
SILI/P-MAPA 01 02 30
PZQ/P-MAPA/SILI 01 01 04

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.3 Pesos dos orgéaos
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A analise dos pesos 0rgaos ajudam a mensurar a presenca ou auséncia de
hepatoesplenomegalia, bem como aumento ou reducdo tecidual causados pela
doenca. Esse aumento no peso pode ser causado pela presenca de ovos e

granulomas.

6.2.3.1 Figado

Os grupos tratados com a Silimarina, de forma isolada ou combinada,
apresentaram 0s menores pesos hepaticos, quando avaliados em comparacdo ao
controle doente infectado e aos grupos tratados com o PZQ e o P-MAPA. Destaca-se
a combinacao das trés drogas em questao, PZQ/P-MAPA/SILI, com o menor peso dos

grupos infectados em teste (2.7009g) (Figura 26).

Figura 26 — Média de pesos dos Figados
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Fonte: A autora.
Legenda: Avaliagdo da média de pesos dos figados dos camundongos nos grupos testados. CS=
Controle saudavel; CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.
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Apesar do aumento do peso no grupo PZQ/P-MAPA/SILI, a diferenca entre ele
e o CS nao foi estatisticamente relevante. Isso confere boa acdo das drogas
combinadas na contencdo da expansao dos danos da esquistossomose no figado.

Como pode ser visto na Tabela 03, no teste post hoc, foram feitas comparacoes
dois a dois em par para verificar as combinac¢des das drogas quanto ao peso do figado
em gramas. Houve hepatomegalia nos grupos tratados com PZQ, P-MAPA e PZQ/P-
MAPA.

Tabela 03 — Comparagdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacéo de drogas para todas as variaveis no peso do figado

Diferenca na

Grupos P <0.05?
soma dos postos
GO-CSvs G1-CDC -47,83 Sim
GO-CSvs G2-PZQ -46,70 Sim
GO - CS vs G3 - P-MAPA -46,04 Sim
GO - CS vs G4 - PZQ/P-MAPA -40,50 Sim
GO - CSvs G5 - SILI -20,33 Nao
GO - CSvs G6 - SILI/PZQ -17,67 N&o
GO - CS vs G7 - SILI/P-MAPA -18,25 N&o
GO - CS vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -12,25 N&o
G1-CDCvs G2 -PzZQ 1,133 Nao
G1 - CDC vs G3 - P-MAPA 1,792 N&o
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA 7,333 Nao
G1-CDC vs G5 - SILI 27,50 N&o
G1-CDC vs G6 - SILI/PZQ 30,17 Nao
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA 29,58 N&o
G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 35,58 Nao
G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA 0,6583 N&o
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA 6,200 Nao
G2 -PZQ vs G5 - SILI 26,37 Nao
G2 - PZQ vs G6 - SILI/PZQ 29,03 N&o
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA 28,45 Nao
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 34,45 Sim
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA 5,542 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI 25,71 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 28,38 Nao
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 27,79 N&o
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 33,79 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI 20,17 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 22,83 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 22,25 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 28,25 N&o
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 2,667 Nao
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA 2,083 N&o

G5 - SlILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 8,083 Nao
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Diferenca na

Grupos P <0.057?
soma dos postos
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -0,5833 N&o
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 5,417 Nao
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 6,000 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CS= Controle saudavel; CDC= controle doente crbnico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.3.2 Intestino

Novamente, o0s grupos tratados com a Silimarina, isolada e combinada,
apresentaram 0s menores pesos intestinais, quando avaliados em comparacao ao
controle doente infectado e aos grupos tratados com o PZQ e o P-MAPA. A
combinacgao das trés drogas em questdo PZQ/P-MAPA/SILI apresentou menor peso

dos grupos infectados em teste junto com o SILI/PZQ (4,4109) (Figura 27).

Figura 27 — Média de pesos dos Intestinos
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Fonte: A autora.
Legenda: CS= Controle saudavel; CDC= controle doente crdnico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.



67

Como pode ser visto na Tabela 04, quanto ao peso em grama do intestino, nao
houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos testados em comparacao aos
controles saudavel e infectado.

Tabela 04 — Comparacdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacédo de drogas para todas as variaveis no peso do intestino

Diferenca na

Grupos P <0.05?
soma dos postos
GO-CSvs G1-CDC -20,04 N&o
GO-CSvs G2-PZQ -28,68 N&o
GO - CSvs G3 - P-MAPA -15,04 N&o
GO - CSvs G4 - PZQ/P-MAPA -18,83 N&o
GO-CSvs G5 - SILI -9,042 N&o
GO - CSvs G6 - SILI/PZQ 6,458 N&o
GO - CS vs G7 - SILI/P-MAPA -1,375 N&o
GO - CS vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 7,292 N&o
G1-CDCvs G2 -PZQ -8,633 N&o
G1 - CDC vs G3 - P-MAPA 5,000 N&o
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA 1,208 N&o
G1-CDCvs G5 - SILI 11,00 N&o
G1 - CDC vs G6 - SILI/PZQ 26,50 N&o
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA 18,67 N&o
G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 27,33 N&o
G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA 13,63 N&o
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA 9,842 N&o
G2 -PZQ vs G5 - SILI 19,63 N&o
G2 - PZQ vs G6 - SILI/PZQ 35,13 Sim
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA 27,30 N&o
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 35,97 Sim
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA -3,792 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI 6,000 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 21,50 N&o
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 13,67 N&o
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 22,33 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI 9,792 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 25,29 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 17,46 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 26,13 N&o
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 15,50 N&o
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA 7,667 N&o
G5 - SILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 16,33 N&o
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -7,833 N&o
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 0,8333 N&o
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 8,667 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CS= Controle saudavel; CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.
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6.2.3.3 Baco

Mais uma vez, combinacdo SILI/PZQ (0,410g) e das trés drogas PZQ/P-
MAPA/SILI (0,4509) apresentaram 0s menores pesos, desta vez de forma hepética
(Figura 28). Apesar do aumento dos pesos nos grupos citados, a diferenca entre eles
e o CS nao foi estatisticamente relevante. Isso confere boa acdo das drogas

combinadas na contencéo da expansao dos danos da esquistossomose no baco.

Figura 28 — Média de pesos dos Bacos
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Fonte: A autora.
Legenda: CS= Controle saudavel; CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 05, quanto ao peso em grama do baco, foram
feitas comparacdes dois a dois em par para verificar as combina¢cdes das drogas
guanto ao peso do bago em gramas. Houve espenomegalia nos grupos tratados com
PZQ, P-MAPA e PZQ/P-MAPA.

Tabela 05 — Comparagfes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacdo de drogas para todas as variaveis no peso do baco
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Diferenca na

Grupos P <0.057?
soma dos postos
GO-CSvs Gl1l-CDC -43,17 Sim
GO-CSvs G2-PZQ -45,55 Sim
GO - CSvs G3 - P-MAPA -38,17 Sim
GO - CSvs G4 - PZQ/P-MAPA -49,42 Sim
GO -CSvs G5 - SILI -25,08 N&o
GO - CSvs G6 - SILI/PZQ -5,667 N&o
GO - CS vs G7 - SILI/P-MAPA -26,00 N&o
GO - CS vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -7,833 N&o
G1-CDCvs G2 - PZQ -2,383 N&o
G1 - CDC vs G3 - P-MAPA 5,000 N&o
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA -6,250 N&o
G1-CDCvs G5 - SILI 18,08 N&o
G1 - CDC vs G6 - SILI/PZQ 37,50 N&o
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA 17,17 Nao
G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 35,33 N&o
G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA 7,383 N&o
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA -3,867 N&o
G2 - PZQ vs G5 - SILI 20,47 Nao
G2 -PZQ vs G6 - SILI/PZQ 39,88 Sim
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA 19,55 Nao
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 37,72 Sim
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA -11,25 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI 13,08 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 32,50 Nao
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 12,17 N&o
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 30,33 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI 24,33 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 43,75 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 23,42 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 41,58 Sim
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 19,42 N&o
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA -0,9167 Nao
G5 - SILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 17,25 Nao
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -20,33 N&o
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -2,167 Nao
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 18,17 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CS= Controle saudavel; CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.4 Efeitos in vivo do Praziquantel, P-MAPA e Silimarina, isolados e

combinados, no numero total de ovos recuperados

6.2.4.1 Figado
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Na contagem geral de ovos, o grupo SILI/PZQ apresentou 0 menor quantitativo

total de ovos recuperados com 6,505 ovos (Figura 29).

Figura 29 — Contagem geral de ovos no figado

Fonte: A autora.
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Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 06, quanto ao quantitativo total de ovos

recuperados no figado, a reducdo nos valores recuperados pelos grupos PZQ,

SILI/PZQ e PZQ/P-MAPA/SILI foram estatisticamente relevantes em comparagéo ao

controle infectado.

Tabela 06 — Comparagfes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacgéo de drogas para o quantitativo total de ovos recuperados

no figado
Diferenca na
Grupos soma dos P <0.05?
postos
G1l-CDCyvs G2 - PZQ 31,18 Sim




71

Diferenca na

Grupos soma dos P <0.05?
postos

G1 - CDC vs G3 - P-MAPA 15,38 N&o
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA 19,92 N&o
G1-CDCvs G5 - SILI 25,67 N&o
G1-CDCvs G6 - SILI/PZQ 55,33 Sim
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA 20,58 Nao
G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 47,67 Sim
G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA -15,81 Nao
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA -11,27 N&o
G2 -PZQ vs G5 - SILI -5,517 N&o
G2 - PZQ vs G6 - SILI/PZQ 24,15 N&o
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -10,60 Nao
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 16,48 N&o
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA 4,542 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI 10,29 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 39,96 Sim
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 5,208 Nao
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 32,29 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI 5,750 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 35,42 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA 0,6667 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 27,75 Nao
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 29,67 Nao
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA -5,083 Nao
G5 - SILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 22,00 Nao
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -34,75 Sim
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -7,667 Nao
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 27,08 Nao

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.4.2 Intestino

Na contagem geral de ovos, os grupos PZQ, PZQ/P-MAPA e SILI/PZQ

apresentaram 0s menores quantitativos totais de ovos recuperados (Figura 30).
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Figura 30 — Contagem geral de ovos no intestino
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Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 07, quanto ao quantitativo total de ovos
recuperados no intestino, apenas as reduc¢des nos valores dos grupos SILI/PZQ e

PZQ foi estatisticamente relevantes em comparagao ao controle infectado.

Tabela 07 — Comparagdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacéo de drogas para o quantitativo total de ovos recuperados

no intestino
Diferenca na
Grupos soma dos P <0.05?
postos
G1-CDCvs G2 -PzZQ 33,23 Sim
G1 - CDC vs G3 - P-MAPA 6,833 N&o
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA 26,63 N&o
G1-CDC vs G5 - SILI -12,50 N&o
G1-CDCvs G6 - SILI/PZQ 32,08 Sim
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA -13,92 N&o

G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 12,33 N&o
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Diferenca na

Grupos soma dos P <0.05?
postos
G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA -26,40 Sim
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA -6,608 N&o
G2 - PZQ vs G5 - SILI -45,73 Sim
G2 - PZQ vs G6 - SILI/PZQ -1,150 N&o
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -47,15 Sim
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -20,90 N&o
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA 19,79 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI -19,33 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 25,25 Nao
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA -20,75 N&o
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 5,500 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI -39,13 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 5,458 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA -40,54 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -14,29 Nao
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 44,58 Sim
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA -1,417 Nao
G5 - SILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 24,83 Nao
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -46,00 Sim
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -19,75 Nao
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 26,25 Nao

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.5 Efeitos in vivo do Praziquantel, P-MAPA e Silimarina, isolados e

combinados, no numero de ovos / g de tecido (Cheever)

6.2.5.1 Cheever de Figado

A combinacéo do Praziquantel com a Silimarina apresentou a maior redugéo
da média de ovos por grama de tecido no figado (2,99). Enquanto que sozinha (9,47)
ou combinada ao P-MAPA (9,78), a Silimarina apresentou as maiores quantidade de

ovos por grama de tecido (Figura 31).
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Figura 31 — Cheever de Figado
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Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 08 no teste post hoc, quanto aos ovos
contabilizados/grama de tecido, houve diferenca estatistica na reducdo entre as
médias dos ovos nos grupos PZQ, SILI/PZQ, e PZQ/P-MAPA/SILI em comparacao ao

controle infectado.

Tabela 08 — Comparacdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois
para cada tipo e combinacdo de drogas para todas as variaveis no cheever do
figado

Diferenca na

Grupos P <0.05?
soma dos postos
G1-CDCvs G2-PZQ 34,25 Sim
G1 - CDC vs G3 - P-MAPA 18,58 N&o
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA 24,58 N&o
G1-CDC vs G5 - SILI 8,583 N&o
G1-CDCvs G6 - SILI/PZQ 51,17 Sim
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA 6,750 N&o
G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 35,33 Sim

G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA -15,67 N&o
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Diferenca na

Grupos P <0.057?
soma dos postos
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA -9,667 N&o
G2 - PZQ vs G5 - SILI -25,67 N&o
G2 -PZQ vs G6 - SILI/PZQ 16,92 N&o
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -27,50 Nao
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 1,083 N&o
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA 6,000 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI -10,00 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 32,58 Sim
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA -11,83 N&o
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 16,75 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI -16,00 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 26,58 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA -17,83 N&o
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 10,75 Nao
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 42,58 Sim
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA -1,833 N&o
G5 - SILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 26,75 Nao
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -44,42 Sim
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -15,83 Nao
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 28,58 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.4.2 Cheever de Intestino

O Praziquantel isolado (0,27) e combinado ao P-MAPA (0,32) e a Silimarina
(0,35) apresentaram as maiores reducdes da media de ovos por grama de tecido no
intestino. J& a Silimarina sozinha (1,26) ou combinada ao P-MAPA (1,58), novamente

apresentou as maiores médias de ovos por grama de tecido de intestino (Figura 32).
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Figura 32 — Cheever de Intestino
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Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 09, no teste post hoc, quanto aos ovos
contabilizados/grama de tecido intestinal, apenas o grupo PZQ apresentou diferenca
estatistica relevante na redug¢do da média de ovos em comparacéo tanto ao controle

infectado quanto entre as drogas.

Tabela 09 — Comparacdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinagdo de drogas para todas as variaveis no cheever do

Intestino.
Grupos Diferenga na P <0.05?
soma dos postos
G1-CDCvs G2 -PZQ 31,53 Sim
G1-CDCvs G3 - P-MAPA 2,208 Nao
G1 - CDC vs G4 - PZQ/P-MAPA 24,08 N&o
G1-CDC vs G5 - SILI -13,75 N&o
G1 - CDC vs G6 - SILI/PZQ 22,08 N&o
G1 - CDC vs G7 - SILI/P-MAPA -18,92 Nao
G1 - CDC vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 3,417 N&o
G2 - PZQ vs G3 - P-MAPA -29,33 Sim
G2 - PZQ vs G4 - PZQ/P-MAPA -7,450 N&o

G2 -PZQ vs G5 - SILI -45,28 Sim
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Diferenca na

Grupos P <0.057?
soma dos postos
G2 -PZQ vs G6 - SILI/PZQ -9,450 N&o
G2 - PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -50,45 Sim
G2 - PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -28,12 N&o
G3 - P-MAPA vs G4 - PZQ/P-MAPA 21,88 Nao
G3 - P-MAPA vs G5 - SILI -15,96 N&o
G3 - P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ 19,88 Nao
G3 - P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA -21,13 N&o
G3 - P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 1,208 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G5 - SILI -37,83 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G6 - SILI/PZQ -2,000 Nao
G4 - PZQ/P-MAPA vs G7 - SILI/P-MAPA -43,00 Sim
G4 - PZQ/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -20,67 Nao
G5 - SILI vs G6 - SILI/PZQ 35,83 Sim
G5 - SILI vs G7 - SILI/P-MAPA -5,167 Nao
G5 - SILI vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 17,17 N&o
G6 - SILI/PZQ vs G7 - SILI/P-MAPA -41,00 Sim
G6 - SILI/PZQ vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI -18,67 Nao
G7 - SILI/P-MAPA vs G8 - PZQ/P-MAPA/SILI 22,33 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.5 Efeitos in vivo do Praziquantel, P-MAPA e Silimarina, isolados e

combinados, na viabilidade de ovos de S. mansoni - Oograma

As analises de Oograma (Figura 33) foram feitas dividindo-se 0s grupos em
OVOS viaveis e ovos inviaveis.

Figura 33 - Oograma
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Fonte: A autora.

Legenda: Grafico com as médias de ovos viaveis e inviaveis por grupo experimental. As barras brancas
equivalem aos ovos viaveis, e as barras pretas aos ovos inviaveis. CDC= controle doente crénico; PZQ=
praziquantel; SILI= Silimarina.
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6.2.5.1 Ovos viaveis

A Silimarina (72.83) apresentou a maior média de ovos viaveis entre 0s grupos
testados, quase igualando-se ao controle infectado (83.47). O grupo com menor
quantidade de ovos viaveis foi o P-MAPA (14.94), seguido pelo grupo das trés drogas
combinadas (15.94) (Figura 34).

Figura 34 — Ovos viaveis
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Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 10, quanto aos ovos viaveis contabilizados no
intestino, ndo houve diferenca estatistica entre as médias dos ovos no grupo SILI em
comparacao ao controle infectado. Todos os demais grupos testados apresentaram
notéavel reducdo de ovos viaveis, de forma que houve diferenca estatistica entre eles
e 0 CDC e a SILI.
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Tabela 10 — Comparacdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacao de drogas para todas as variaveis no oograma de ovos

viaveis
Diferenca na
Grupos somados P <0.05?
postos
G1 CDCvs G2 PZQ 74,75 Sim
G1 CDC vs G3 P-MAPA 143,5 Sim
G1 CDC vs G4 PZQ/P-MAPA 72,14 Sim
G1 CDC vs G5 SILI 13,50 N&o
G1 CDC vs G6 SILI/PZQ 133,9 Sim
G1 CDC vs G7 SILI/P-MAPA 87,40 Sim
G1 CDC vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL 136,6 Sim
G2 PZQ vs G3 P-MAPA 68,72 Sim
G2 PZQ vs G4 PZQ/P-MAPA -2,616 N&o
G2 PZQ vs G5 SILI -61,25 Sim
G2 PZQ vs G6 SILI/PZQ 59,11 Sim
G2 PZQ vs G7 SILI/P-MAPA 12,65 N&o
G2 PZQ vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL 61,86 Sim
G3 P-MAPA vs G4 PZQ/P-MAPA -71,33 Sim
G3 P-MAPA vs G5 SILI -130,0 Sim
G3 P-MAPA vs G6 SILI/PZQ -9,611 N&o
G3 P-MAPA vs G7 SILI/P-MAPA -56,07 Sim
G3 P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL -6,861 N&o
G4 PZQ/P-MAPA vs G5 SILI -58,64 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G6 SILI/PZQ 61,72 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G7 SILI/P-MAPA 15,26 N&o
G4 PZQ/P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL 64,47 Sim
G5 SILI vs G6 SILI/PZQ 120,4 Sim
G5 SILI vs G7 SILI/P-MAPA 73,90 Sim
G5 SILI vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL 123,1 Sim
G6 SILI/PZQ vs G7 SILI/P-MAPA -46,46 N&o
G6 SILI/PZQ vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL 2,750 N&o
G7 SILI/P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SIL 49,21 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.5.2 Ovos inviaveis

Os ovos ndo viaveis sdo originados pela soma dos ovos mortos e imaturos.
Como esperado, a Silimarina (27.16) apresentou a menor média de ovos inviaveis
entre os grupos testados, com destaque de maior quantitativos de ovos inviaveis para
o P-MAPA (85.05) e PZQ/P-MAPA/SILI (84.05) (Figura 35).



80

Figura 35 — Ovos inviaveis
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Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Como pode ser visto na Tabela 11, no teste post hoc, quanto aos ovos inviaveis
contabilizados no intestino, novamente ndo houve diferenca estatistica entre as

médias dos ovos no grupo SILI em comparacédo ao controle infectado.

Tabela 11 — Comparagdes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacéo de drogas para todas as variaveis no oograma de ovos

inviaveis.
Diferenca na
Grupos somados P <0.05?
postos
G1 CDCvs G2 PZQ -74,75 Sim
G1 CDC vs G3 P-MAPA -143,5 Sim
G1 CDC vs G4 PZQ/P-MAPA -72,14 Sim
G1 CDC vs G5 SILI -13,50 N&o
G1 CDC vs G6 SILI/PZQ -133,9 Sim
G1 CDC vs G7 SILI +'P-MAPA -87,40 Sim
G1 CDC vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -136,6 Sim
G2 PZQ vs G3 P-MAPA -68,72 Sim

G2 PZQ vs G4 PZQ/P-MAPA 2,616 N&o
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Diferenca na

Grupos soma dos P <0.05?
postos
G2 PZQ vs G5 SILI 61,25 Sim
G2 PZQ vs G6 SILI/PZQ -59,11 Sim
G2 PZQ vs G7 SILI +'P-MAPA -12,65 Nao
G2 PZQ vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -61,86 Sim
G3 P-MAPA vs G4 PZQ/P-MAPA 71,33 Sim
G3 P-MAPA vs G5 SILI 130,0 Sim
G3 P-MAPA vs G6 SILI/PZQ 9,611 Nao
G3 P-MAPA vs G7 SILI +'P-MAPA 56,07 Sim
G3 P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI 6,861 Nao
G4 PZQ/P-MAPA vs G5 SILI 58,64 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G6 SILI/PZQ -61,72 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G7 SILI +'P-MAPA -15,26 N&o
G4 PZQ/P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -64,47 Sim
G5 SILI vs G6 SILI/PZQ -120,4 Sim
G5 SILI vs G7 SILI +'P-MAPA -73,90 Sim
G5 SILI vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -123,1 Sim
G6 SILI/PZQ vs G7 SILI +'P-MAPA 46,46 N&o
G6 SILI/PZQ vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -2,750 Nao
G7 SILI +'P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -49,21 N&o

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.6 Andlise histohepatica

Com relacdo as quantidades e aos tamanhos dos granulomas (Figura 36), PZQ
apesar de uma quantidade elevada de granulomas, foi 0 que apresentou menor média
de éarea. Seguido pela SILI com a menor quantidade e o menor tamanho de

granulomas.
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Figura 36 - Quantidade e Meédias de Areas dos Granulomas
Quantidade granulomas Tamanhos dos Granulomas
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Fonte: A autora.
Legenda: Gréaficos com os tamanhos e as quantidades de granulomas por grupo experimental. CDC=
controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

SILI/P-MAPA e PZQ/P-MAPA/SILI apesar de um quantitativo de granulomas

préximo ao do controle doente infectado, apresentou as maiores areas.

Tabela 12 — Quantidades e médias de areas dos granulomas por grupo experimental

. MEDIA POR MEDIA AREA

GRUPO NUMERO TOTAL GRUPO AREA MiNIMA
CDC 269 45 166.862 122.715
PZQ 474 47 159.998 97.970
P-MAPA 525 44 179.281 127.701
PZQ/P-MAPA 502 42 171.660 142.512
SILI 234 39 161.731 132.244
SILI/ PZQ 294 49 166.862 135.087
SILI/ P-MAPA 269 34 184,669 122.715
PZQ/P-MAPA/SILI 304 50 184.241 129.163

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente cronico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

Com as trés drogas em estudo associadas, os granulomas apresentaram
tamanhos variados, mas com areas de granulomas confluentes. Chama-se atencéo a
granulomas bem marcados, fibrosados, sem area central demarcada. Em comparacao
ao controle infectado, houve variacdo significativa na redugédo dos tamanhos dos
granulomas no grupo do PZQ, apenas. Enquanto que nos grupos P-MAPA, PZQ/P-
MAPA, SILI/P-MAPA e PZQ/P-MAPA/SILI, também houve variacdo estatistica, mas

em relacdo ao aumento no tamanho dos granulomas (Tabela 13).
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Tabela 13 — Comparacgfes post-hoc de Dunn com correcao de Bonferroni dois a dois

para cada tipo e combinacdo de drogas para todas as variaveis no tamanho dos

granulomas
Diferenca na
Grupos somados P <0.05?
postos
G1 CDCvs G2 PZQ 299,1 Sim
G1 CDC vs G3 P-MAPA -589,1 Sim
G1 CDC vs G4 PZQ/P-MAPA -222,3 Sim
G1 CDC vs G5 SILI 16,62 N&o
G1 CDC vs G6 SILI/PZQ 0,0 N&o
G1 CDC vs G7 SILI +'P-MAPA -813,8 Sim
G1 CDC vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -824,5 Sim
G2 PZQ vs G3 P-MAPA -888,3 Sim
G2 PZQ vs G4 PZQ/P-MAPA -521,5 Sim
G2 PZQ vs G5 SILI -282,5 Sim
G2 PZQ vs G6 SILI/PZQ -299,1 Sim
G2 PZQ vs G7 SILI +'P-MAPA -1113 Sim
G2 PZQ vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -1124 Sim
G3 P-MAPA vs G4 PZQ/P-MAPA 366,8 Sim
G3 P-MAPA vs G5 SILI 605,7 Sim
G3 P-MAPA vs G6 SILI/PZQ 589,1 Sim
G3 P-MAPA vs G7 SILI +'P-MAPA -224,7 N&o
G3 P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -235,4 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G5 SILI 238,9 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G6 SILI/PZQ 222,3 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G7 SILI +'P-MAPA -591,5 Sim
G4 PZQ/P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -602,2 Sim
G5 SILI vs G6 SILI/PZQ -16,62 N&o
G5 SILI vs G7 SILI +'P-MAPA -830,4 Sim
G5 SILI vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -841,1 Sim
G6 SILI/PZQ vs G7 SILI +'P-MAPA -813,8 Sim
G6 SILI/PZQ vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -824,5 Sim
G7 SILI +'P-MAPA vs G8 PZQ/P-MAPA/SILI -10,71 Nao

Fonte: A autora.
Legenda: CDC= controle doente crénico; PZQ= praziquantel; SILI= Silimarina.

6.2.6.1 Histologia de tratamento com Praziquantel

Histologia de figado destaca-se pela vasta quantidade de granulomas bem
marcados, pouco aglomerados, com auséncia e presenca de ovos no centro, mas com
intensos focos de necroses coagulativas, com granulomas ja fibrosados e alguns

fibrosados (Figura 37).
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Figura 37 — Fotomicrografia de histologia hepatica do grupo infectado e tratado com

Praziquantel

Fonte: A autora.

Legenda: A — Granulomas isolados fibrosos periovulares com areas de necrose aguda coagulativa; B
— sem ovo centralizado a direita (HE— 4x). C — Granulomas periovulares isolados; D — Aglomerado a
direita, ambos fibrosados (HE— 40x).

6.1.6.2 Histologia de tratamento com P-MAPA

No grupo infectado e tratado com o P-MAPA, eutanasiado com 68 dias,
observou-se um grande namero de granulomas com ovos integros centralizados nas
laminas de figado. A estrutura do parénquima hepatico ndo apresentou alteracdes
degenerativas importantes, exceto eventuais focos de necrose coagulativa aguda
(Figura 38), presenca intensa de infiltrag&o local por polimorfonucleares, sobretudo do

subtipo eosindfilo.
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Figura 38 - Fotomicrografia de histologia hepatica do grupo infectado e tratado com
P-MAPA

Fonte: A autora.
Legenda: A, B — Granulomas isolados e confluentes fibrosos periovulares, com areas de necrose aguda
coagulativa (indicada nas seta) (HE— 4x)

Os granulomas esquistossomaticos periovulares sdo bastante numerosos,
destacando-se agrupamentos em confluentes em sua maioria, como também
isolados, distribuidos esparsamente pelo parénquima e, em sua maioria, Compostos
predominantemente por polimorfonucleares (eosinofilos e neutréfilos), além de alguns
macréfagos. Em muitos desses granulomas existia a deposicdo de pequena

guantidade de colageno, bem como areas de necrose aguda coagulativa (Figura 39).

Figura 39 - Fotomicrografia aproximada de histologia hepética do grupo infectado e
tratado com P-MAPA

Fonte: A autora.

Legenda: A — Detalhe dos granulomas periovulares, observados em maior aumento (400x).Presenca
intensa de mononucleares em torno do ovo em degeneracdo. B — Ovo bem marcado com granuloma
colagenizado (HE— 40x).
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6.2.6.3 Histologia de tratamento com Praziquantel/P-MAPA

Neste grupo, observou-se um perfil histolégico semelhante ao tratamento com
o P-MAPA isolado. Grande numero de granulomas esquistossomaéticos periovulares,
agrupamentos em confluentes em sua maioria, como também isolados, distribuidos
esparsamente pelo parénquima hepatico. Alguns poucos focos de necrose
coagulativa aguda, e muitos desses granulomas ja& com deposi¢cdo de colageno.
Presenca na periferia dos granulomas de polimorfonucleares (eosinofilos e

neutrofilos), além de alguns macrofagos (Figura 40).

Figura 40 - Fotomicrografia de histologia hepatica do grupo infectado e tratado com
Praziguantel/P-MAPA

Fonte: A autora.

Legenda: A, B — Granulomas isolados e confluentes fibrosos periovulares, com areas de necrose aguda
coagulativa (indicada nas seta) (HE — 4x) C, D - Granulomas confluentes periovulares, ambos
fibrosados e com &reas de necorose coagulativa tomando o campo da imagem (HE — 40x).

6.2.6.4 Histologia de tratamento com Silimarina

Nos grupos infectados e tratados com a Silimarina, os granulomas séo os de
menores area de diametro, porém com presenca de ovos integros ou semi
degenerados nos centros das estruturas. Ha areas de necrose coagulativa e a grande
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maioria dos granulomas ja estdo com colageno em sua estrutura, o que reduz o

infiltrado celular mononuclear (Figura 41).

Figura 41 — Fotomicrografia de histologia hepética do grupo infectado e tratado com

Silimarina

Fonte: A Autora.

Legenda: A, B — Granulomas isolados e confluentes fibrosos periovulares, com areas de necrose aguda
coagulativa (indicadas nas setas) (HE — 4x) C — Vasta area de necrose coagulativa aguda; D —
Granuloma periovular fibrosado (HE — 40x).

6.2.6.5 Histologia de tratamento com Silimarina/Praziquantel

A estrutura do parénquima hepatico ndo apresentou alteracdes degenerativas
importantes, exceto focos de necrose coagulativa aguda de vasta extensdo. Destaca-
se pelo grande numero de granulomas confluentes, centros bem marcados e colageno
em grande parte dos granulomas. Presenca na periferia dos granulomas de

polimorfonucleares (eosindfilos e neutrofilos), além de alguns macréfagos (Figura 42).
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Figura 42 — Fotomicrografia de histologia hepatica do grupo infectado e tratado com
Silimarina/Praziquantel

Fonte: A Autora.
Legenda: A,B — Granulomas confluentes fibrosos periovulares, com é&reas de necrose aguda
coagulativa (indicadas nas setas) (HE — 4x) C, D — Vasta area de necrose coagulativa aguda no centro
dos granulomas fibrosados (HE — 40x).

6.2.6.6 Histologia de tratamento com Silimarina/P-MAPA

Os granulomas esquistossomoéticos periovulares sdo bastante numerosos,
destacando-se agrupamentos em confluentes em sua maioria. Porém, ha também
granulomas isolados, de area bem definida, apresentando ovos em degeneracao no
centro do granuloma e intensa presenca de infiltrados polimorfonucleares e
macrofagos. Estdo distribuidos esparsamente pelo parénquima, compostos
predominantemente por polimorfonucleares (eosinofilos e neutréfilos), além de alguns
macréfagos. Em muitos desses granulomas existia intensa deposicao de colageno,
outros ja estavam totalmente fibrosados, e também com areas de necrose aguda

coagulativa (Figura 43).
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Figura 43 - Fotomicrografia de histologia hepatica do grupo infectado e tratado com

SILIMARINA/P-MAPA

Fonte: A Autora.
Legenda: A, B — Granulomas isolados e confluentes fibrosos periovulares (HE — 4x) C, D — Granulomas
periovulares fibrosados e confluentes com ovos integros (HE — 40x).

6.2.6.7 Histologia de tratamento com Praziquantel/P-MAPA/Silimarina

Histologia de figado destaca-se pela vasta quantidade de granulomas bem
marcados, com poucos focos de confluéncia, presenca de ovos em degeneracdo no
centro, e intensos focos de necrose coagulativa, algumas inclusive dentro dos
granuloma. Nota-se a presenca de granulomas ja fibrosados e comparecimento de
polimorfonucleares e macréfagos tanto nos granulomas como nas areas de necrose
(Figura 44).
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Figura 44 — Fotomicrografia de histologia hepatica do grupo infectado e tratado com
Praziquantel/P-MAPA/Silimarina

Fonte: A autora.

Legenda: A, B — Granulomas isolados e confluentes, com intensa fibrose (HE — 4x) C — Granuloma
periovular fibrosados com ovo integro e necrose coagulativa aguda (HE — 20x) D — Detalhe de
granuloma periovular fibrosados com ovo integro.

6.2.7 Microscopia eletronica de varredura dos vermes adultos

A associagao do PZQ com o P-MAPA apresentou 0s maiores danos teciduais

no tegumento dos vermes.

6.2.7.1 Microscopia eletrbnica de varredura de vermes adultos sem tratamento

O grupo controle infectado sem tratamento foi tratado com o DMSO, que foi o
veiculo de diluicao das trés drogas. As imagens mostram que o DMSO nédo causou
danos aos vermes apés metabolizacdo, pois nao foi observado nenhum tipo de leséo,

tumoracao ou aprofundamento no tegumento (Figura 45).
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Figura 45 — Fotomicrografia eletronica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

EHT = 10.00 kv Mag= 100X Signal A = SE1 EHT = 10.00 kV
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WD = 10N men 1 Pmha= 1NNnA D Tarmat = 10 DPa — WD = 10 0 men 1 Praha= 100 nA D Tarnat = 10 Pa _

Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme inteiro, utilizado apenas DMSO; B — Boca do parasito com tegumento integro C,
D —Tegumento integro.

6.2.7.2 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com

Praziquantel

Na figura 46 nota-se o verme retorcido (A), com presenca discreta de dano ao
tegumento (B), enrugamentos (C), aprofundamentos (D), e alongamentos de

tubérculos (D), bem como a perda de espiculas (C, D).
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Figura 46 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Praziquantel

EHT = 10.00 kv Mag= 150X Signal A = SE1 20 EHT = 10,00 kV Mag= 100KX Signal A = SE1
WD = 10.0 mm IPobe= 1000A VP Taraet= 10Pa u_K.,A»—W"< WD = 10.0 mm IProbe= 1000A VP Toret= 10Pa u_.K._e

10 pm EHT = 10.00 kV Mag= 200KX Signal A = SE1 uKA!Dm\ EHT = 10.00 kV Mag= 100KX Signal A = SE1 uKA

W = 10 0 men 1Pmha= 10004 D Tarnat= 10 Pa WD = 10 0 men 1Pmha= 100na D Tarnat= 10 Pa

Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme inteiro retorcido; B — Discreto dano ao tegumento; C — Enrugamento e perda de
espiculas; D — Aprofundamentos, alongamentos de tubérculos e perda de espiculas.

6.2.7.3 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com P-MAPA

Neste grupo, houve uma intensa recuperagcdo de quantitativo de vermes.
Destaca-se, também, que houve uma intensa acédo do P-MAPA sobre os vermes onde
vé-se retracdo do casal de verme (A), tumoracOes e aprofundamento do tegumento

(B), destruicédo das espiculas e tubérculos (C, D) (Figura 47).
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Figura 47 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni
tratados com P-MAPA

EHT = 10.00 kv Mag= 150X Signal A = SE1 20 ym EHT = 10.00 kv Mag= 500X Signal A = SE1 £
WD = 10.5 mm | Probe = 100 0A VP Target= 10 Pa e X WD = 95mm | Probe = 100 0A VP Target = e = s e e

E EHT = 10.00 kV Mag= 100KX Signal A = SE1 m
WD = 1NN men 1Pmha= 100nA - L — WD = 100 men 1Prha= 100nA /P Tarnat = 1N Pa L

Fonte: A autora.
Legenda: A — Casal retorcido, com dano no tegumento; B — Tumoracdes e aprofundamento do
tegumento; C, D — Destruicdo das espiculas e tubérculos.

6.2.7.4 Microscopia eletrbnica de varredura de vermes adultos tratados com
Praziquantel/P-MAPA

Na Figura 48, destaca-se as intensas lesGes tegumentares provocadas pela
combinacao das drogas PZQ e P-MAPA causando retracdo do verme (A), tumoracoes

e aprofundamento do tegumento (B), destruicdo das espiculas e tubérculos (C, D)
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Figura 48 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni
tratados com Praziquantel/P-MAPA

Signal A = SE1
VP Target =

EHT = 10.00 kv Mag= 200X Signal A = SE1 m . Mag= 1.00KX
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WD = 10 0 mm 1Pmha= 100nA /D Tarnat= 10 Da W = 100 mem 1Pmha= 100na D Tarnat= 10 Pa

Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme retorcido; B — Tumoragdes e aprofundamento do tegumento; C, D — Destrui¢éo
das espiculas e tubérculos.

6.2.7.5 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com Silimarina

Neste grupo também houve uma alta quantidade de vermes recuperados e uma
morte de 50% no total de animais do grupo. Com relagdo aos danos tegumentares,
estes foram discretos. Apesar da intensa retracdo de casal de verme (A), o

aprofundamento do tegumento foi discreto (B) (Figura 49).
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Figura 49 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Silimarina

) -~
00 EHT=1000k/  Mag= 150X Signai A = SE1 % EHT=1000K/  Mag= 500X Signal A = SE1
— WD = 95mm IProbe= 1000A VP Taret= 10Pa u!‘.A‘J“ WD = 10.0 mm IPobe= 1000A VP Taraet= 10Pa u!‘@

Fonte: A autora.
Legenda: A — Casal de verme retorcido; B — Discreto aprofundamento do tegumento; C, D — Destrui¢édo
das espiculas e tubérculos.

6.2.7.6. Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com

Silimarina/Praziquantel

Este grupo foi 0 com o menor quantitativo de vermes recuperados com apenas
1 verme. Nele, observa-se o verme retorcido (A), presenca de tumoragdes no

tegumento (B, C) e destruicdo de tubérculos e espiculas (D) Figura 50).
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Figura 50 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni
tratados com Silimarina/Praziquantel

EHT = 10.00 kV Mag= 150X Signal A = SE1 EHT = 10.00 kV = Signal A = SE1
WD = 10.0 mm | Probe = 100 0A VP Target= 10 Pa — —t WD = 10.0 mm | Probe = 100 0A VP Target =
,
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\ / 3
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WD = 10 0 mm 1Pmha= 100nA /D Tarnat = WD = 100 men 1Pmha= 100na D Tarnat= 10 Pa

Fonte: A autora.

Legenda: A — Verme retorcido; B, C — Presenca de tumoragdes no tegumento; D — Destruigéo
das espiculas e tubérculos.

6.2.7.7 Microscopia eletronica de varredura de vermes adultos tratados com
Silimarina/P-MAPA

Mais um grupo com elevados quantitativos de vermes recuperados na
eutandsia. Aqui, o resultado condiz com as leves alteracfes tegumentares. Na Figura
51 nota-se discreta destruicdo de espiculas (A, B)
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Figura 51 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni
tratados com Silimarina/P-MAPA

20 ym EHT = 10.00 kV Mag= 500X Signal A = SE1 uKAww EHT = 10.00 kv Mag= 100KX Signal A = SE1
— WD = 9.5mm IProbe= 1000A  VPTarget= 10Pa oo eemmmies — WD = 10.0 mm IProbe= 1000A  VPTarget= 10Pa oo mremmmien

Fonte: A autora.
Legenda: A, B — Discreta destruicao das espiculas.

6. 2.7.8 Microscopia eletrénica de varredura de tratamento com Praziquantel/P-MAPA

/Silimarina

Juntas, as trés drogas causaram discreta acdo no tegumento do verme. Aponta-
se casal de verme levemente retraido (A), presenca de erosdes (B), e tumorac¢des no
tegumento (C), bem como discreta destruicdo de tubérculos e espiculas (D) (Figura
52).
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Figura 52 — Fotomicrografia eletrénica de varredura de vermes adultos de S. mansoni

tratados com Praziquantel/P-MAPA /Silimarina

Mag= 100X Signal A = SE1 ) Mog= 100KX  SignalA=SEl LIKA

| Probe = 100 0A VP Target= 10 Pa ——— | Probe = 100 pA VP Target= 10 Pa o S -
= BB~ g . : 5

! EHT-OOOW Mag= 100KX Signal A = SE1 Em-moo Mag= 200KX
WN = QK mm 1 Drha= 1NNnA D Tarnat= 1N Da — TN — WN = QK mm 1 Proha 1M na D Tarnat= 10 Da
Fonte: A autora.
Legenda: A — Verme levemente retraido; B — Presenca de erosfes tegumentares; C — Tumoragdes no
tegumento; D — Discreta destruicdo de tubérculos e espiculas.
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7 DISCUSSAO

A esquistossomose é uma doenca de grande morbidade, o que a torna um fator
negativo para o desenvolvimento das regides mais afetadas por ela. A maior parte de
sua morbidade estd associada a hipertensdo portal causada pela intensa fibrose
hepatica (MATA-SANTOS et al., 2014; MCMANUS et al., 2018). A formacéao de varizes
esofagianas, ascite, aumento da barriga, culmina quase sempre ao 0bito do paciente
devido lesdo nos 6rgdos e pelo rompimento das varizes levando a hemorragias
(MATA-SANTOS et al.,, 2014; MCMANUS et al, 2018). O modelo murino é
convencionalmente escolhido por apresentar patologia semelhante a do homem, com
espessamento fibroso dos espacos porta, acumulo de granulomas periovulares,
lesbes de parénquima e desenvolvimento de fibroses (CHIARAMONTE et al., 1999;
MATA-SANTOS et al., 2014).

Neste trabalho, a Silimarina foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO), e ndo em
alcool absoluto como proposto pelo fabricante pois, além de reduzir a toxicidade
causada pelo alcool, a preparacdo em DMSO também foi soltvel e permitiu um veiculo
anico de diluicdo das drogas. Com relacdo ao P-MAPA, existem outros veiculos
utilizados para diluicdo como salina 0,9% (DURAN et al., 2009; FAVARO et al., 2012),
e Pluronic (GEHLEN, 2016; SILVA et al., 2021). Tanto no DMSO, como na salina e no
Pluronic houve, como j& era esperado, cristalizacdo da droga. A cristalizacdo no
DMSO foi reduzida mantendo-se a droga em constante agitacdo até o momento de
ser aplicada. Em relacéo as toxicidades da Silimarina e do P-MAPA, pode-se verificar
completa auséncia de toxicidade nas doses utilizadas, como jA demonstrado nos
estudos de MATA-SANTOS e colaboradores (2010) e SILVA e colaboradores (2021).

Praziqguantel e P-MAPA isolados e as combinagdes PZQ/P-MAPA e
Praziquantel/P-MAPA/Silimarina apresentaram morte de todos 0s vermes nos pocos
correspondentes ap6s 24h no experimento in vitro. Os resultados se equivaleram aos
de Silva e colaboradores (2021) nos grupos PZQ e P-MAPA isoladamente. Esses
danos incluiram a perda de espiculas, destruicdo de tubérculos, depressao e
formacdo de bolhas nos vermes, além de descamacédo, erosdo e tumoracdes no
tegumento. SILI/PZQ demonstrou acdo na motilidade dos vermes, mas nao foi capaz
de causar morte dos mesmos. Isolada ou associadamente ao P-MAPA, a Silimarina

nao apresentou atividade contra os vermes na placa. Desta forma, presume-se que a
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Silimarina isolada ndo possui atividade contra os vermes e pode ter interferido na
possivel acdo vermicida do P-MAPA.

Apés a realizacdo dos testes in vitro, deu-se inicio aos experimentos in vivo.
Neste grupo a curva de sobrevivéncia dos animais infectados mostrou que os animais
tratados com o P-MAPA apresentaram maior sobrevida. Baseado no mecanismo de
acdo proposto do P-MAPA e sua atividade estar relacionada a mecanismos
imunoterapéuticos e imunoregulatérios (DURAN et al., 2009; FAVARO et al., 2012),
supbe-se que esta sobrevida prolongada ocorra pela manutencdo de um estagio
inflamatdrio controlado. Desta forma, supde-se que apesar de uma maior quantidade
de vermes no organismo, ha uma menor reacdo inflamatéria por uma acéo
imunorregulatéria mais eficaz do Linfocitos T e producéo de IFN-gama pelo P-MAPA
(DURAN et al., 2009; FAVARO et al., 2012).

Ressalta-se que dois animais do grupo PZQ apresentaram comportamento
motricial anormal e intensa expressao de dor e, portanto, foram eutanasiados antes
do tempo previsto para o fim do tratamento. Esta acdo foi em consentimento a
Resolucdo Normativa N37 do Conselho Nacional de Controle de experimentacéo
Animal (CONCEA), paragrafo 2, topico 2.4, onde especifica-se que animais com em
sofrimento intenso devem ser eutanasiados para alivio da dor.

Os grupos com mais mortalidades foram os grupos associados a Silimarina,
apesar do seu carater imunomodulador, onde todos os grupos (SILI, SILI/PZQ, SILI/P-
MAPA, PZQ/P-MAPA/SILI) apresentaram obitos de, no minimo, 50%. Estima-se que
tanto a via de administracdo quanto o longo tempo de tratamento podem ter
apresentado influéncia sobre os resultados por agravar o estresse sistémico que a
evolucao natural da doenca causa. Variagdes de temperatura do biotério, periodo de
higiene das caixas armazenadoras, morte e brigas de outros animais nas caixas ou
em caixas vizinhas, também séo fatores que elevam os niveis de estresse.

Houve variagéo significativa no quantitativo de vermes recuperados de acordo
com o protocolo de drogas utilizadas nos grupos em estudo. Os grupos com o
Praziquantel (PZQ, PZQ/P-MAPA, SILI/PZQ, SILI/PZQ/P-MAPA) foram 0s grupos
com 0S menores quantitativos de vermes recuperados, 0 que corrobora a tese de
eficdcia do mesmo sobre vermes adultos. Destacam-se os grupos P-MAPA, Silimarina
e Silimarina/P-MAPA com o0s maiores quantitativos de vermes, respectivamente. Os
valores encontrados no P-MAPA, como 0 grupo com 0 maior quantitativo de vermes

recuperados, diferem do encontrado por Silva e colaboradores (2021), que apresentou
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reducdo, no protocolo de 10mg/kg. Ressalta-se que Silva e colaboradores (2021)
utilizaram trés doses de P-MAPA, enquanto que neste estudo fui utilizado dose Unica.
Com relacdo a Silimarina, estes dados diferem dos encontrados por El-Lakkany e
colaboradores, (2012) que encontraram uma reducéo de mais de 95% na erradicacao
dos vermes. O objetivo de El-Lakkany e colaboradores (2012) foi de testar os efeitos
anti-fibréticos da Silimarina, em uma dose de 750mg/kg/5 dias por semana durante
seis semanas. Este aumento de mais de 700% na dosagem utilizada, bem como de
um tempo de tratamento experimental mais longo, promovem uma melhor atuacao da
Silimarina no organismo.

Sobre os pesos dos 6rgdos, os grupos tratados com a SILI, apresentaram
discreto aumento no peso hepatico quando comparados ao controle saudavel, porém
essa variacao nao foi estatisticamente relevante. Apesar de pesos menores em todos
0S grupos experimentais tratados, essa reducdo nao apresentou relevancia estatistica
guando comparado ao controle infectado néo tratado. No entanto, esses resultados
obtidos de reducédo parcial de hepatomegalia em todos os grupos tratados com
Silimarina foram condizentes com os resultados encontrados por Mata-Santos e
colaboradores (2010, 2014).

Com relacdo ao peso do intestino, ndo houve diferenca estatistica entre
nenhum dos grupos testados em comparagdo aos controles saudavel e infectado.
Avaliando-se cada droga isolada em comparacdo a combinacao das trés drogas em
questéao (G8), apenas o PZQ apresentou diferenca estatistica no peso do intestino,
em relacdo ao aumento do peso.

Sobre a esplenomegalia, PZQ, P-MAPA e PZQ/P-MAPA apresentaram
diferenca estatistica de peso quase cinco vezes maior em comparag¢ao ao controle
saudavel. Os menores pesos ficaram pro grupo do SILI/PZQ e PZQ/P-MAPA/SILI,
discordando dos achados de Mata-Santos e colaboradores (2010) que nao
observaram redugé@o na esplenomegalia. Com isso, infere-se que ha uma possivel
acdo mais eficaz da Silimarina sobre o bago apés a acao do PZQ na eliminacao dos
vermes.

Na contagem geral de ovos no figado, os grupos SILI/PZQ apresentou o menor
guantitativo de ovos totais, com redugcao de aproximadamente 86% em comparacao
ao controle infectado. Os grupos PZQ, SILI/PZQ e PZQ/P-MAPA/SILI também foram
estatisticamente relevantes na reducéo da contagem total de ovos em comparacéo ao

controle infectado. Relatos na literatura, dissertam sobre a eficacia do PZQ em
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esquistossomose promovendo a cura em 75 a 95% dos pacientes, bem como a
reducéo na percentagem de ovos de 80 a 98% (FARMANGUINHOS; FUNDACAO
OSWALDO CRUZ, 2016; HAILEGEBRIEL; NIBRET; MUNSHEA, 2021; LIU et al.,
2011). A SlLI isolada ndo apresentou diferenca estatistica quando comparada ao CDC
ou ao SILI/PZQ. O resultado obtido condiz com Mata-Santos e colaboradores (2010,
2014) onde néao foram observadas diferencas significativas, em relacdo a oviposicao,
a chegada de ovos ao figado.

Com relagdo a contagem total de ovos intestinais, SILI/P-MAPA e SILI isolada
apresentaram valores quase dobrados em relagcéo ao controle infectado. Estes dados
discordam dos encontrados por El-Lakkany et al., 2012, que encontrou bons
resultados de acao intestinal. Apesar dos grupos PZQ/P-MAPA e SILI/PZQ terem
apresentados valores abaixo do CDC, os resultados ndo foram relevantes. Uma
menor quantidade de ovos no intestino pode ser explicada devido a passagem dos
ovos pela parede intestino em direcéo ao bolo fecal e entdo evacuacao do hospedeiro.

Avaliando-se os resultados de meédia de ovos recuperados no cheever
hepético, a Silimarina combinada ao PZQ apresentou a menor média de ovos por
grama de tecido no figado. Valor quase duas vezes menor do que o PZQ isolado e
qguase trés vezes menor do que a SlILI isolada. O resultado obtido difere do de Mata-
Santos e colaboradores (2010) pois a redugéo no valor da média, além de maior, foi
estatisticamente relevante.

PZQ, PZQ/P-MAPA e SILI/PZQ foram os grupos com valores de média de ovos
por grama de tecido intestinal 50% menores em comparacdo ao CDC. Porém, houve
variacdo estatisticamente relevante apenas no grupo do PZQ em comparacdo ao
CDC. Os grupos P-MAPA, SILI, SILI/P-MAPA, PZQ/P-MAPA/SILI apresentaram
valores proximos ou superiores ao CDC, evidenciando uma baixa efetividade no
controle de ovos no tecido intestinal. Assim como descrito por Mata-Santos e
colaboradores (2010, 2014) e Silva e colaboradores (2021), os resultados mais
eficientes foram na reducao de médias de ovos por grama de tecido tanto no cheever
hepatico quanto no intestinal no grupo do P-MAPA associado ao PZQ.

Sobre 0 oograma, que avaliou e classificou 0s ovos em viaveis e inviaveis,
destaca-se que ndo houve diferenca estatistica entre as médias dos ovos vidveis no
grupo SILI em comparagao ao controle infectado, visto que os valores ficaram bem
proximos. Todos os demais grupos tiveram variacdo estatistica e reducdo na

guantidade de ovos viaveis.
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No tocante aos ovos inviaveis, a associacdo dos mortos aos imaturos se da
pois, no momento em questao, estes ovos ndo apresentam chance infeccédo ou de
manutencdo do ciclo biolégico quando na natureza. Os grupos P-MAPA, PZQ/P-
MAPA/SILI e SILI/PZQ destacaram-se como 0S grupos com as maiores médias de
ovos inviaveis, com mais de 80% do total. Este resultado condiz com Silva e
colaboradores (2021) sobre o P-MAPA e o quantitativo de ovos inviaveis. Apesar de
valores totais de ovos no intestino préximos ao controle infectado nos grupo P-MAPA
e PZQ/P-MAPA/SILI, nota-se que 0s ovos eram, em sua maioria, inviaveis. Apesar
de uma baixa eficacia na eliminacdo dos vermes e na oviposicdo dos mesmos, o P-
MAPA parece exercer algum tipo de acéo sobre os ovos.

No que diz respeito as analises histolégicas, com relacdo aos tamanhos dos
granulomas, o0s grupos tratados com PZQ, SILI e SILI/PZQ foram os que
apresentaram menores areas, tal qual El-Sayed e colaboradores, 2016; Mata-Santos
e colaboradores 2010; Rabia e colaboradores 2010; El-Lakkany e colaboradores
2012, El-Nagar e colaboradores, 2021, mesmo com protocolos diferentes.

Silva e colaboradores (2021) utilizou um protocolo diferente (100mg/kg em trés
doses) de P-MAPA obteve melhor performance na redugéo nas areas de granuloma
e fibrose hepatica.

Secdes hepéticas no grupo da Silimarina mostraram arquitetura anormal, as
principais lesdes histopatologicas foram namero variavel de granulomas periovulares,
infiltracdo difusa de células inflamatorias, principalmente eosinofilos e pequenas
células mononucleares. A grande maioria dos granulomas possui 0s 6vulos integros
ou semi destruidos de S. mansoni circundados por células inflamatoérias densas e
tecidos fibroticos. Estes achados foram encontrados também em KAMEL, 2016,
TOUSSON e colaboradores (2013) e Mata-Santos e colaboradores (2010, 2014)
mesmo com protocolos diferentes de dosagem de Silimarina. Também foi observado
multigranuloma ou granuloma multiovular, que consiste em linfécitos e células
fibrociticas circundando mais de um 6vulo de Schistosoma (TOUSSON (2013). Isto
pode acontecer pela proximidade dos ovos no momento da oviposicao.

Destaca-se a interacdo da Silimarina com o PZQ, uma vez que a SILI possui
acado sobre as enzimas do sistema citocromo P450 (NATIONAL INSTITUTE OF
DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2022). Isto influencia
diretamente no processo inflamatorio local pois, no figado, além do alojamento dos

vermes e ovos, ainda hd o metabolismo da droga, uma vez que, o PZQ é
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extensamente metabolizado pelo figado através do sistema citocromo P450, podendo
causar lesdo hepatica como resultado de um intermediario toxico de seu metabolismo
(FARMANGUINHOS; FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2016; NATIONAL INSTITUTE
OF DIABETES AND DIGESTIVE AND KIDNEY DISEASES, 2020, 2022). Outro fator
importante, € que o PZQ sofre intenso efeito de primeira passagem pelo figado o que
faz com que a maior parte da droga ndo seja absorvida. Isto demanda uma maior
guantidade de farmaco e, consequente, maior desgaste hepatico
(FARMANGUINHOS; FUNDAQAO OSWALDO CRUZ, 2016).

Por fim, ao analisar alguns dos vermes recuperados do experimento in vivo,
percebe-se que os resultados obtidos pelo in vitro foram semelhantes mesmo
sabendo-se que a biodisponibilidade in vitro € maior por néo ter degradacao da droga.
Os resultados de Silva e colaboradores (2021) nos grupos PZQ e P-MAPA
isoladamente se equivaleram aos do estudo. Os principais danos encontrados foram
a perda de espiculas, destruicéo de tubérculos, depresséao e formacao de bolhas nos
vermes, além de descamacéo, erosdo e tumoracfes no tegumento nos grupos PZQ,
P-MAPA, PZQ/P-MAPA, SILI/PZQ e PZQ/P-MAPA/SILI. Novamente, SILI e SILI/P-
MAPA apresentaram discreta agéo sobre os vermes.
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8 CONCLUSAO

Nas concentracdes e aplicacdes testadas no presente estudo, as combinacdes
Silimarina/Praziquantel e Praziquantel/P-MAPA/Silimarina se mostraram eficazes na
reducdo da oviposicao tanto no figado como no intestino.

Com relacdo ao tipo de ovo posto pelas fémeas, destacam-se o P-MAPA,
Praziquantel/P-MAPA/Silimarina e Silimarina/Praziquantel, respectivamente, como as
drogas com maiores ac¢oes de inviabilizagcdo dos ovos.

Sobre as quantidades de granulomas, todos os grupos com a Silimarina no
tratamento apresentaram reducao no quantitativo total de granulomas. Ja com relacéo
ao tamanho desses granulomas, o destaque ficou para o Praziquantel e a Silimarina
tanto isolada quanto combinada ao PZQ.

Sobre a histologia, o grupo Silimarina/Praziquantel apresentou estrutura do
parénquima hepatico sem alteracbes degenerativas importantes, enquanto que a
Silimarina destacou-se por granulomas pequenos e bem marcados.

Tanto nas andlises in vivo como in vitro, PZQ e P-MAPA isolados, PZQ/P-
MAPA combinados e PZQ/P-MAPA/SILI juntos causaram lesdes e destruicdo do
tegumento, bem como destruicdo sobre os tubérculos ou espiculas, quando
comparadas aos demais grupos. No entanto, destaca-se uma maior agcao nos
experimento in vitro.

Portanto, conclui-se que os protocolos utilizados envolvendo a combinacéo das
trés drogas foi efetivo com relacdo a acdo ovicida, vermicida e hepatologica da
esquistossomose crénica em modelo murino. Todos estes resultados corroboram a
necessidade de novos testes com diferentes combinacdes e protocolos de utilizagao

para um resultado mais promissor.
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Schistosomiasis is an infectious disease caused by helminth parasites of the genus Schistosoma; it is transmitted in
over 78 countries. The main strategy for schistosomiasis control is treatment of infected people with praziquantel
(PZQ). As PZQ-resistant strains have emerged, new anti-schistosomal agents have become necessary. We eval-
vated the in vitro and in vivo effect of P-MAPA, an aggregated polymer of protein magnesium ammonium
phospholinoleate-palmitoleate anhydiide with immunomodulatory properties; it is produced by Aspergillus ory-
zae fermentation. In vitro, P-MAPA (5, 50, and 100 ug/mL) d i

d the Sc

causing

thorn losses and tuber destruction in male worms and peeling and erosion in females after 24-h incubation. In
vivo, P-MAPA (5 and 100 mg/kg, alone and combined with PZQ — 50 mg/kg) reduced the number of eggs by up to
69.20% in the liver and 88.08% in the intestine. Furthermore, granulomas were reduced up to 83.13%, and there
was an increase in the number of dead eggs and a reduction of serum aspartate aminotransferase levels. These
dara suggest that P-MAPA activity car help improve schistosomiasis treatment and patients” quality of life.

1. Introduction

Schistosomiasis is an acute and chronic disease caused by helminth
parasites of the genus Schistosoma. In 2015, an estimated 218 million
people, more than half school-age children, were living in areas at high
risk for the disease in over 78 countries (WHO, 2017). The disease is
transmitted by Schistosoma-spp.-infected snails that release cercariae in
watercourses. Cercariae penetrate the skin, and female worms initiate
oviposition in the intestine around day 38 post-infection. By embolism,
eggs reach mainly the liver and trigger host immunological reacrions
(Colley et al., 2014).

The current strategy for schistosomiasis control is the treatment of
infected people with praziquantel (PZQ) (Katz and Coelho, 2008;
McManus et al., 2018; WHO, 2017). However, PZQ has lost efficacy due
to its long-term worldwide application, and PZQ-resistant and/or
tolerant Schistosoma mansoni strains have been found (Danso-Appiah
and De Vlas, 2002; Zwang and Olliaro, 2014). The situarion urges the
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search for new anti-schistosomal agents to overcome PZQ resistance
(Greenberg, 2014; Neves et al., 2015). One of the classes of drugs that
appears to have potential in the treaunent of schistosomiasis are
immunomodulatory agents. Treatment with praziquantel associated
immunomodulartors in mice infected with Schistosoma mansoni appears
to have promising potential (Silva et al., 2020).

P-MAPA, developed by the Farmabrasilis research network, is an
aggregated  polymer of  protein  magnesium  ammonium
phospholinoleate-palmitoleate anhydride with immunomodulatory
properties. It is produced by Aspergillus oryzae fermentation. The com-
pound increases the production of cyrokines, especially interferon-
gamma (IFN-y) and interleukin 2 (IL-2), and stimulates the release of
nitric oxide by macrophages (Farmabrasilis, 2008; Melo et al., 2014).
P-MAPA has shown important activities against tumors (Favaro et al.,
2012), viruses (Durdn et al., 2009), bacteria (Melo et al., 2001), and
protozoa (Melo et al., 2014; Santiago er al., 2013). Toxicological studies
determined thar P-MAPA is safe in mice, since the LD50
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Table 1
Experimental groups with the specific therapeutic description.
Groups Number of
animals
GI - S. mansoni infected and untreated 11
GII - S. mansoni infected and treated with P-MAPA 5 mg/kg 11
GIII - S. mansoni infected and treated with P-MAPA 5 mg/kg 10
PZQ 50 mg/kg
GIV - S. mansoni infected and treated with PZQ 50 mg/kg 10

GV - S. mansoni infected and treated with P-MAPA 100 mg/kg 9

intraperitoneally was obtained with a dosage of 2.71 £+ 1.55 g/kg, which
represents a dosage approximately 500 times higher than the thera-
peutic dosage used of the product, which is 5 mg/kg. (Farmabrasilis,
2008; Favaro et al., 2012).

Here, its in vitro and in vivo action in a worm, S. mansoni, and its
potential as an adjuvant therapy in the treatment of schistosomiasis
were evaluated for the first time.

2. Materials and methods
2.1. Study design

S.-mansoni-infected male mice were treated or untreated with P-
MAPA and PZQ in different treatment regimens. One-hundred-eleven
Swiss male mice (60 for the in vitro and 51 for the in vivo studies) at
28-30 g and 28 days of age were provided by the Aggeu Magalhaes
Institute (TAM) breeding stock. Before the experiments, the animals were
submitted to quarantine to reduce stress effects. The animals were
identified by coding to minimize the risk of bias by the observers. They
were housed in boxes on shelves under constant temperature (21 £ 2 °C)
and brightness (12 h light/12 h dark) and had access to food and water
ad libitum. The study protocol (97/2016) was approved by the IAM
Ethics Committee on Animal Studies.

2.2. Infection of mice

The mice were individually infected with 80 cercariae from
S. mansoni LE strain (Luiz E lista) kepr in halaria glabrata
snails raised in the Laboratory of Malacology of IAM/FIOCRUZ. The
infection was performed percutaneously, with exposure for 1 h under
artificial light.

2.3. Experimental groups and drugs

Mice were randomly allocated into five experimental groups (GI to
GV), according to the therapeutic intervention (Table 1).

P-MAPA holds the Orphan Drug Designation (hrtps://www.access
data.fda.gov/scripts/opdlisting/oopd/detailedIndex.cfm?cfgridke
y=721319) status by the U.S. Food and Drug Administration (FDA), was
developed and kindly provided by Farmabrasilis (Valinhos, SP, Brazil), a
non-profit research network. Praziquantel was purchased from Sigma
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Mice were treated with a single 50
mg/kg oral dose of PZQ and/or intraperitoneal P-MAPA injection. Both
drugs were diluted in 5% Pluronic F-127 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA). P-MAPA was given at 5 mg/kg/day (suggested therapeutic dose)
for 8 days (days 60-67 post-infection) and at 100 mg/kg at day 60, 64
and 67 post-infection to observe the effects of the drug during the course
of infection.

2.4. In vitro test in adult worms

Two pairs of adult worms, recovered from infected mice, were placed
in each well of a 24-well culrure dish that contained RPMI 1640 medium
supplemented with antibiotics (100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin) and 10% feral bovine serum (FBS). The plates were
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incubated at 37 °C and 5% CO; for 2 h.

A stock solution of P-MAPA was prepared and added to the wells at
concentrations of 5, 50, or 100 pg/mL. PZQ (positive control) was used
at a concentration of 0.5 pg/mL. The negative control contained only
supplemented RPMI media. Each dose was tested in triplicate; the final
volume in each well was 2 mL.

The parasites were monitored for survival over 24 h on an inverted
microscope. Phenotypic changes were scored based on a motility scale
that ranged from 0 to 3 (Ramirez et al., 2007): 3, active worms with
normal body movements; 2, slow wornis with delayed body movements
or only movements at the extremities of the anterior and posterior re-
gions; 1, very slow worms, with occasional movement of the extremiries
or intestine; 0, dead worms, with total absence of movement. The ex-
periments were performed in triplicate and repeated.

2.5. Te

g evaluation of S. i by scanning electron microscopy

Adult worm pairs were treated with 5, 50, or 100 pg/mL P-MAPA,
RPMI 1640 (negative control), or 0.5 pg/mL PZQ (positive control) for
24 h. Subsequently, they were fixed in Karnovsky's fixative and stored
under refrigeration.

Worms were washed three times with a buffer solution (sodium
cacodylate, pH = 7.2) and fixed in 2.5% glutaraldehyde (pH = 7.4) for
24 h and later in 1% osmium tetroxide at room temperature for 1 h. All
worms were washed several times in 100% ethanol to be dehydrated,
dried in liquid CO,, stacked, gold plated, and scanned in a JEOL JSM-
5600 electron microscope (Jeol Ltd., Tokyo, Japan) at Keiso Asami
Immunopathology Laborarory (LIKA), UFPE. All measurements were
performed in pm.

2.6. In vivo tests

2.6.1. Worm recovery

Animals were anesthetized with 115 mg/kg ketamine hydrochloride
and 10 mg/kg xylazine hydrochloride. Worms were recovered from the
hepatic portal system by an infusion technique (Alencar et al., 2016).
The worms from each mouse were sedimented for approximately 20 min
in Petri dish with RPMI 1640 medium to allow identification, exami-
nation, sex determination, and counting.

2.6.2. Egg counting

The number of eggs/g liver was counted after 4% KOH digestion,
according to the method described by Cheever and Anderson (Cheever
and Anderson, 1971). On the oograny, the small intestine of mice was cut
into approximately 1 cm segments, compressed between slides, and
examined using an oprtical microscope. S. mansoni eggs (marture,
immature and dead) were counted in three segments for each mouse to
calculate the average number of eggs. This classification was done
following the method specifications under the microscope visualization:
mature — embryo was occupying its entire internal area; immature —
embryo was not visible or did not occupy the internal area of the egg:
dead — embryo or miracide was retracted (Pellegrino et al., 1962).

2.6.3. Histopathology

The central portion of the right liver lobe was removed from all
animals and fixed in 10% formalin. The fragments were dehydrated in
increasing concentrations of ethanol, diaphanized in xylol, and
embedded in paraffin. Five pm sections were stained with hemaroxylin-
eosin (HE). All granulomas found in three random fields of the histo-
logical section were quantified. The images were captured with a Lab-
omed Lx400 microscope (Labomed Inc. Los Angeles, CA, US) attached to
a 1.3 MP USB 2.0 Moticam 1000 digital camera and using Motic Images
Plus 2.0 software (Motic Incorporation Ltd., Hong Kong).

2.6.4. Biochemistry
On day 68 post-infection, blood was collected under anesthesia from
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Table 2
Worm motility score after 24 h incubation with praziquantel (PZQ) or P-MAPA.

GroupsMotility score Worms percentage (%)

o 1 2 3
Control 100
PZQ 0,5 pg/ml 100
P-MAPA 5 pug/ml 25 75
P-MAPA 50 pg/ml 100
P-MAPA 100 pg/ml 100

the vena cava. Serum was obtained after centrifugation at 1000xg for 15
min. The serum levels of the enzymes aspartate transaminase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT) were evaluated using the BioSystem®
kit (Barcelona, Spain).

2.6.5. Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard deviation (SD). Analysis of
variance (ANOVA) was used for comparison among groups. When
ANOVA revealed a significant difference, Bonferroni’s post-test was
used to identify the difference between groups. Differences were
considered significant when p < 0.05. GraphPad Prism 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, US) was used for statistical analysis.

3. Results
3.1. In vitro effect of P-MAPA on S. mansoni adult worms

P-MAPA at 5, 50, or 100 pg/mL reduced the morility of adult worms.
Table 2 derails the schistosomicidal effect of P-MAPA on S. mansoni adulr
worm motility after 24-h incubation. There was no adhesion of suction
cups or egg laying. Fig. 1A-E shows the preserved morphology of the
negative control adult worms and Fig. 1F-I the worm characteristics
after in vitro PZQ treatment. Fig. 2A-B shows female and male worm
treated with 5 pg/mL P-MAPA for 24 h and indicates peeling and erosion
of the tegument, showing areas with cracks.

The effects of 50 pg/mL P-MAPA on female and male worm are
shown in the Fig. 2C-D. There were peeling and erosion of the tegument,
exposure of the submuscular tissue, areas with cracks and presence of
holes. At the same concentration in the male worm, there was a total
destruction of the tubers with exposure of submuscular tissue and
damaged sensorial structures (Fig. 2C-D). Fig. 2E depicts swelling on the
tegument and erosion in the female’s body as a result of in vitro 100 pg/
mL P-MAPA expostre. Loss of spines, destruction of tubers, bubbles and
presence of holes were observed at the same concentration on the male
worm (Fig. 2F).

3.2. Worm recovery

As shown in Fig. 3, all tested treatments significantly reduced the
total number of worms recovered by perfusion when compared to the
untreated infected mice.

3.3. Effect of P-MAPA on the number of eggs/g liver or intestine

Combined 5 mg/kg P-MAPA + 50 mg/kg PZQ or 100 mg/kg P-MAPA
alone significantly decreased the number of eggs/g of liver compared to
the untreated group. The reductions were 67.31% and 69.20%, respec-
tively. All treatment regimens significantly reduced the number of eggs/
g of intestine compared to untreated infected mice. Combined 5 mg/kg
P-MAPA + 50 mg/kg PZQ presented the greatest egg count reduction in
the intestine (88.08%) as well as the liver (Table 3).

The oviposition pattern was significantly reduced in mature eggs in
all trearment groups when compared to the untreared infected group
(Table 4), Only the 5 mg/kg P-MAPA treatment regimen did nor
significantly reduced immarure eggs in comparison to the infecred
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control group. Combined 5 mg/kg P-MAPA + 50 mg/kg PZQ or 50 mg/
kg PZQ alone also reduced the number of immature eggs when
compared with the 5 mg/kg-P-MAPA treated group and untreated
infected mice.

The 5 mg/kg P-MAPA and 50 mg/kg PZQ treatrments significantly
increased the counts of dead eggs when compared with the control
group. Furthermore, combined 5 mg/kg P-MAPA + 50 mg/kg PZQ or
100 mg/kg P-MAPA alone also significantly increased the number of
dead eggs when compared with 5 mg/kg-P-MAPA-(reated mice. These
results showed that P-MAPA seems to modulate the oviposition pattern
of S. mansoni.

3.4. Effect of P-MAPA on liver granulomas

‘Table 5 shows the significant reduction in the number of granulomas
for all studied treatment regimens when compared to the untreated
infected group. Beyond presenting differences regarding the infected
mice, 100 mg/kg P-MAPA also significantly reduced the granuloma
number when compared to 50 mg/kg-PZQ-treated mice.

Fig. 4 depicts hepatic granulomas in the different treatment regi-
mens. The hepatic tissue of a control animal, without infection and
without treatment, is presented in Fig. 4A, and the infected and un-
treated group is shown in Fig. 4B. Histological sections with hepatic
granulomas treated with 50 mg/kg PZQ or 5 mg/kg P-MAPA are shown
in Fig. 4C and 4D, respectively. Hepatic granulomas under the effect of 5
mg/kg P-MAPA treatment + 50 mg/kg PZQ or 100 mg/kg P-MAPA are
shown in Fig. 4E and 4F, respectively.

3.5. Liver enzyme levels

The serum levels of AST and ALT in the treatment groups are shown
in Fig. 5. There was an apparent reduction in ALT levels in all treatment
regimens compared to the infected and untreated group, but the
reduction was not statistically significant. AST was reduced in all
treatment groups, but the difference was only statistically significant in
the 100 mg/kg-P-MAPA-treated mice.

4. Discussion

As a strategic target for schistosomicidal drugs, the S. mansoni
tegument plays a key role in nutrition, excretion, signal transduction,
evasion, osmoregulation, immune modulation, and parasite-host in-
teractions (Jones et al., 2004; Mulvenna et al.,, 2010). Indeed, tegu-
mentary changes - vacuolations, peeling of the tegument, tubercles and
spines, increased membrane permeability and Ca?' influx, absence of
phosphorylation in «1- and f-calcium channels, membrane depolariza-
tion in adult worms, schistosomulae, a contraction and muscular pa-
ralysis that act on parasite neurotransmitters - are observed after
exposure of S. mansoni to low PZQ concentrations (Lorsuwannarat et al.,
2013; Xiao et al.,, 2007). As young worms are less susceptible to PZQ
than adults (Colley er al., 2014; Aratijo er al., 2020a), and decreased
susceptibility to PZQ is reported (Melman et al., 2009; Zwang and
Olliaro, 2014), the association of drugs for the treatment of schistoso-
miasis has been emphasized to increase therapeutic efficiency and deter
the emergence of resistant strains (Katz and Coelho, 2008).

At all concentrations evaluated in vitro, P-MAPA presented powerful
activiry against adult male and female worms and severely damaged the
worm tegument. These damages included the loss of spicules, tuber
destruction, depression and formation of bubbles in male worms; and
peeling, erosion, and swelling in females. Consistently, other in vitro
studies on natural products reported that S. mansoni male wornis are
often more susceptible to treatments compared to female worms (Melo
et al,, 2011; Sanderson er al., 2002; Aratijo et al., 2019; 2020b).

Beyond d ing worm nt, decreasing worm motility,
wrinkling worms, and halting oviposition for 24 h, P-MAPA reduced the
recovery of worms by up to 50% by the portal hepatic system compared
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to the untreated infected group. Additionally, combined P-MAPA + PZQ
or 100 pg/mL P-MAPA alone reduced the number of eggs/g of liver by
67.31 and 69.20%, respectively, compared to the infected mice without
(reatment.

Schistosoma spp. couples that remain in the vertebrate host blood
system exhibit high oviposition rares. This activity results in immuno-
pathological lesions characterized by inflammation and fibrosis in the
target organ (Santos et al., 2018; McManus et al., 2018; Schwartz and
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Fig. 1. (A-1) Electromicrographs of adult S. mansoni from
the negative contiol group (A-E: RPMI 1640 medium) and
positive control group (F-I: PZQ). (A, 25x) S. mansoni cou-
ples (M=male and F—female). On the anterior region of
male (B, 330x) and female (C, 330x) worms ventral sucker
(VS) and oral sucker (0S). (D, 1,500x) On the enlarged view
of dorsal male region, it is possible to observe tubercles (T)
with spines, parallel folds between tubercles (TF), spines
(S), ciliated papillae (CP), and dome-shaped papillae (DP).
(E, 1,700x) Female with longitudinal lines and well-
distributed sensory organs (SO). (F, 70x and G, 100x)
Male and female in spiral format (SF) respectively, both
with extensive swelling area (AS). Still being observed
peeling (P) in the male and muscle contraction (MC) at the
female. (H, 330x) On male median and anterior regions, the
presence of bubbles (B) emerging around the tubercles of
the male worm. On the dorsal region of male worms we
observed agglomerated tubercles (AT) or juxtaposed and
loss of spicules (LS). (I, 330x) Tegument with extensive
areas of swelling (AS), and highlighted damaged sensorial
structures (SSD) and appearance of holes (AH).

Fallon, 2018). The most important pathogenic event in schistosomiasis is
the formation of hepatic granuloma and peri-portal hepatic fibrosis
(Santos et al., 2018). Eggs are initially laid by females in the mesenteric
vessels and subsequently carried by the bloodstream to other organs,
including the liver. Human and experimental schistosomiasis is directly
related to the developmenrt of granulomarous reactions due to the release
of soluble antigens produced by S. mansoni eggs, which induce an immune
response in the host (Hams et al., 2013; Schwartz and Fallon, 2018).
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Fig. 2. (A-F). Electromicrographs of S. mansoni
adult couples exposed by 24 h to 5, 50 e 100
pg/mL P-MAPA. 5 pg/mL P-MAPA (A, 190x)
shows extensive area of peeling (EAP) of the
female worm, with areas of swelling (AS) and
cracks (AC) in addition to exposure of the sub-
muscular tissue (ST). In (B, 190x) areas with
cracks (AC) and evidence of submuscular tissue
(ST) in female and evidence of furrows (F) and
appearance of holes (AH) in male worm. At 50
pg/mL P-MAPA (C, 330x) shows peeling (P),
areas with cracks (AC), swelling (AS), furrows
(F) and presence of holes (AH) with different
levels of severity, some with exposure of sub-
tegumental tissue (ST) in female worm. While
in the male worm it highlights damaged
sensorial structures (SSD), eruption of tubercle
(ET), exposure of submuscular tissue (ST) and
area with cracks (AC). In the median region of
the male worm (D, 330x) destruction of
numerous tubers (DTN). At 100 pg/mL P
MAPA, the female worm (E, 550x) presented
several erosions with exposure of the muscula-
ture (EME) and on the male worm (F, 550%), we
observed tubercles displacement (TD), agglom-
erated tubercles (AT), presence of bubbles (B),
loss spicules (LS) and appearance of holes (AH).

10- Marture eggs play a key role in the parhological aspects of schisto-
somiasis and in the disease transmission. Thus, the high ovicidal effect
observed in the oogram for all P-MAPA treatment regimens can surely
contribute to decrease the disease transmission, especially at unhealthy
environments. The reduction in the number of eggs may be related ro the
fecundiry of the worms. Consistently, P-MAPA acted on the male and
female worm tegument and precluded egg laying by the females, actions
that impact the worm’s oviposition pattern.

worms (unit)

Table 3
Liver and gut egg count after isolated weatment with P-MAPA or in association
with praziquantel (PZQ) in mice infected with Schistosoma mansoni.

Groups Liver egg % Gut egg %
count/g x Reduction count/g x Reduction
10% 10°
& S. mansoni infected 16,49 + 3,40 - 10,79 + =
and untreated 3,09
P -MAPA 5 mg/kg 884124  46,38% 174 £ 041" 83,86%
P-MAPA S mg/kg + 539+ 118"  67,31% 1,28 +0,28°  88,08%
7Q 50 mg/kg
PZQ 50 mg/kg 48,94% 2,14+0,33"  80,13%
P-MAPA 100 mg/kg 69,20% 2,29 + 136"  7876%

Values are expressed as average + SD.
Fig. 3. Schistosoma mansoni worm recovery after treatment schemes. *Signifi- ® significant difference when compared with S. mansoni infected and un-

cant difference compared to untreated infected group (p <0.05). treated (p<0,05).
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Table 4 Table 5
Oogram pattern and egg development in the gur after isolated P-MAPA treat- Granuloma amount after isolated P-MAPA treatment or in association with
ment or in iation with praziqs 1 (PZQ) in S. i-infected mice. praziquantel (PZQ) in S. mansoni-infected mice.
Groups %Mature Y%lmmature %Dead eggs Groups Granuloma count/3 fields/ % Reduction
eggs eggs 40x
S. mansoni infected and 63,55 + 32,05 + 16,26 4,40 +1,9 S. mansoni infected and untreated 27,45 + 4,14
untreated 29,31 P-MAPA 5 mg/kg 10,00 + 1,51* 63.57%
P-MAPA 5 mg/kg 33,37 = 29,16 + 15,65 37,47 = P-MAPAS5mg/kg + PZQ50mg/kg 8,18 £1,66° 70,20%
16,13% 21,35" PZQ 50 mg/kg 16,82 + 1,71° 38,72%
P-MAPA 5 mg/kg + PZQ 50 43,51 +9,34* 15,69 + 3,18 40,79 + P-MAPA 100 mg/kg 4,63 +2,17 % 83,13%
mg/kg - 12,87"
PZ0 50 mg/kg 34,89 &+ 16,55 + 4,640 48,55 4 Values are expressed as average + SD.
15,36" 17,43° “ significant difference when compared with S. mansoni infected and un-
P-MAPA 100 mg/kg 43,49 £ 30,50 = 15,46" 25,98 + treated (p<0,004).
25,00 21,24" " significant difference when compared with PZQ 50 mg/kg (p<0,004).

Values are expressed as average = SD.

# significant difference when compared with S. i infected and un-
treated (p<0,0001).

® significant difference when compared with P-MAPA 5 mg/kg (p<0,0001).

Fig. 4. (A-F). Hepatic granuloma count in the different weatment groups. Images are for hematoxylin-and-eosin stained sections observed with a 40X objective lens.
Images are for: control liver without infection (A); infected control without treatment (B); treatment with 50 mg/kg PZQ (C); treatment with 5 mg/kg P-MAPA (D);
treatment with 5 mg/kg P-MAPA + 50 mg/kg PZQ (E); treatment with 100 mg/é(g P-MAPA (F).
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250+

200+

150+

AST U/
*
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Fig. 5. Effect of different tieatment schemes on liver function enzyme activity. Data are shown for alanine amino transferase (ALT; A) and aspartate aminotiansferase
(AST; B). *Significant difference compared to the untreated infected group (p * 0.05).

In all studied treatment regimens, the number of hepatic granulomas
was significantly reduced, along with the number of eggs/g of liver; this
reduction ranged from 46.38% to 69.20%. Histopathological changes in
liver cells are often related to ALT elevation (Mahmoud et al., 2002). The
changes can be easily observed in experimental models, but in humans
they only occur during lare stages of the disease and may disappear if the
treatment works adequately. Serum AST and ALT levels may protect the
liver from schistosomiasis, consistent with similar results from the use of
Zingbar officinale extract with immunomodulatory potential (Aly and
Mantawy, 2013). Although ALT levels were apparently reduced in
infected mice treated with P-MAPA, PZQ, or combination of the two,
there was no statistically significant difference when compared to
circulating levels in untreated infected animals. On the other hand, AST
levels were apparently reduced in infected and treated mice, although
this difference was only statistically significant for treatment with 100
mg/kg P-MAPA when compared to circulating levels of the infected and
untreated animals.

P-MAPA mechanisms of action are not fully elucidated. The direct
effects of P-MAPA on the worm tegument were unexpected, but we
hypothesize that parts of the compound, which contains ions, proteins
and fatty acids, provoke tegument modification. P-MAPA also exerts
immunomodulatory effects, activating Toll-like Receptors (TLRs) and
the interferon (IFN) signaling pathways (Favaro et al., 2012) and asso-
ciated host immune cells. We believe that these immune pathways
acrivation contribute to the schistosomiasis burden attenuation
observed in the current study (reduced egg oviposition, worm recovery,
as well as hepatic granulomas). P-MAPA seems to change the
schistosomiasis-induced immune profile and oviposition pattern,
improving disease control.

In translational terms, the conversion of animal dose to human dose
is performed by normalizing their body surface area (Reagan-Shaw
et al., 2008). Thus, a daily dose of 100 mg/kg P-MAPA used in the mouse
experiments is equivalent to a human dose of 8.1 mg/kg/day, and a
daily dose of 5 mg/kg is equivalent to a human dose of 0.40 mg/kg/day.
Crucially, the 5 mg/kg rrearment regimen used in mice and its human
equivalenrt is smaller than the P-MAPA doses used in a phase I clinical
trial. No adverse events were reported in these trials, data that

emphasize its potential for the treatment of schistosomiasis (Farm-
abrasilis, 2008).

P-MAPA exerted considerable activity against S. mansoniin vitro and
in vivo tests. The experimental data demonstrated that P-MAPA sub
stantially affected the morility of adult worms and the tegument of males
and females in vitro. P-MAPA monotherapy, or in combination with PZQ,
reduced: the number of worms recovered, the number of eggs (up to
69.20% in the liver and up to 88.08% in the intestine), the number of
hepatic granulomas (up to 83.13%), and serum AST levels in infected
mice. On the other hand, few pieces of the P-MAPA activity on schis-
tosomiasis still need to be evaluared, such as the drug specific mecha-
nismof action on the S. mansoni structures and infected host, its effect on
young worms and its consequences in the oviposition or sexual organs.
Even so, the described data, associated with the lack of side effects,
support that P-MAPA can be of great importance to improve the treat
ment of schistosomiasis and quality of life of the people affected by this
neglected disease.
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